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RESUMEN

En la resistencia a la insulina (RI), el transporte de glucosa a los tejidos periféricos
tales como tejido adiposo y musculo esquelético que tienen una alta demanda para
su funcién normal es deficiente debido a la desensibilizacion de los receptores de
insulina, otros tejidos periféricos incluyen el higado, los rifiones y el cerebro, entre
otros. Como resultado, el pancreas produce insulina adicional para facilitar la
homeostasis de la glucosa. Este fendmeno se atribuye a menudo a estilos de vida
poco saludables y puede llevar a hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo, lo que
causa hipoxia y necrosis en los adipocitos més alejados de la irrigacién sanguinea,
generando &cidos grasos libres e inflamacién. Los acidos grasos también inhiben la
captacion de glucosa por la célula. La lecitina de soya es un alimento que aporta
beneficios para la salud, como la disminucion de los niveles de colesterol, LDL y

VLDL, y el aumento estimulado en los niveles de HDL.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la lecitina de soya

en la regulacion de la reversion de la Rl y la modulacion de lipidos intracelulares.

Para ello primeramente se generd un modelo de células Rl (HepG2/Rl) y utilizando
la técnica de rojo oleoso se analiz6 la modulacion de los lipidos intracelulares en
células HepG2/RI. Posteriormente las células HepG2/RI fueron tratadas con lecitina
de soya a una concentracion de 100 pg/mL durante 48 horas. Nuestros resultados
muestran que la lecitina de soya sensibiliza a las células a la captacion de glucosa
e induce la disminucién de los lipidos intracelulares en células HepG2/RI. Ademas,
el estudio in silico de acoplamiento molecular indica que lecitina de soya presenta
interacciones reportadas implicadas en la activacion de receptor activado por
proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR-alfa), esto es importante pues se ha
reportado que la activacion de PPAR-alfa mejora la sensibilidad a la insulina y
reduce la inflamacién, lo que puede ser beneficioso para prevenir y tratar la diabetes

y otras enfermedades metabdlicas.
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ABSTRACT

In insulin resistance (IR), the transport of glucose to peripheral tissues such as
adipose tissue and skeletal muscle, which have a high demand for their normal
function, is impaired due to insulin receptor desensitization. Other peripheral tissues
that may also be affected include the liver, kidneys, and brain, among others. As a
result, the pancreas produces additional insulin to facilitate glucose homeostasis.
This phenomenon is often attributed to unhealthy lifestyles and can lead to
hypertrophy and hyperplasia of adipose tissue, which causes hypoxia and necrosis
in adipocytes further from the blood supply, generating free fatty acids and
inflammation. Fatty acids also inhibit glucose uptake by the cell. Soy lecithin is a food
that provides health benefits, such as decreasing levels of cholesterol, LDL, and

VLDL, and stimulated increase in HDL levels.

Therefore, the objective of this study was to analyze the effect of soy lecithin on the
regulation of the reversal of insulin resistance and the modulation of intracellular
lipids. First, an insulin-resistant cell model (HepG2/RI) was generated, and
intracellular lipid modulation was analyzed in HepG2/RI cells using the oil red O
technique. Subsequently, HepG2/RI cells were treated with soy lecithin at a
concentration of 100 pg/mL for 48 hours. Our results show that soy lecithin sensitizes
cells to glucose uptake and induces a decrease in intracellular lipids in HepG2/RI
cells. In addition, the in silico molecular docking study indicates that soy lecithin
presents reported interactions involved in the activation of peroxisome proliferator-
activated receptor alpha (PPAR-alpha), which is important because it has been
reported that activation of PPAR-alpha improves insulin sensitivity and reduces
inflammation, which can be beneficial for preventing and treating diabetes and other

metabolic diseases.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) se define como un grupo de anomalias metabdlicas
que incluye hipertension, obesidad central, resistencia a la insulina (RI) y
dislipidemias aterogénicas, estas condiciones estan interrelacionadas y comparten
mediadores, mecanismos y vias subyacentes. El SM esta fuertemente asociado con
un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (ECV) donde la
patogenia involucra factores tanto genéticos como adquiridos (Rochlani Y., et al
2017). Nuevas propuestas reconocen que la obesidad abdominal es un componente

nuclear del SM.

El SM ha cobrado una relevancia creciente en los ultimos tiempos debido al
aumento exponencial de la obesidad en todo el mundo, por lo que el diagnéstico
precoz es importante para emplear de manera efectiva la modificacion del estilo de
vida y los factores de riesgo (Villalobos A., et al 2017), existen diferentes factores
de riesgo para desarrollar SM como lo son los factores de riesgo no modificables
donde se consideran rasgos como la edad, raza, género e historial familiar, también
hay factores de riesgo que son modificables como habitos alimenticios,
sedentarismo y el consumo de sustancias de abuso (tabaquismo, alcoholismo, etc.),
por otro lado, existen los factores de riesgo del tipo fisioloégico donde se encuentran

englobados las dislipidemias, RI, hipertension arterial y obesidad visceral.
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En el estudio Evaluacion Mdltiple de Factores de Riesgo Cardiovascular en América
Latina (CARMELA), México tiene una prevalencia de SM del 27% para poblacién y
en adultos mayores de 60 afios la prevalencia aumenta hasta un 52% de SM, siendo
la edad un factor de riesgo de alto impacto para el desarrollo de SM. Al existir
multiples criterios que para el diagnostico del SM hace que se dificulte la
comparacion de estudios epidemiolédgicos y la realizacion de otros estudios de
investigacion, por ello se realiz6 un consenso de armonizacion de los criterios
diagnésticos del SM, llegando a un acuerdo donde no existe ningin componente
obligatorio (tabla 1), pero la presencia de tres de los cinco criterios establece el

diagndstico de SM (Villalobos A., et al., 2017, Rochlani Y., et al., 2017).

Tabla 1. Criterios para diagnéstico de SM

OMS ATP-1II IDF

DM2/GBA/ITG/GA > 110
Glucosa GA > 110 mg/dl GA > 100 mg/dl
mg/dl con hiperinsulinemia*

IMC > 30 kg/m?

IMC > 30 kg/m? P. cintura
P. cintura
Obesidad central H:ICC>0.9 H: > 102 cm
H: >90 cm
M: ICC > 0.85 M: > 88 cm
M: > 80 cm
Presién arterial
140/90 y/o Tratamiento 130/85 y/o Tratamiento = 130/85
(mm Hg)
Triglicéridos 2 150 mg/dI 2 150 mg/dI 2 150 mg/dI
< 35 mg/dl H <40 mg/dl H < 40 mg/dl H
Colesterol HDL
<39 mg/ M <50 mg/ M <50 mg/ M
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1.1.1. Epidemiologia

El SM al estar compuesto por multiples y distintos elementos, no permite hablar de
su epidemiologia de manera convencional, por lo que se debe tener en
consideracion la estadistica de cada uno de los componentes; en México la
encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT) proporciona informacion sobre
la poblacion y sus habitos alimenticios, estado nutricional, presencia de
enfermedades y comorbilidades como las enfermedades crénico-degenerativas, por
lo que en el periodo del 2012 al 2018 en la poblacion de personas mayores de 20
afos de edad reporté una incidencia de diabetes mellitus 2 (DM2) que aumento del
9.2% al 10.3%, cabe mencionar que esta enfermedad es consecuencia de RI; la
incidencia de la hipertension arterial en el mismo periodo de tiempo aumentd del
16.5% al 18.4%, para el caso de las dislipidemias hubo un aumento en la incidencia
del 13% al 19.5%; por otro el aumento de la incidencia del sobrepeso y obesidad
fue del 71.3% al 75.2%. Con los datos podemos observar la relevancia de prevenir
y diagnosticar o controlar el SM y cada uno de sus componentes, ya que estos

terminan causando ECV y DM2 (Instituto Nacional de Salud Publica, 2016).
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1.1.2. Componentes del sindrome metabdlico

1.1.2.1 Obesidad

La obesidad es el resultado de un alto consumo de energia que se almacena en el
tejido adiposo a partir de glucosa o acidos grasos libres (Chang YH., et al 2016) y
esto es causado por la modificacién en el estilo de vida, el consumo excesivo de
alimentos altos en grasas y carbohidratos, sedentarismo y una baja o nula actividad
fisica, asi como altos niveles de estrés, esto ha desencadenado un aumento en la
incidencia en el desarrollo de obesidad. La obesidad central, abdominal o visceral
suele estar asociada a fendmenos como la Rl y otros desérdenes o anormalidades
metabdlicas que en conjunto son conocidas como SM, y estos son factores de
riesgo para desarrollar DM2 y enfermedades cardiovasculares (ECV) (Bluher, M., et
al 2016; Cheng, Z., et al 2010). Aunque la obesidad es un factor de riesgo para que
haya Rl y posteriormente DM2 y también es un factor de riesgo significativo para
desarrollar ECV, no todos los pacientes obesos son resistentes a la insulina o tienen
un alto riesgo de desarrollar diabetes y ECV. Esto explica por qué la obesidad ha
sido un factor de riesgo de ECV modificable mal definido en comparacion con otros
como la hipertensién, el tabaquismo y el colesterol. Actualmente se propone que la
obesidad visceral esta fuertemente asociada con las caracteristicas del SM de Rly
con la inflamacién crénica de bajo grado, ya que ocurre un aumento en los
marcadores inflamatorios circulantes (Chang YH., et al 2016).
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Los adipocitos al sufrir un proceso de hiperplasia e hipertrofia provocan que exista
una mayor cantidad de &cidos grasos libres AGL que podria contribuir al estado de
Rl observado en las personas con obesidad visceral, ya que los adipocitos
intraabdominales hipertrofiados se caracterizan por un estado hiperlipolitico
resistente al efecto antilipolitico de la insulina. El flujo de AGL resultante al higado
puede afectar el metabolismo hepético, lo que lleva a una mayor produccién de
glucosa hepatica. La resistencia hepéatica a la insulina se asocia con una
disminucién de la degradacion de la apolipoproteina B y una mayor produccion de
lipoproteinas ricas en triacilglicerol. En los seres humanos, aunque existe una
correlacion entre la acumulacion de grasa visceral y la liberacion de AGL al higado,
la mayoria de los AGL se originan en la circulacion sistémica, lo que sugiere que
otros factores podrian explicar el perfil metabdlico alterado de los pacientes con
obesidad visceral. Existe evidencia de que el tejido adiposo no solo esta
especializado en el almacenamiento y movilizacion de lipidos, sino que también
funciona como un 6rgano endocrino, ya que libera diversas citocinas, incluidas
moléculas proinflamatorias como la interleucina IL-6 y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). Los adipocitos y los macréfagos generan moléculas inflamatorias, que
conducen a la Rl y la inflamacion sistémica. Ciertos acidos grasos libres saturados
(SFA, laurato, miristato y palmitato) aumentan los genes inflamatorios en los
adipocitos. Estos eventos estan asociados con la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la transactivacion del factor nuclear kB (NFkB). El exceso de
glucosa y/o ciertos SFA aumentaron la generacion de ROS vy la translocacion de
NF-kB (Chang YH., et al 2016). En la obesidad, se genera una mayor infiltracion de

