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Resumen

Los fitoquimicos bioldgicamente activos de Salvia rosmarinus, Zingiber officinale y Sophora japonica se utilizan
desde hace mucho tiempo con fines sanitarios, y recientemente hemos informado sobre una combinacién de estas
plantas como suplemento dietético PB123. En el presente trabajo ampliamos esos estudios para evaluar la activacion
del factor de transcripcion del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y la expresion genética diferencial en células
cultivadas HepG2 (carcinoma hepatocelular) tratadas con PB123. Determinamos los cambios en el transcriptoma
mediante métodos de ARNmM-seq, y analizamos las vias afectadas mediante Ingenuity Pathway Analysis y
BioJupies, indicando que los efectos primarios incluian el aumento de la via Nrf2 y la disminucion de la via de
biosintesis del colesterol. El pretratamiento de las células HepG2 cultivadas con PB123 aument6 los genes
citoprotectores dependientes de Nrf2 y las defensas celulares contra el estrés oxidativo inducido por el
hidroperéxido de cumeno. Por el contrario, el pretratamiento de las células HepG2 cultivadas con PB123 regul6 a la
baja los genes de la biosintesis del colesterol y disminuyd los niveles de colesterol celular. Estos resultados apoyan
los posibles efectos beneficiosos de la PB123 como suplemento dietético que promueve la salud.

1. Introduccién

El envejecimiento y la disminucion de las defensas antioxidantes del organismo relacionadas con la edad se asocian
a diversos trastornos y enfermedades. La composicion de la dieta influye significativamente en la capacidad del
organismo para luchar contra el estrés oxidativo, 1o que constituye una de las formas en que la ingesta dietética
desempefia un papel en el envejecimiento saludable. En el pasado esto se atribuia en gran medida a la eliminacion
directa de los oxidantes por parte de los compuestos consumidos en la dieta, pero en los Gltimos afios la atencion se
ha desplazado a los mecanismos de proteccion endégenay a la comprension de los beneficios para la salud de los
componentes de la dieta basados en su capacidad para activar las defensas enddgenas, por ejemplo induciendo el
aumento de la expresion de los genes de las enzimas antioxidantes.

El factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) es un factor de transcripcién que regula la expresion genética de una amplia
variedad de enzimas de desintoxicacion de fase Il y enzimas antioxidantes mediante la participacion del elemento de
respuesta antioxidante (ARE) que se encuentra en las regiones promotoras de estos genes. Basado en un extenso
trabajo previo, el ARE es un elemento promotor que regula la expresiébn de muchos genes antioxidantes,
antiinflamatorios y citoprotectores.
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El envejecimiento se asocia con una disminucion de la Nrf2 citoprotectora, lo que significa que los factores de estrés
relacionados con el envejecimiento coinciden con una menor capacidad de proteccion contra ellos. Se han observado
menores niveles de Nrf2 nuclear con la edad avanzada tanto en ratas como en personas, junto con una menor
capacidad de defensa y reparacion antioxidante. Se ha demostrado que las especies naturalmente longevas, como la
rata topo desnuda, tienen niveles notablemente elevados de activacion de Nrf2. Los niveles de colesterol total y LDL
tienden a aumentar con la edad y, al mismo tiempo, el riesgo de aterosclerosis y enfermedad coronaria también
tiende a aumentar con la edad. En particular, investigaciones anteriores han indicado que la suplementacion dietética
con jengibre, un activador de Nrf2, se correlaciona con la disminucién de los niveles de colesterol en sujetos
humanos.

En el presente trabajo, examinamos los efectos del suplemento dietético PB123, una combinacién de compuestos
fitoquimicos de Salvia rosmarinus, Zingiber officinale y el bioflavonoide luteolina.

El romero (Salvia rosmarinus) se ha utilizado contra una variedad de problemas de salud, basandose en sus
beneficios antiinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos. El jengibre (Zingiber officinale) es un miembro de la
familia de plantas Zingiberaceae con mas de 2500 afios de uso registrado en terapias tradicionales, normalmente con
énfasis en los beneficios antiinflamatorios, analgésicos y para el sistema digestive. La luteolina (que se encuentra en
muchos alimentos y fuentes vegetales) se ha utilizado con frecuencia como suplemento dietético por sus beneficios
antioxidantes, neuroldgicos y antiinflamatorios.

En nuestro trabajo anterior, se demostrd que los genes dependientes de Nrf2 estaban regulados al alza en las células
epiteliales alveolares aisladas de ratas transgénicas con VIH-1 tras la administracion dietética de PB123. En el
presente trabajo, estudiamos la capacidad de la combinacion PB123 para activar la via Nrf2 y regular al alza los
genes antioxidantes, antiinflamatorios y otros genes protectores de las células HepG2, y determinamos su proteccion
de las células HepG2 cultivadas contra el estrés oxidativo y la dislipidemia.

2. Materiales y métodos
2.1