macrofagos en el tejido adiposo, lo que contribuye a un perfil inflamatorio en

17



pacientes con obesidad abdominal. La proteina adiponectina es abundante en la
sangre y se deriva especificamente del tejido adiposo. A diferencia de las adipocinas
proinflamatorias, los niveles de adiponectina se reducen en individuos obesos,
particularmente entre pacientes con exceso de adiposidad visceral. Se ha
descubierto que la adiponectina tiene muchos efectos in vitro que son compatibles
con una mejor sefializacion de la insulina y una posible proteccion contra la
aterosclerosis. Los niveles reducidos de adiponectina observados en pacientes con
obesidad visceral podrian ser, por lo tanto, uno de los factores clave responsables
de su perfil de factores de riesgo metabdlicos aterogénicos y diabetogénicos. Los
pacientes obesos abdominales con exceso de tejido adiposo visceral tienen
concentraciones plasméticas elevadas de pCr acompafiadas de niveles elevados
de IL-6 y TNF-a y de concentraciones reducidas de adiponectina (Després, J., et al

2006).

1.1.2.2 Inflamacién créonica de bajo grado

Para poder definir a la inflamacion cronica de bajo grado (ICBG), se debe saber que
la inflamacién funciona como parte del mecanismo de defensa del cuerpo, es un
proceso por el cual el sistema inmunoldgico por medio de la respuesta inmune
innata y la adquirida intervienen y tienen numerosos efectos locales y sistémicos,
uno de ellos es reconocer y eliminar los estimulos dafiinos y extrafios, la inflamacién
puede ser catalogado como aguda o crbnica, segun el tiempo de evolucion.
La inflamacién crénica también se conoce como inflamacion lenta a largo plazo que
dura de varios meses a afos. En general, la extension y los efectos de la inflamacién

cronica varian segun la causa de la lesion y la capacidad del cuerpo para reparar y

18



superar el dafo. Las enfermedades inflamatorias crénicas son la causa mas
importante de muerte en el mundo (Pahwa R., et al 2022). De manera especifica, la
inflamacion sistémica es caracterizada por una elevacién en los niveles circulantes
de proteina C reactiva (pCr), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) y las
interleucinas (IL) 18, 6 y 17, asi como aumento en la infiltracion de células inmunes
como macrofagos vy linfocitos T en tejidos, como el insulinodependiente. Se ha
encontrado evidencia que de que la inflamacién sistémica no induce lesion en el
tejido donde hay infiltracion inmunolégica, siendo este el rasgo distintivo de este
fendbmeno, por lo que se le denomina inflamacién sistémica de grado bajo. En otras
palabras, durante un cuadro de inflamacion sistémica de grado bajo el tejido exhibe
niveles altos de factores inflamatorios y células inmunes infiltradas y, al mismo
tiempo, no muestra alteraciones estructurales o pérdida en sus funciones primarias.
Por otro lado, la inflamacién crénica de bajo grado o también conocida como
metainflamacion tiene una estrecha relacibn con el desarrollo de anomalias

metabdlicas en pacientes con obesidad.

1.1.2.3 Resistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina (RI), es un proceso en el cual la insulina no puede
desencadenar la captacion de glucosa en los tejidos metabdlicos, lo que conduce a
niveles elevados de glucosa e insulina en sangre. Durante la RI el cuerpo no puede
utilizar de manera eficiente la insulina para el transporte de glucosa mediado por
insulina a los tejidos, lo que resulta en la desensibilizacion de los receptores de
insulina. Para compensar la RI, el cuerpo produce insulina adicional para facilitar la

homeostasis de la glucosa. La Rl es una condicién patolégica con sensibilidad
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alterada a la insulina en los tejidos diana; se ha sugerido que la fisiopatologia del

SM esta asociada a la RI (Bluher M., et al 2016; Cheng Z., et al 2010).

Las causas de la Rl se asocian con la hiperglucemia, hiperinsulinemia, estrés
oxidativo, hiperlipidemia, inflamacioén crénica y factores genéticos, afectando la
funcion de la insulina desde la secrecion, hasta la via de sefializacion en diversos
tejidos (Cho YR., et al 2019). Se ha descrito que el higado es el érgano central en
la regulacion de los niveles de glucosa sérica y la homeostasis de lipidos. El
mecanismo por el que se almacena la glucosa en el tejido hepatico es determinado
por los transportadores GLUT2, capaces de internalizar a la glucosa sin la
participacion de la insulina, sin embargo, la insulina en el higado es necesaria para
promover la sintesis de glucégeno, lipidos y proteinas, ademas de suprimir la
glucogendlisis y la gluconeogénesis. Se ha demostrado en modelos experimentales
gue el papel del higado es crucial para el desarrollo de RI, ademas, se sugiere que
la RI hepética es el paso inicial para desarrollar Rl en tejidos periféricos

(Kalyesubula M., et al 2020).

Es importante conocer la sefializacion de la insulina (Figura 1) para poder identificar

el posible origen las alteraciones en dicha via.

1.1.2.3.1 Sefalizacion de la Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica cuyo mecanismo de accion se inicia por
su unién a un receptor de membrana (IRS), a partir de lo cual se generan dos vias
de sefializacion, una metabdlica y otra mitogénica; la translocacion a la membrana

plasmatica del transportador de glucosa (GLUT4) forma parte de la via metabdlica.
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Figura 1 Sefalizacién de la insulina para la internalizaciéon de la glucosa dentro del célula

(Vazquez, J., et al 2016).

La sefalizacion normal de la internalizacion de la glucosa inicia con la union de la
insulina a su receptor denominado sustrato receptor de insulina (IRS)
posteriormente este interacciona con la enzima fosfatidilinositol 3 cinasa (P13K) tipo
la, la cinasa de proteina tipo B (PKB), la cinasa de serinal/treonina (AKT) y la
isoforma de cinasa de proteina atipica (PKCC) que termina en la traslocacion del
transportador de glucosa denominado como GLUT4, (Sandoval, R., et al 2016).
Cuando ocurren alteraciones en la via de sefializacion de la captacion de glucosa,
provoca que haya una mayor cantidad de glucosa en sangre, a lo que se denomina

hiperglucemia, dicha alteracién sucede cuando el IRS es fosforilado en el residuo
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de serina y no de tirosina impidiendo que se lleve a cabo la sefalizacion
anteriormente mencionada, los impedimentos en la via pueden ser causados por un
ambiente proinflamatorio y de estrés oxidativo, asi como altos niveles en acidos

grasos libres (AGL), conduciendo la generacién de la RI.

1.1.2.3.2 Fisiopatologia de la resistencia a insulina.

La obesidad también se asocia comunmente con la RI (Tanti JF., et al 2012), los
mecanismos subyacentes de la Rl son multifacéticos, como la inflamacion, el estrés
del reticulo endoplasmico, el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial (Tanti JF.,
et al 2012; Houstis, et al 2006). La RI afecta el metabolismo de la glucosa y los
lipidos que promueven un aumento en los niveles de &cidos grasos libres con la
estimulacién asociada del cuerpo para producir grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). Los radicales
libres generados por el estrés oxidativo celular son especies moleculares altamente
reactivas con uno o mas electrones desapareados. El aumento de los niveles de
radicales libres puede dafar las proteinas celulares, los lipidos y los &cidos
nucleicos induciendo inflamacion a través de la interaccion con receptores,
especificamente TLR2 y TLR4. La interacciébn con estos receptores da como
resultado activacion de los mediadores inflamatorios, NFkB (factor nuclear kappa-
cadena ligera-potenciador de células B activadas) y JNK (c-Jun N-terminal quinasa),
gue regulan positivamente las citocinas y moduladores para mediar la apoptosis, la
diferenciacion celular y la inflamacion (Bluher, M., et al 2016; Hotamisligil, et al

2006).
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Debido a la estrecha relacién entre la obesidad y la Rl ambos juegan un papel
importante en la fisiopatologia por lo que es dificil determinar a cual corresponde el
papel predominante, se ha observado que el desequilibrio causado por un mayor
consumo con respecto al gasto energético, provoca que el tejido adiposo visceral
aumente y los adipocitos comienzan a acumular grandes cantidades de acidos
grasos en su interior, lo cual conduce a procesos expansivos del tejido adiposo o
también conocido como hiperplasia e hipertrofia, es decir, que ocurre un aumento
en numero y en tamafo del tejido adiposo, al ocurrir las modificaciones
anteriormente mencionadas, algunos adipocitos localizados en zonas alejadas de
la irrigacién sanguinea sufren hipoxia y posteriormente necrosis, estas células en
proceso necrotico son rodeados por células fagociticas que inician un proceso
inflamatorio orientado a la remocion de esas células. Por otro lado, al haber una
gran cantidad de acidos grasos almacenados en estas células, exacerba procesos
oxidativos como la lipoperoxidacion, que consistente en la oxidacion lipidos al
interior del adipocito. La lipoperoxidacién que ocurre durante la hiperplasia e
hipertrofia adipocitaria lleva a un escenario de estrés oxidativo celular por el
aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno. Como
consecuencia de este ambiente oxidativo, ocurre una mayor infiltracion de células
del sistema inmunoldgico desde la periferia hacia el tejido adiposo, lo que estimula
un proceso inflamatorio a nivel local, elevando los niveles de TNF-a y leptina, asi
como disminucion en IL-10 y adiponectina. Bajo condiciones de estrés como la
hipoxia e hiperoxidacion de &cidos grasos, los adipocitos muestran alteraciones
funcionales como estrés reticular asociado a procesos de plegamiento incorrecto de

proteinas y autofagia, lo cual es capaz de desencadenar apoptosis, este proceso
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apoptoético promueve la inflamacién del tejido adiposo, y posteriormente da inicio de

la inflamacién sistémica de grado bajo en tejido insulinodependiente (Bluher, M., et

al 2016; Hotamisligil, et al 2006).
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Figura 2 Fisiopatologia de la Rl (Vazquez, J. et al 2016).
1.1.2.4. Dislipidemias
Las dislipidemias son el desequilibrio de lipidos como el colesterol, el colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), los triglicéridos y las lipoproteinas de alta

densidad (HDL). Esta condicion puede ser el resultado de la dieta, la exposicién al

tabaco o la genética y puede conducir a una enfermedad cardiovascular con
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complicaciones graves. El colesterol o los triglicéridos, de manera normal se
absorben en los intestinos y se transportan por todo el cuerpo a través de las
lipoproteinas para obtener energia, producir esteroides o formar acidos biliares. Los
principales contribuyentes a estas vias son el colesterol, el colesterol LDL, los
triglicéridos y las HDL. Un desequilibrio de cualquiera de estos factores ya sea por
causas organicas 0 no organicas, puede provocar dislipidemia (Pappan, N., et al
2022). La sobreproduccién hepatica de VLDL y LDL podria ser la relacién con la RI
y la hiperinsulinemia resultante. La incapacidad para suprimir la produccion de
glucosa hepatica; absorcion, degradacion y oxidacion de la glucosa muscular, asi
como la nula capacidad para impedir la liberacion de AGL de tejido adiposo, tiene
consecuencias importantes la Rl en higado, musculo y tejido adiposo,
respectivamente. Estos eventos dan lugar a un aumento de AGL y flujo de glucosa

al higado, un importante regulador de la produccién de VLDL.
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1.1.2.5. Hipertension

La presion arterial alta se desarrolla cuando la sangre fluye a través de las arterias
a presiones mas altas de lo normal. La presion arterial se compone de la presion
sistdlica y la diastdlica. La presion sistolica es la presion cuando los ventriculos

bombean sangre fuera del corazén. La presién diastélica es la presion entre los

latidos del coraz6n cuando el corazén se esta llenando de sangre.

Por lo descrito anteriormente, se puede observar que los desérdenes metabdlicos
favorecen el desarrollo de SM y posteriormente desencadenar en ECV y/o DM2,

causado por la alteracion de diferentes vias que interaccion entre si como se puede

observar en la figura 3 (Rochlani Y., et al 2017).
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Figura 3. Fisiopatologia del sindrome metabadlico.

1.2. Resistenciaainsulinay lipidos intracelulares

Cuando se produce RI, la capacidad de las células para absorber la glucosa se ve
comprometida, lo que lleva a un aumento de los niveles de glucosa en sangre. Para

compensar este aumento de la glucosa, el cuerpo produce mas insulina.

Sin embargo, la insulina también tiene efectos sobre el metabolismo de los lipidos,
y niveles elevados de insulina pueden estimular la absorcion de acidos grasos y la
sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo y el higado. Estos lipidos pueden ser

almacenados en forma de gotas lipidicas en el citoplasma de las células.

Un estudio in vivo realizado en ratas Zucker diabéticas con el objetivo de investigar
la relacién entre la acumulacion de lipidos intracelulares y la RI. Los autores
utilizaron espectroscopia de resonancia magnética para medir la cantidad de lipidos
intracelulares en los musculos de las patas traseras de las ratas a lo largo del
tiempo. También midieron la sensibilidad a la insulina mediante la prueba de
tolerancia a la glucosa. Los resultados mostraron que la acumulacion de lipidos
intracelulares aument6 a medida que las ratas Zucker diabéticas envejecian, y que
este aumento estaba asociado con una disminucion de la sensibilidad a la insulina.
Ademas, el estudio encontr6 que las ratas que desarrollaron una mayor
acumulacion de lipidos intracelulares también experimentaron un aumento en la RI.
En conclusion, los autores sugieren que la acumulacion de lipidos intracelulares en
los musculos puede ser un factor importante en el desarrollo de la resistencia a la

insulina en las ratas Zucker diabéticas (Kuhlmann, et al., 2003).
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La acumulacién de lipidos intracelulares puede provocar una disfuncion celular que
contribuye a la resistencia a la insulina. Por ejemplo, los lipidos pueden activar la
proteina quinasa C (PKC), que es un factor de sefializacion intracelular que
contribuye a la resistencia a la insulina al interferir en la via de sefializacion de la
insulina. La PKC también puede activar la via de sefializacion JNK (Jun N-terminal
kinase), que puede interferir con la sefializacion de la insulina y promover la

inflamacion (McGarry et al., 2002).

Ademas, la acumulacion de lipidos en las células puede llevar al estrés del reticulo
endoplasmico (ER), que es una respuesta celular al exceso de proteinas o lipidos
en el ER. El estrés del ER puede provocar una disfuncién celular y contribuir a la

resistencia a la insulina.

La disfuncién del metabolismo de los acidos grasos es un factor importante en la
etiologia de la DM2, y sugiere que la reduccion de la acumulacién de lipidos en las
células puede ser una estrategia terapéutica efectiva para prevenir o tratar la DM

(McGarry et al., 2002).

PPAR-a es un receptor nuclear que se encuentra en varios tipos de células,
incluyendo hepatocitos, miocitos y células adiposas. Este receptor es importante

para la regulacion del metabolismo de los lipidos y la homeostasis energética.

En la resistencia a la insulina, los hepatocitos y otros tejidos pueden reducir su
capacidad para captar y metabolizar la glucosa en respuesta a la insulina. Como
resultado, la capacidad del cuerpo para controlar los niveles de glucosa en sangre

se ve comprometida. Ademas, la resistencia a la insulina se ha relacionado con
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cambios en el metabolismo de los lipidos, incluyendo una mayor acumulacién de

lipidos en el higado y otros tejidos.

Se ha demostrado que la activacion del receptor PPAR-a puede mejorar la
resistencia a la insulina y reducir la acumulacion de lipidos en el higado y otros
tejidos. Se cree que esto se debe a que la activacion de PPAR-a aumenta la
capacidad de las células para oxidar los acidos grasos y generar energia a partir de
ellos. Ademas, la activacion de PPAR-a puede reducir la inflamacion en los tejidos

y mejorar la funcién de las células productoras de insulina en el pancreas.

Por lo tanto, se ha sugerido que la activacion del receptor PPAR-a podria ser una
estrategia terapéutica potencial para tratar la resistencia a la insulina y la

acumulacion de lipidos en los tejidos.

1.2 Tratamiento farmacolégico

El SM como anteriormente se mencion6 incluye la presencia de al menos tres de
los siguientes criterios: obesidad abdominal, niveles elevados de triglicéridos,
niveles bajos de colesterol HDL, presion arterial elevada y niveles elevados de

glucosa en ayunas.

El tratamiento farmacoldgico del SM se centra en el manejo de cada uno de sus
componentes y las consecuencias asociadas. Por ejemplo, el uso de estatinas para
tratar las dislipidemias ha demostrado ser efectivo para reducir los niveles de
colesterol y prevenir enfermedades cardiovasculares. Asimismo, los farmacos

antiplaguetarios pueden ser Utiles para disminuir el riesgo de codgulos sanguineos
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y prevenir complicaciones graves como un infarto de miocardio o un accidente

cerebrovascular (Rask Larsen et al., 2018).

Los insulinosensibilizadores como la metformina se utilizan para reducir el riesgo de
desarrollar DM2. Estos medicamentos mejoran la sensibilidad a la insulina en los

tejidos periféricos y disminuyen la produccion de glucosa en el higado.

Sin embargo, estos farmacos pueden tener efectos secundarios desagradables,
como diarrea y nduseas, lo que puede dificultar la adherencia al tratamiento. La
polifarmacia, que implica el uso prolongado de multiples medicamentos, puede ser
un desafio para los pacientes que padecen SM, ya que aumenta el riesgo de efectos
secundarios y la complejidad del tratamiento. Por lo tanto, existe un interés creciente
en el uso de compuestos naturales para reducir el riesgo y la progresion del SM

(Boyle et al., 2010; Inzucchi et al., 2012).

En este sentido, algunos compuestos naturales han demostrado tener propiedades
hipolipemiantes, hipoglucemiantes e hipotensivas, y podrian ser utiles para tratar el
SM. Ademas, algunos suplementos dietéticos como los acidos grasos omega-3, la
vitamina D y el &cido fdlico también han mostrado efectos beneficiosos en el
tratamiento del SM. Por ejemplo, se ha demostrado que los acidos grasos omega-
3 pueden reducir los niveles de triglicéridos y colesterol en sangre, mientras que la
vitamina D puede mejorar la sensibilidad a la insulina y reducir la inflamacion

sistéemica (Lorente et al., 2013; Tkeink et al., 2021).

Aunque la farmacoterapia es esencial para el manejo del SM, el uso prolongado de

multiples medicamentos puede ser un desafio para los pacientes. Por lo tanto, el
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uso de compuestos naturales y suplementos dietéticos podria ser una alternativa
interesante para reducir el riesgo y la progresion del SM, siempre y cuando se

utilicen adecuadamente y bajo supervision médica.

1.2.1 Tratamiento no farmacoldgico

Como se ha mencionado anteriormente, el SM resulta de un aumento en el consumo
de calorias desproporcionado a los requerimientos metabdlicos, lo que conlleva a
gue modificar el estilo de vida es imprescindible en el manejo de los factores de
riesgo. El cambio en la alimentacion es una estrategia importante para regular los
componentes del SM. Por ejemplo, reducir la ingesta de grasas saturadas, grasas
trans, colesterol, sodio y azucares simples ayuda a mejorar las dislipidemias, la
hiperglucemia y la hipertension. Sin embargo, las dietas muy bajas en grasas o muy
altas en grasas pueden agravar la dislipidemia aterogénica, por lo que se
recomienda que entre el 25% y el 35% de la ingesta cal6rica diaria sea en forma de
grasa. La actividad fisica también es fundamental para el manejo del SM, ya que
ayuda a reducir el riesgo de cada uno de sus componentes. Un estilo de vida activo
gue incluya al menos 30 a 60 minutos de ejercicio moderado al dia y un esfuerzo
consciente para evitar el sedentarismo puede ser beneficioso para el control del SM

(Rochlani Y., et al 2017).

Es importante destacar que la reduccion de peso y el mantenimiento del peso
corporal son estrategias preventivas y de manejo esenciales para el SM. La pérdida
de peso se asocia con mejoras significativas en la presion arterial, los niveles de

glucemia y lipidos en sangre. Ademas, los cambios en el estilo de vida también
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pueden ayudar a prevenir la aparicion del SM en personas en riesgo. Por ejemplo,
una revision de la literatura sugiere que la adopcién de un patron alimentario
saludable, como la dieta mediterranea, puede reducir el riesgo de desarrollar SM en

un 30% (Di Daniele et al., 2017).

En resumen, el manejo del SM implica cambios en el estilo de vida, incluyendo una
alimentacion saludable, actividad fisica regular, control del estrés y suefio
adecuado. Ademas, la suplementacion con ciertos nutrientes puede tener un efecto

beneficioso en la reduccion del riesgo y la progresion del SM.
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2. ANTECEDENTES

La busqueda de tratamientos alternativos o coadyuvantes para enfermedades
cronico degenerativas ha permitido usar tratamientos con productos naturales
derivados de extractos de plantas, especias, hierbas y aceites esenciales que han
demostrado tener un beneficio en el manejo de pacientes con SM, de igual manera
los nutracéuticos han demostrado que su uso tiene relevancia para el tratamiento
del SM, estos son productos que se derivan de alimentos y que tienen una funcién
biolégica activa y demostrada, como la prevenciéon o el tratamiento de
enfermedades. Estos productos se han purificado o concentrado para aumentar su

eficacia en la salud. (Rochlani Y, et al., 2017).

A continuacion, se mencionaran alimentos que son considerados nutracéuticos y
algunos de los beneficios que se tiene al consumirse incluyendo el aporte que dan

a las personas con SM.

La curcumina es un nutracéutico derivado de la circuma, se conoce que tiene
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Se ha demostrado que la curcumina
suprime la activaciéon de NF-kB, lo que atenda la cascada inflamatoria mediante la
reduccion de la expresion de citocinas proinflamatorias, regula a la baja la expresién
de TNF-a y suprime la expresion del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1
gue es responsable del efecto del estado protrombdtico. La curcumina también
inhibe la via Wnt/Bcatenina que esta relacionada con la obesidad y la activacién del
receptor gamma, que es estimulado por el proliferador de peroxisomas en las
células estrelladas hepaticas. También se sabe que la curcumina interrumpe la

sefalizacion de leptina, lo que aumenta la expresion de adiponectina, lo que
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disminuye los efectos negativos de la obesidad y estimula los efectos positivos para
favorecer la sensibilizacion a la insulina, asi como la interrupcion de las vias
inflamatorias, que sirven como efectos beneficiosos en el SM. Por ejemplo, un
estudio realizado en ratones obesos demostré que la curcumina reduce la
inflamacion en el tejido adiposo y mejora el perfil lipidico en sangre, lo que sugiere
un efecto beneficioso en la prevencion de la obesidad y las enfermedades

metabdlicas (Aggarwal BB et al., 2010: Singh et al., 1995)

El ajo, es un condimento de uso comuan, pero también se sabe que tiene un uso
medicinal debido a sus propiedades antioxidantes y antitromboticas. En algunos
estudios se demostré que el ajo crudo mejora la sensibilidad a la insulina en ratas
alimentadas con fructosa con posibles efectos similares en humanos. En un
metanalisis se compar6 el efecto del ajo en los perfiles de lipidos, demostrandose
gue la ingesta de ajo reduce los niveles de colesterol total y triglicéridos. De igual
manera, en otro estudio, se demostré que el ajo presenta un efecto aumentando los
niveles de adiponectina en personas con SM. El ajo también tiene un efecto
antiinflamatorio que es a causa de la presencia de 6rgano sulfurados, estos
compuestos tienen una accion antioxidante debido a los grupos tiol que ayudan a
combatir inflamacién mediada por ROS y esto convierte al ajo en una terapia natural

prometedora para SM (Reinhart KM et al., 2009).

La canela, se derivada de la corteza de un arbol y se utiliza como especia y agente
aromatizante. Los extractos de canela poseen polifenoles que tienen propiedades
antitrombdticas, sensibilizantes a la insulina, hipolipemiantes, antiinflamatorias y
antioxidantes. Los polifenoles de la canela tienen una actividad similar a la insulina
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y en varios estudios se ha informado que ayuda a mejorar los controles glucémicos
y los niveles de lipidos. Aun no se han dilucidado todos los mecanismos o vias
donde interviene la canela, sin embargo, algunos estudios en modelos murinos
indican que los extractos de canela pueden regular la expresion génica en los
adipocitos y mejorar el transporte de glucosa (por medio de la expresion de GLUT

4) y la sefalizacion de insulina (Cao H et al., 2010).

La soya es una leguminosa que se ha consumido desde la antigiedad en
poblaciones asiaticas, actualmente se sabe que la soya es un excelente recurso
alimenticio ya que contiene proteinas de alta calidad, una alta proporcion de acidos
grasos insaturados y fibra dietética, ademas de otras sustancias que poseen
diversas funciones fisiolégicas. La soya se compone de un 40% de proteina, que es
significativamente mas alta que la mayoria de los otros tipos de frijoles. Ademas, la
proteina de alta calidad de la soja es equivalente a la que se encuentra en los
lacteos, la carne y los huevos, pero carece de colesterol y acidos grasos saturados.
La soya es rica en fibra, proteinas y fitoestrogenos, baja en grasas saturadas,
colesterol libre y lactosa, y es una buena fuente de acidos grasos, omega 3 vy
antioxidantes. El consumo de proteina de soja por parte de pacientes obesos es
eficaz en prevencién y tratamiento de la obesidad; no solo inhibe la acumulacién de
grasas y aumenta el metabolismo de las grasas, sino que también contribuye a la
reduccion de peso al regular la expresion de factores supresores del apetito.
Recientemente, se ha prestado mucha atencién a la soja como alimento funcional
porque varios estudios han demostrado que contiene al menos sustancias

fitoquimicas beneficiosas, que incluyen acido fitico, triterpenos, fenoles, flavonoides,
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lignanos, carotenoides y cumarinas, asi como inhibidores de la proteasa
oligosacaridos y fibras dietéticas, a los compuestos anteriormente mencionados se
les atribuyen propiedades como anticancerigenos, antienvejecimiento, para la
insuficiencia renal, prevenir la obesidad e hipocolesterolémicos, mientras que
también se ha demostrado que inhiben el VIH y previenen la formacion de céalculos
biliares, la demencia senil y la hiperlipidemia. Ademas, la soja promueve la accion
diurética, suprime la arteriosclerosis, alivia el estreflimiento y previene
enfermedades cardiovasculares. La soja también contiene sustancias que
intervienen en la regulacién intestinal, tienen propiedades antioxidantes, previenen
la osteoporosis, disminuyen la presion arterial, tienen efectos antitromboticos,
aumentan la inmunidad y favorecen las funciones hepéticas, por lo que se puede
inferir que estad muy relacionada con la prevencién de ciertas enfermedades

cronicas (A, Lees KA et al., 2006).

El papel bioquimico del tejido adiposo en la resistencia a la insulina, estrés oxidante,
inflamacion y otras implicaciones para la diabetes mellitus no pueden subestimarse
(Tangvarasittichai S et al., 2015). Para hacer frente a estos problemas, es
fundamental comprender la fisiopatologia y el establecimiento de una terapia
innovadoras o coadyuvantes. Ademas, un enfoque de atencién médica preventiva
es especialmente beneficioso para quienes corren el riesgo de contraer
enfermedades. Si bien se sabe que el ejercicio y la dieta adecuados son eficaces
para prevenir enfermedades metabdlicas, varios suplementos dietéticos pueden
reforzar las intervenciones en el estilo de vida. Estudios indican que una dieta que

incluya a la soya puede reducir los niveles de colesterol y reducir el riesgo de
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una cardiopatia. Los beneficios para la salud de los productos de soya pueden
deberse a sus altos niveles de grasas poliinsaturadas, fibra, y bajo contenido de

grasa saturada (Hendler SS et al., 2001; Lees KA et al., 2006; Sup et al., 2021).

Este estudio realizado por Faria et al., 2018 investigo el efecto de una barra alta en
proteinas a base de soja, rica en isoflavonas, en la sensibilidad a la insulina en ratas
diabéticas Wistar. Los investigadores dividieron las ratas en dos grupos: un grupo
recibio la barra de proteina a base de soja y el otro grupo recibié una dieta normal
durante 8 semanas. Al final del estudio, los investigadores encontraron que las ratas
gue recibieron la barra de proteina a base de soja tenian una mejor sensibilidad a
la insulina y una reduccion en los niveles de azucar en sangre en comparacion con
el grupo que recibio una dieta normal. Ademas, también se observo una disminucién
en los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre en el grupo que recibié la barra
de proteina a base de soja. Sus resultados sugieren que el consumo de una barra
alta en proteinas a base de soja rica en isoflavonas puede mejorar la sensibilidad a

la insulina en ratas diabéticas Wistar.

Se atribuye que la lecitina presente en la soya forma lipoproteinas de transporte de

grasas, lo que la capacita para reducir los niveles de colesterol en sangre.

Por su parte las lecitinas son lipidos complejos que estan abundantemente
presentes en la yema de huevo, el aceite de soya, el higado y el cerebro y forman
un lipido o una proteina lipidica en las esferas grasas. Estan compuestos por una
cadena de acido graso, un resto de acido fosférico y colina, por lo tanto, son
ampliamente utilizados como emulsionantes para estabilizar mezclas de agua y
aceite; también se usa a la lecitina comunmente como agente anti dispersion y como
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humectante para reducir la viscosidad y controlar la cristalinidad. El término lecitina
se refiere a la mezcla de diferentes fosfolipidos, como fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, que en conjunto se denominan lecitina; sin
embargo, quimicamente, lecitina se refiere a fosfatidilcolina. La diferencia entre la
lecitina de soya y la lecitina de yema de huevo radica principalmente en las
diferencias en la composicién de fosfolipidos y acidos grasos. La lecitina de soja
contiene proporciones iguales de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina vy
fosfatidilinositol, mientras que la lecitha de yema de huevo contiene
aproximadamente un 70 % de fosfatidilcolina, niveles bajos de fosfatidilinositol y
algo de esfingomielina. La lecitina tiene efectos positivos al mejorar la funcién
cerebral y prevenir la demencia senil. La fosfatidilcolina afecta el metabolismo de
los lipidos, la absorcién de grasas y la funcion nerviosa, mientras que el
fosfatidilinositol esta involucrado en la expresion hormonal, la proliferacion celular,

la divisiéon celular y el metabolismo hepatico (Li et al., 2017).

La lecitina puede estimular la formacién de bilis y la secrecion de lipidos biliares, en
particular la produccion de colesterol en la bilis. Estudios sugirieren que la dieta rica
en lecitina podria modificar la homeostasis del colesterol hepatico y el metabolismo

de las lipoproteinas (Mohamed A et al., 2010).

Estudios in vivo indican que la dieta con lecitina modifico la homeostasis del
colesterol hepatico, y el tamafio de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
disminuyeron significativamente y el tamafio del conjunto de acidos biliares y la
produccion de lipidos biliares aumentaron significativamente. Lo que sugiere

posibles efectos beneficiosos de la suplementacion con lecitina en la dieta en la
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enfermedad vascular y en general con efectos positivos en la salud (Wilson TA et

al.,1998).

Por lo anterior y el importante papel de la lecitina en la regulacion del colesterol y
triglicéridos y la relacion que estos tienen con la RI, la lecitina se convierte en un
interesante blanco de estudio para evaluar el efecto sobre la RI, marcadores

inflamatorios y mecanismos subyacentes.

En general, el efecto de la lecitina de soya sobre alteraciones implicadas en el SM
como dislipidemias y la resistencia a la insulina puede ser prometedor. Sin embargo,
se necesitan mas investigaciones para confirmar su eficacia y potencial

terapéuticos.
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3. JUSTIFICACION

El SM es una condicion de alta prevalencia en todas las edades y tiene una conexion
importante con el desarrollo de la DM2 y las enfermedades cardiovasculares. Este
vinculo se debe a la relacion entre la obesidad, la inflamacion crénica de bajo grado,
la resistencia a la insulina y las dislipidemias. Actualmente, el tratamiento del SM se
divide en uno no farmacolégico, basado en dieta y ejercicio, y uno farmacoldgico,
con medicamentos especificos para cada componente etiolégico, como

hipoglucemiantes, hipolipemiantes y antihipertensivos.

Dado que el SM tiene una etiologia multifactorial, se ha incrementado la busqueda
de terapias alternativas o coadyuvantes para su tratamiento. En este contexto, la
lecitina de soya se ha propuesto como un posible blanco terapéutico debido a su
papel en la regulacion de las dislipidemias, que estadn relacionadas con la
inflamacion crénica de bajo grado y la resistencia a la insulina. Se han realizado
estudios para analizar el posible efecto de la lecitina de soya en la modulacion de
los lipidos intracelulares y la reversion de la resistencia a la insulina, lo que podria

convertirla en un importante coadyuvante en el tratamiento del SM.
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4.  HIPOTESIS
La lecitina de soya revertird la resistencia a insulina por la modulacion de lipidos

intracelulares en células HepG2/RlI resistentes a insulina.

5. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la lecitina de soya sobre la reversion de la resistencia a insulina

y modulacién de lipidos intracelulares en células HepG2/RI resistentes a insulina.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Inducir la resistencia a la insulina en la linea celular HepG2 (HepG2/RI) y validar
los cambios en la respuesta de la célula a la captacion de glucosa en comparacion

con la linea celular HepG2 no resistente a la insulina.

1. Evaluar el efecto de lecitina de soya sobre la Rl en la linea celular
HepG2/RI mediante ensayo de captacion de glucosa.

2. Investigar el efecto de lecitina de soya sobre lipidos intracelulares en
células HepG2/RI mediante la cuantificacion de fosfolipidos por la técnica

de rojo oleoso.

Realizar un estudio de acoplamiento molecular para evaluar la capacidad de la

lecitina de soya de activar los receptores PPAR-a y PPAR-y.
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6. METODOLOGIA
6.1 Cultivo celular

Las células HepG2 fueron cultivadas en placa de 96 pozos, con medio Dulbecco's
Modified Eagle Medium Gibco™ (DEMEM, Thermo Fisher Scientific) suplementado
al 10% suero fetal bovino (SFB, Biowest) y antibiético-antimicotico 100X Gibco™
(Thermo Fisher Scientific). Todos los cultivos se mantuvieron en condiciones
estandar de cultivo, atmoésfera de dioxido de carbono (CO2) al 5% a 37°C de

temperatura.

6.2 Caracteristicas de la linea celular HepG2

Linea celular que exhibe una morfologia de tipo epitelial aislada de un carcinoma
hepatocelular de un joven varén blanco de 15 afios con cancer de higado. La linea
es un huésped de transfeccion adecuado. Los marcadores de expresion incluyen
insulina; factor de crecimiento similar a la insulina 1l (IGF 11), y se ha utilizado como

un modelo de estudios metabdlicos debido a su captacion facilitada de glucosa.

6.3 Induccion de resistencia a insulina

La linea celular HepG2 se expuso a concentraciones de insulina determinadas
previamente por medio de la realizacion de una curva concentracion-respuesta. Una
vez obtenida la confluencia celular deseada para las lineas celulares, se retir6 el
medio y se hicieron dos lavados con PBS, posteriormente se afiadio el medio de
cultivo correspondiente sin suplementar y se expusieron las células a una

concentracion de insulina 1 puM durante 24 horas a 37 °C, y se mantuvieron en
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condiciones estandar de cultivo celular 5% de CO:2 al 5%. Las células control no
fueron expuestas a ninguna concentracion de insulina. Posteriormente, las células
resistentes a insulina (HepG2/Rl) se estabilizaron por 24 h en el medio
correspondiente suplementado con SFB al 10% durante la duracion de los

experimentos.

6.4 Captacion de glucosa

Para validar la correcta induccion de la RI en las células HepG2/RI, se analiz6 la
capacidad de captacion de glucosa. Para ello, las células HepG2/RI fueron
sembradas en placas de 96 pozos, donde se determiné la capacidad de captacion
de glucosa utilizando el kit Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit (Cayman

Chemical, Item No. 600470) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.5 Contenido de lipidos intracelulares por rojo oleoso

La determinacién del contenido de lipidos intracelulares se llevé a cabo por medio
de la tincién de rojo oleoso con base a lo descrito previamente por Liu et al. (Liu et
al., 2011). Posterior al tratamiento, las células fueron lavadas con PBS, se fijaron
con formaldehido al 4% en PBS por 30 min, posteriormente las células se tifieron
con rojo oleoso (3 mg/mL) por 30 min. a temperatura ambiente, se elimind el exceso
de colorante lavando con agua destilada. Para el analisis cuantitativo de los lipidos
celulares, se agrego6 isopropanol, y se recuperé el sobrenadante tefiido y se midio
la absorbancia por espectrofotometria a 510 nm. El contenido de lipidos se muestra

como el cambio promedio respecto a las células control.
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6.6 ESTUDIO DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR AUTOMATIZADO

6.6.1. Acoplamiento molecular sobre PPAR-a y PPARy

Acoplamiento Molecular Automatizado (molecular docking)

Se llevo a cabo el acoplamiento molecular sobre los receptores PPARa y PPARy
de la lecitina de soya (fosfatidilcolina) ya que presenté una buena actividad de la
regulacion de resistencia a la insulina en ensayos in vitro. El acoplamiento se realizé
en dos proteinas obtenidas de la base de datos: Protein Data Bank (PDB) como se

observa en la tabla 2.

Tabla 2. Proteinas utilizadas para la realizacion del acoplamiento molecular y sus caracteristicas

ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Proteina Codigo (PDB ID)  Resolucion (< 3 A) Lot e L Interacciones de
cristalizado importancia
Teoglitazar Tyrd73, His449,

PPARa a 2.2 (agonista) Ser289, His232
Teoglitazar Tyrd64, His440,

HHARS7 LS e (agonista) Ser280, Tyr314

Para que los valores obtenidos en el acoplamiento molecular sean confiables se
debe realizar el proceso de validacidn sobre el sitio activo de la proteina, para esto
se aplica el mismo algoritmo sobre el ligando co-cristalizado para observar si es
capaz de recuperar el conférmero observado de manera experimental con el fin de
demostrar que el acoplamiento es reproducible. Cada una de las proteinas se
separara de su ligando con el que fue cristalizado y utilizando una serie de
programas computacionales se introducira nuevamente el ligando al receptor

tratando de obtener el valor de RMSD (distancia media cuadratica minima) menor
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a 2 A, lo que permite determinar la diferencia entre las coordenadas de los ligandos,

es decir, que tan cerca esta la estructura acoplada a la estructura de rayos X.

6.8 Andlisis estadistico

Se utilizaron al menos tres experimentos independientes para obtener los
resultados. Los datos fueron expresados con la media + la desviacién estandar. Se
realizé la prueba t de student para analizar las diferencias de comparacién entre los
grupos utilizando el software estadistico GraphPad Prism 9 (GraphPad). Las
diferencias se consideraron significativas con los valores de probabilidad *p<0.05,

#£p<0.01, ***p<0.001.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Induccidn de resistencia a Insulina en células HepG2

Las células HepG2 es una linea celular de hepatocarcinoma humano ampliamente
utilizada en la investigacion sobre la Rl y el metabolismo lipidico. Se ha demostrado
que las células HepG2 pueden simular caracteristicas similares a las células
hepaticas y pueden responder a la insulina y otros reguladores del metabolismo de
manera similar a las células hepéticas primarias, lo que las convierte en un modelo
de estudio ideal para la resistencia a la insulina (Lin et al., 2008; Brandon et al.,

2006; Lin et al., 2007; Gonzalez et al., 2017).

Para obtener un modelo de células HepG2 resistentes a insulina (HepG2/Rl),
primeramente, se debia conocer la concentracion de insulina adecuada para
realizar el tratamiento de induccion de resistencia a insulina, se determin6é una
concentracion de insulina que no afectara la viabilidad celular, esto se realizé por
medio de una curva de viabilidad, por lo que las lineas celulares fueron sometidas
a concentraciones crecientes de insulina que iba de 0.25 uM hasta 16 uM. Se puede
observar en las células HepG2 (Figura 4) que a concentraciones de 1 UM no se ve
afectada la viabilidad celular, por lo que se decidié utilizar esa concentracion para

realizar el tratamiento de induccion de Rl en las lineas celulares.
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Figura 4. Efecto de insulina sobre la viabilidad de células HepG2 a 24 horas
de exposicion.

Una vez determinada la concentracion, las células fueron tratadas con 1 puM de
insulina durante 24 h, para inducir RI. Se realizé un ensayo de captacion de glucosa
empleando un analogo fluorescente de glucosa (NBD glucosa), para observar si las
células se habian vuelto resistentes a insulina, por medio de la medicion de la
cantidad de analogo internalizado por las células a través de la fluorescencia emitida

y cuantificada en un citémetro de flujo.

Como se muestra en la figura 5 se puede observar en la linea de color rojo las
células HepG2/RI con niveles de fluorescencia similar a las células HepG2 sin NBD,
mientras que de color naranja se observa el incremento de fluorescencia en células

HepG2. lo cual estd asociado al incremento de la internalizacion de glucosa dentro
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de las células, por lo que estos resultados corroboraron que el modelo de la linea

celular RI fue inducido correctamente.

Poblaciéon de células

Células HepG2 sin NBD

Células HepG2/RI

I
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|| I | Células HepG2
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o |/ \
L AL T T e
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Figura 5. Andlisis comparativos de histogramas de citometria de flujo en células HepG2
y HepG2/RI sobre la fluorescencia asociada a la captacién de NBD-glucosa.

Existen reportes que sustentan que las células HepG2 son una alternativa a los
hepatocitos humanos para modelos in vitro de células hepaticas normales. Las
ventajas potenciales de las células es que son faciles de mantener porque pueden
criopreservarse y sus actividades enzimaticas metabolizadoras de farmacos no
disminuyen en el cultivo, como sucede en cultivos primarios de hepatocitos
humanos (Duthie SJ et al.,, 1994). Las células HepG2 poseen muchas de las
caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de los hepatocitos normales debido a
gue conservan muchas caracteristicas de las células hepaticas normales, estas
células son utilizadas ampliamente en estudios de funcion hepatica, metabolismo y

toxicidad de farmacos (Conover et al., 1990; Sassa et al.,1987; Gonzélez et al.,
2017).
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7.2 Determinacion de lipidos intracelulares en células HepG2/RI

Por su parte, es conocido que la RI estd relacionada con un aumento en el
almacenamiento de lipidos, en particular en el higado. Por lo tanto, es importante
que un modelo celular de RI también muestre un aumento en los niveles de lipidos

intracelulares.

Por lo anterior para corroborar el modelo RI, se determiné el contenido de lipidos
intracelulares, empleando la técnica de tincion de rojo oleoso la cual permite la
cuantificacion de lipidos en modelos in vitro. Los resultados obtenidos muestran que
las células HepG2/RI tuvieron un incremento en el contenido de lipidos
intracelulares aproximadamente de 40 ce% comparado con los niveles de lipidos

intracelulares de células basales (Figura 6).
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Figura 6. Contenido de lipidos intracelulares en células
HepG2 y HepG2/RI. *p<0.05
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Estos resultados corroboran que la linea celular HepG2/RI generada a partir de la
linea parental es un modelo adecuado de RI. Ademas, nuestros resultados
corroboran con reportes que indican que la linea celular HepG2 tienen la capacidad
de acumular lipidos en respuesta a un ambiente de RI, lo que las convierte en un
modelo de estudio ideal para la Rl y el aumento de lipidos intracelulares (Ishii et al.,

2015).

Por ejemplo, un estudio realizado por Biddinger et al. 2008 encontré que la insulina
tiene un efecto directo en la activacion de la lipogénesis e inhibicion de la lipolisis
en las células HepG2 en un estado de RI. Por su parte, un estudio de Ishi et al en
2016 apoyan estos resultados, ya que también encontré un aumento significativo en
los niveles de lipidos en el modelo de RI, donde utilizo &cidos grasos libres de

cadena corta como método de induccion de la RI.

En conjunto la evidencia cientifica sugiere que el aumento de lipidos intracelulares
es una caracteristica importante del estado de Rl y que el modelo de células HepG2
es una herramienta valiosa para estudiar los mecanismos subyacentes, identificar
nuevas dianas terapéuticas y para evaluar la eficacia de farmacos en la prevencion

0 el tratamiento de la RI.

7.3 Andlisis del efecto de lecitina de soya sobre lareversidén de Rl en células
HepG2/RI.
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7.3.1 Evaluacion del efecto de lecitina de soya sobre la viabilidad celular.
Ya una vez que corroboramos que el modelo de células HepG2/RlI, nuestro interés

se centrd en evaluar el efecto de lecitina de soya en la reversion de la RI.

Por lo que nuestro objetivo inicial fue determinar la concentracion de lecitina de
soya a utilizar para la evaluacion en las lineas celulares HepG2/RI. Para lo cual, se
realizd un tratamiento a diferentes concentraciones de lecitina de soya para elegir
una concentracién de lecitina de soya que no afectara la viabilidad celular. Los
resultados representados en la figura 7 muestran que a 25 pg/mL y 50 pg/mL  la
viabilidad celular incrementd, mientras que a 200 pg/mL la lecitina de soya inhibe a
viabilidad celular aproximadamente en un 30%, por lo que decidimos utilizar la

concentracion de 100 pg/mL
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Figura 7. Efecto de lecitina de soya
sobre la viabilidad de células HepG2/RI.
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7.3.2 Efecto de lecitina de soya sobre la reversion de Rl en células HepG2/RlI

Los fosfolipidos son importantes componentes estructurales de las membranas
celulares, que juegan un papel crucial en el mantenimiento de la integridad y la
funcion de las células. Ademas de su funcion estructural, los fosfolipidos también
tienen roles importantes en la sefializacion celular, el transporte de lipidos y la

regulacion de la actividad enzimatica.

La lecitina de soya es un fosfolipido, entre sus nutrientes destacan las grasas
beneficiosas para la salud. Los mecanismos de sus actividades se basan
principalmente en su similitud con los fosfolipidos y lipoproteinas. La similitud
permite la inclusion de fosfolipidos vegetales en estas estructuras y promueve la
prevencion de numerosos procesos patologicos. Los fosfolipidos de soja tienen una
amplia gama de efectos bioquimicos y fisicos. EI complejo de lecitina es la fuente
de acido linoleico, colina e inositol de facil acceso. La lecitina también juega un papel
notable como sinergista de antioxidantes. Los beneficios comprobados para la salud
que se pueden lograr al tomar fosfolipidos de soya incluyen la reduccién de lipidos;
control de los niveles sanguineos de colesterol y triglicéridos, estabilizacién de las

funciones de membrana, apoyo a las funciones hepéticas (Ipatova et al., 2004).

En este sentido, nuestro primer objetivo fue evaluar el efecto de lecitina de soya
sobre la reversion de resistencia a insulina, para lo cual las células HepG2/RI
(Figura 8) fueron tratadas con una concentracion de lecitina de Soya 100 pg/mL
durante 48 horas. La metformina 2mM fue utilizada como control positivo de farmaco
sensibilizador de insulina. Nuestros resultados muestran que el tratamiento de

lecitina de soya incrementa el consumo de glucosa en la linea celular HepG2/Rl,
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este fendmeno si bien no fue similar al efecto mostrado por metformina, si muestra
un efecto insulinosensibilizante por parte de la lecitina de soya ya que increment6
el consumo de glucosa asociado a NBD-glucose;sin embargo, este incremento no

fue estadisticamente significativo.

Ensayo de captacion de glucosa
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Figura 8. Efecto de lecitina de soya, metformina (control positivo) sobre la captacion de
NBD-glucosa en células HepG2/Rl

Algunas investigaciones sugieren que los fosfolipidos pueden estar relacionados
con la RIl. Por ejemplo, se ha encontrado que la disminucion de los niveles de ciertos
fosfolipidos, como la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, se asocia con la

resistencia a la insulina en estudios en humanos y en animales. Ademas, se ha
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demostrado que el tratamiento con suplementos de fosfatidilcolina puede mejorar la
sensibilidad a la insulina en personas con resistencia a la insulina. Otras
investigaciones han encontrado que los fosfolipidos también pueden estar
involucrados en la regulacién de la inflamacion, el metabolismo de lipidos y la
funcién mitocondrial, que son procesos bioldgicos que se ven afectados en la
resistencia a la insulina. Sin embargo, la relacion exacta entre los fosfolipidos y la
resistencia a la insulina ain no se comprende completamente y se necesitan mas
estudios para determinar la naturaleza de esta relaciéon. Newsom, S. A et al en 2016
examinaron la relacion entre los fosfolipidos en el muasculo esquelético y la
sensibilidad a la insulina en humanos, asi como el efecto del ejercicio agudo sobre
estos fosfolipidos. Sus resultados mostraron que los niveles de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina en el masculo esquelético se correlacionaron positivamente
con la sensibilidad a la insulina. Ademas, después del ejercicio agudo, hubo un
aumento en los niveles de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en el musculo
esquelético. Los investigadores concluyeron que los fosfolipidos en el musculo
esquelético estan relacionados con la sensibilidad a la insulina en humanos y que

el ejercicio agudo puede aumentar los niveles de estos fosfolipidos.

En la dieta, el consumo de fosfolipidos puede proporcionar una fuente importante
de acidos grasos esenciales y colina, que son necesarios para la sintesis de
fosfolipidos y otros lipidos importantes. En general, los fosfolipidos son importantes
para una variedad de procesos biolégicos y pueden tener beneficios para la salud
cuando se consumen en cantidades adecuadas (Wang et al.,2005; Murugesan et

al., 2003; Xing et al., 2009).
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En este sentido estudios han sugerido que la suplementacion con fosfolipidos puede
mejorar la salud hepética, la sensibilizacion a la insulina y el perfil lipidico en suero.
Por ejemplo, Yea et al., 2009 investigaron los efectos de la lisofosfatidilcolina en la
regulacion del transporte de glucosa en los adipocitos y los niveles de glucosa en
sangre en modelos murinos de DM2. Sus resultados muestran que la
lisofosfatidilcolina aumenta significativamente la captacion de glucosa en los
adipocitos y disminuye los niveles de glucosa en sangre en ratones con DM2.
Ademas, se observé que la LPC activa la via de sefalizacion de la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) en los adipocitos, lo que sugiere que esta via puede ser
un posible mecanismo mediante el cual la lisofosfatidilcolina regula la captacién de
glucosa. En conjunto, sus hallazgos sugieren que la lisofosfatidilcolina puede tener
potencial terapéutico como un agente para mejorar la sensibilidad a la insulina y la

regulacién de la glucemia en la DM2.

7.4 Efecto de lecitina de soya sobre el contenido de lipidos intracelulares en
células HepG2/Rl.

La RI se ha relacionado con la acumulacion de lipidos intracelulares en el tejido
adiposo, musculo esquelético y higado. En el tejido adiposo, se ha demostrado que
la RI puede contribuir a una acumulacion excesiva de lipidos, especialmente
triglicéridos, en los adipocitos. Esta acumulacion de lipidos se asocia con una
reduccion en la capacidad de almacenamiento de los adipocitos y una liberacion
excesiva de 4cidos grasos en el torrente sanguineo; en el musculo esquelético, la
Rl se ha relacionado con una acumulacién de lipidos intracelulares, incluyendo

lipidos neutros y fosfolipidos, lo que puede contribuir a la disfuncién mitocondrial y
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la alteracion del metabolismo de los acidos grasos; en el higado, la Rl también se
ha relacionado con una acumulacion de lipidos, especialmente triglicéridos, lo que
puede contribuir a la disfuncion hepética y la alteracién del metabolismo de los
lipidos. En general, la acumulacion de lipidos intracelulares en estos tejidos se
considera un factor importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina y en la
patogénesis de la DM2.

Por su parte se ha observado que la ingesta de acidos grasos n-6 y n-3 tiene efectos
supresores sobre la formacion de grasa en el higado, reduce la produccién de
triglicéridos hepaticos, mejora la produccion de cetonas y promueve la oxidacion de
acidos grasos tanto en el higado como en el musculo esquelético. Estos efectos en
conjunto podrian explicar una mejora real en la captacién de glucosa y en la
sensibilidad a la insulina después de consumir acidos grasos n-3 (y también n-6).
Se ha sugerido que la mejora en la sensibilidad a la insulina puede deberse a los
efectos de los &cidos grasos en la fluidez de la membrana. Se ha observado que el
enriquecimiento de la membrana con &cidos grasos poliinsaturados se relaciona con
un aumento en el tiempo de permanencia de los transportadores de glucosa tipo 1
y 4 (GLUT1 y GLUT4) en la membrana plasmatica, lo cual favorece la acumulacion
de glucosa-6-fosfato en el interior de las células y aumenta la sintesis de glucégeno
en el masculo esquelético (Nugent et al., 2001).

También se ha observado que en mujeres premenopausicas con sobrepeso y
obesas (IMC 24-44 kg/m?) sin diabetes, hubo una mejora en la sensibilidad a la
insulina después de 12 semanas de suplementacion con acidos grasos n-3 (1,3 g

de EPAY 2,9 g de DHA) (Browning LM, et al, 2007).
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En este estudio, se encontré que la combinacion de consumo de pescado azul junto
con una dieta de reduccion de peso resultdé en una mayor disminucion del peso
corporal en comparacion con solo seguir la dieta. Ademas, la suplementacion con
acidos grasos n-3 mejor6 el metabolismo de la glucosa y la insulina en pacientes

con sobrepeso tratados por hipertension (Mori TA et al., 1999).

En este estudio, examinamos el efecto de lecitina de soya sobre la reduccién de la
acumulacion de lipidos en las células hepéaticas resistentes a insulina, pues es bien
sabido que la resistencia a insulina incrementa la acumulacion de lipidos
intracelulares. Las células HepG2/RI fueron tratadas con lecitina de soya 100ug/mL
y con metformina durante 48 horas para observar el comportamiento en el contenido
de lipidos intracelulares, como se habia observado en resultados anteriores donde
las células resistentes presentan un incremento de los lipidos. Si bien, la metformina
al tener una funcién como un hipoglucemiante también se observa que disminuye
los lipidos dentro de la célula significativamente comparado con las células sin
tratamiento, de igual manera, las células que recibieron el tratamiento con lecitina

de soya mostraron una disminucion en el contenido de lipidos.
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Figura 9. Efecto de metformina (control positivo), lecitina de soya sobre el
contenido de lipidos intracelulares en células HepG2/RI en comparaciéon con
células HepG2 no RI. Los grupos fueron analizados con la prueba t-student
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns (no estadisticamente significativo)

Este efecto mostrado de la lecitina de soya sobre la diminucion del contenido de
lipidos intracelulares concuerda con reportes que indican que los fosfolipidos son

una clase de lipidos que desempefian un papel fundamental en la regulacion de los

lipidos intracelulares.
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Ademas de su papel estructural en las membranas celulares, los fosfolipidos
también son importantes para la regulacién de la homeostasis lipidica intracelular.
Los fosfolipidos pueden actuar como precursores de otros lipidos, como las
ceramidas, que estan implicados en la sefalizacion celular y pueden tener efectos
importantes sobre el metabolismo lipidico y la resistencia a la insulina (Kullenberg,

D., etal., 2012).

Por su parte los fosfolipidos también estan involucrados en la regulacion de la
actividad de las enzimas lipidicas, como las fosfolipasas, que hidrolizan los
fosfolipidos y liberan &cidos grasos y otros lipidos. Esto puede afectar la
composicién de los lipidos intracelulares y, por lo tanto, puede influir en la regulacién
del metabolismo lipidico y la resistencia a la insulina (Liu, L., et al., 2013).

En general, los fosfolipidos son criticos para la regulacion de los lipidos
intracelulares y juegan un papel importante en la homeostasis lipidica y la regulacion
de la RI.

Estudios han demostrado que los fosfolipidos dietéticos, como la lecitina de huevo,
tienen una fuerte influencia en la absorcion de lipidos a través de interacciones
moleculares, lo que puede reducir la absorcion de colesterol y acidos grasos
mediante la interferencia con la movilizacion de lipidos de los micelas mixtas, por lo
que la incorporacion de fosfolipidos en la dieta puede tener un efecto beneficioso
para reducir la absorcion de colesterol y, por lo tanto, reducir el riesgo de

enfermedad cardiovascular y enfermedades metabolicas (Jiang et al., 2001).
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Mientras que un estudio realizado por Duivenvoorden et al., 2006 investig6 los
efectos de una dieta rica en esfingolipidos sobre los niveles de lipidos y la
acumulacion de grasa en el higado en ratones APOE*3Leiden, un modelo de ratén
gue desarrolla hiperlipidemia y aterosclerosis. Los resultados mostraron que la
inclusién de esfingolipidos en la dieta redujo significativamente los niveles de
colesterol y triglicéridos en la sangre, y previno la acumulacion de grasa en el
higado. Estos hallazgos sugieren que los esfingolipidos pueden tener un efecto
beneficioso en la prevencién de enfermedades cardiovasculares y hepaticas

asociadas con una dieta rica en grasas y colesterol.

Como tal, comprender mejor la funcién y la regulacion de los fosfolipidos puede
tener implicaciones importantes para el desarrollo de tratamientos para
enfermedades metabdlicas como la RI, diabetes y la obesidad.

En este sentido es conocido que la activacion de los receptores PPAR-alfa esta
estrechamente relacionada con el metabolismo de los lipidos, ya que estos
receptores se encargan de regular la expresion de genes involucrados en el
catabolismo de acidos grasos y la oxidacion de lipidos en el higado, musculo

esquelético y otros tejidos (Hashimoto T., et al., 2000).

Cuando PPARa se activa, se une a moléculas llamadas acidos grasos y forma un
complejo que se traslada al nucleo de la célula. Alli, el complejo acido graso-PPARa
actua como un factor de transcripcién que se une a regiones especificas del ADN

llamadas elementos de respuesta a PPAR (PPRE) (Settembre et al., 2013).

La union del complejo acido graso-PPARa al PPRE en la region promotora de los
genes induce la transcripcion y la expresion de genes implicados en la oxidacion de
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acidos grasos y en el metabolismo de los lipidos. Estos genes incluyen enzimas
como la acil-CoA oxidasa (ACOX), la carnitina palmitoiltransferasa (CPT1) y la
lipasa sensible a hormonas (HSL), que estan involucradas en la oxidacion de acidos
grasos y en la movilizacion de lipidos intracelulares (Gachon et al.,, 2011;

Haemmerle et al., 2011).

La activacion de estos genes por PPARa conduce a una mayor oxidacion de acidos
grasos y una mayor movilizacion de lipidos intracelulares, lo que contribuye a la
utilizacién de las grasas como fuente de energia en el cuerpo. Ademas, la activacion
de PPARa también puede tener efectos beneficiosos en la regulacion del
metabolismo de los lipidos, lo que puede ayudar a prevenir o tratar enfermedades
metabdlicas como la obesidad, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares

(Sander et al., 2014).

Cuando los PPAR-a se activan por la unién de ligandos especificos, como acidos
grasos y sus derivados, se induce la transcripcion de genes involucrados en la beta-
oxidacion de acidos grasos Yy la regulaciéon de la homeostasis lipidica. Esto resulta
en una mayor captacion y oxidacién de acidos grasos, lo que a su vez disminuye

los niveles de lipidos en el higado y en la circulacion (Cheng HS et al., 2023).

Por tal motivo nos intereso analizar por acoplamiento molecular si lecitina de soya
particularmente fosfatidilcolina (componente mayoritario) podria interactuar con el

sitio de activacion de PPAR’s.
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Los reportes sugieren un papel importante en la reduccion de la acumulacion de
lipidos celulares HepG2 puede estar involucrado en este proceso al aumentar la

fosforilacion de AMPK, y modulacion de sefalizacion ROS/LKB1/AMPK.

Al igual este efecto también podria estar asociados por la activacion del factor de
transcripcion génica PPARYy. La actividad de este factor de transcripcion de genes
es inhibida por citocinas inflamatorias, como el TNFa, esto asociado a los reportes
qgue indican que la actividad de PPARy aumenta en presencia de nutrientes

antiinflamatorios, como los acidos grasos omega-3 y los polifenoles.

7.5 Estudio de acoplamiento molecular lecitina con PPAR-ay PPAR-y

El acoplamiento molecular (docking) es una herramienta cuyo objetivo es determinar
el posible modo de union entre una molécula pequefia y una proteina a nivel
atomico. Para ello son utilizados métodos computacionales, lo que permite observar
su comportamiento y tratar de dilucidar elementos bioquimicos esenciales en el
reconocimiento del complejo formado entre el receptor y el ligando. Para llevar a
cabo el proceso de acoplamiento molecular existen varios programas
computacionales como son AutoDock o AutoDock Vina. Estos programas
consideran a la proteina rigida y al ligando flexible, lo que disminuye la demanda
computacional; sin embargo, existen algoritmos que consideran algunos fragmentos
de la proteina con cierto grado de motilidad con la intencién de realizar calculos mas
reales. El acoplamiento molecular consiste basicamente en tres pasos: representar
el sistema en el espacio a través de mallas (grid), las cuales contienen la informacién
de la contribucién energética del receptor para la union del ligando, el Sampling:

Busqueda del espacio conformacional accesible al ligando, lo que permite encontrar
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diferentes conformaciones y orientaciones del ligando al sitio de unién: binding
poses, y finalmente el Scoring: Se evaltan las posibles soluciones del acoplamiento
molecular. Para esto se emplean funciones de evaluacion, calculando la energia
libre de union del complejo, a menor valor numérico, mas probable afinidad tendra

el ligando por el receptor.

AutoDock (https://autodock.scripps.edu/): Es un conjunto de herramientas de libre
acceso que permite realizar el acopamiento molecular automatizado. Este puede
predecir el posible modo de unidn entre las moléculas que son candidato a farmacos

y una proteina de interés. Las estructuras que se utilizan son virtualmente en 3D.

PyMOL (https://www.pymol.org/) Software de libre acceso que permite la
visualizacion molecular en tercera dimension de la estructura de la proteina,
ligandos, o el complejo formado por ambas estructuras, donde se puede apreciar el
modo de unidon mediante interacciones que se forman (puentes de hidrogeno,

interacciones de Van Der Waals, electrostaticas, hidrofébicas entre otras).

PoseView (https://www.zbh.uni-mburg.de/en/forschung/amd/server/poseview.html)

Software de libre acceso que permite la visualizacion de las interacciones del

ligando con el receptor en de modelos 2D.

Para realizar el acoplamiento molecular se consider6é al receptor activado por
proliferador de peroxisomas PPAR-a que es un factor de transcripcional activado
por un ligando y pertenece a la familia de receptores nucleares. PPAR-a regula la
expresion de genes implicados en la beta-oxidacion de acidos grasos y es un

regulador importante de la homeostasis energética (Raalte D. et al., 2004), también
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se consider6 al proliferador de peroxisomas PPAR-y ya que se sabe que regula la
diferenciacion adipocitaria, el almacenamiento de &cidos grasos y metabolismo de

la glucosa (Tyagi S, et al., 2015).

7.5.1. Validacion sitio activo acoplamiento molecular en PPAR

Para la realizacidon de la validacion se utilizaron las proteinas cristalizadas de PPAR
con codigo PDB 1171 y 117G que poseen una resolucion de 2.35 A, estas proteinas
pertenecen a los proliferadores de peroxisomas, siendo las variante alfa y gamma
respectivamente, se uso al tesaglitazar como parte de la validacién ya que posee
una accién dual sobre los PPAR, siendo un ligando que se une en el sitio activo de
ambas proteinas; en lafigura 10 y 11 se puede observar las interacciones (modelo
2D) que tiene el tesaglitazar con PPAR-a y PPAR-y, para la validacién se utilizé un

grid de 60x60x60 con un RMSD de 1.353 y se realizaron 100 corridas.
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7.5.2. Acoplamiento molecular de lecitina de soya (fosfatidilcolina) en PPARa

En la figura 12 se puede observar el modelo 3D del acoplamiento molecular de la

fosfatidilcolina donde se aprecia el acomodamiento que tiene la lecitina de soya

dentro done pese a ser una molécula grande esta se internaliza en del sitio de accién

de la PPAR-q; en la figura 13 se observan las posibles interaccion que presenta la

fosfatidilcolina en un modelo 2D, teniéndose en cuenta que en comparacion con el

tesaglitazar, se generaron nuevas interacciones y aunque no se conservaron las

interacciones del ligando co-cristalizado se generaron enlaces del tipo puente de

hidrogeno en Cys276 con el COOH del acido palmitico e His440c con el grupo

fosfato, asi como enlaces del tipo hidrofébico, se consideré una distancia de 4 A
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entre el ligando y la proteina donde se tuvo una energia de unién de AG= -11.37

Kcal/mol entre el compuesto y la proteina, lo que indica una buena afinidad.

Figura 12. Modelo 3D del acoplamiento molecular de la lecitina de soya
sobre el sitio activo de PPAR-a.
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Figura 13. Modelos 2D del acoplamiento molecular de la lecitina de soya
sobre el sitio activo de PPAR-a.
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Las interacciones que mencionadas entre Cys276 y el grupo carboxilo (COOH) del
acido palmitico, asi como entre His440 y los agonistas de los receptores PPAR, son
interacciones representativas que se han observado en algunos agonistas de

PPAR.

Respecto a las interacciones Cys276 con el grupo carboxilo (COOH) del acido
palmitico, reportes sugieren que el Cys276 en el dominio de unién al ligando (LBD,
por sus siglas en inglés) de los receptores PPAR forma un enlace covalente con el
grupo carboxilo del acido palmitico. Esta interaccion covalente es importante para
estabilizar la unién del agonista en el sitio de unién y facilitar la activaciéon del

receptor PPAR (Rigano, D., et al., 2017).

Por su parte respecto a His440 con los agonistas de los receptores PPAR, reportes
sugieren que His440, que se encuentra en el LBD de los receptores PPAR,
establece interacciones de puente de hidrégeno con algunos agonistas de los
PPAR. Estas interacciones pueden influir en la afinidad y la especificidad del ligando

hacia el receptor (D'Aniello, E., et al., 2023).

Es importante destacar que estas interacciones son ejemplos generales y pueden

variar segun el agonista especifico y las caracteristicas del tipo de receptor PPAR.
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7.5.2. Acoplamiento molecular de lecitina de soya (fosfatidilcolina) en PPARY
En la figura 14 se puede observar el modelo 3D del acoplamiento molecular de la
fosfatidilcolina donde se aprecia el acomodamiento que tiene la lecitina de soya
dentro done pese a ser una molécula grande esta se internaliza en del sitio de accién

de la PPAR-y.

Figura 14. Modelo 3D del acoplamiento molecular de la lecitina de
soya sobre el sitio activo de PPAR-y.

Lafigura 15 se observan las posibles interaccion que presenta la fosfatidilcolina en
un modelo 2D, donde se generaron nuevas interacciones en comparacion con
tesaglitazar y aunque no se conservaron las del ligando co-cristalizado se generaron
enlaces del tipo puente de hidrégeno en Glu343 con el COOH del acido palmitico y
Leu228 con el grupo fosfato, asi como enlaces del tipo hidrofébico, se considerd

una distancia de 4 A entre el ligando y la proteina donde se tuvo una energia de
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union de AG= -11.32 Kcal/mol entre el compuesto y la proteina, lo que indica una

buena afinidad.
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Figura 15. Modelo 2D del acoplamiento molecular de la lecitina de soya sobre el sitio activo de
PPAR-y.

El aminoacido Glu343 se encuentra en la region del dominio de unién al ligando
(LBD) del receptor PPAR gamma. El LBD es responsable de la interaccion con los
ligandos y juega un papel crucial en la regulacién de la actividad transcripcional del
receptor. En los estudios estructurales del LBD de PPAR gamma, Glu343 se ha
identificado como un residuo clave en la formacién de interacciones electrostaticas
y de puente de hidrégeno con los ligandos. Estas interacciones pueden influir en la

afinidad y selectividad del ligando hacia el receptor, asi como en la estabilidad del
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complejo ligando-receptor. Ademas, Glu343 también puede participar en la
interaccién con coactivadores y co-represores, que son proteinas reguladoras que
modulan la actividad transcripcional del receptor PPAR gamma. Estas interacciones
pueden influir en la capacidad del receptor para reclutar cofactores y regular la
expresion génica asociada con la via de sefalizacion del PPAR gamma
(Muralikumar, S., et al., 2017; Mazumder, M. et al., 2017; Alvarez-Almazan et al.,

2017).

Nuestros resultados en conjunto mostraron un efecto en la disminucion de lipidos
intracelulares y el resultado de acoplamiento molecular indica que la fosfatidilcolina
principal componente de lecitina de soya, al igual que tesaglitazar la fosfatidilcolina
tiene afinidad dual por sobre PPAR-a y PPAR-y, presentando nuevas interacciones,
lo que sugiere su papel sobre la regulacion de lipidos intracelulares puede ser a

través de la activacion de PPAR-q.
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7. CONCLUSIONES
Lecitina de soya sensibilizo a las células HepG2/RI a la captacion de glucosa por

modulacién del contenido de lipidos intracelulares

8. CONCLUSIONES PARTICULARES
e La lecitina de Soya sensibiliza a las células HepG2/RI a la captacion de

glucosa

e La lecitina de Soya inhibe el contenido de lipidos intracelulares en células
Hepg2/RI

e El estudio in silico de acoplamiento molecular indica que la fosfatidilcolina

presenta interacciones reportadas de ligandos activadores de PPAR-a.
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9. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de lecitina de soya sobre la activacion de PPAR-a en
células HEPG2/RI
e Evaluar el efecto de lecitina de soya sobre la produccion de TNF-alpha y IL-

6
e Evaluar el efecto de fosfatidilcolina componente principal de lecitina de soya

sobre la reversion de RI
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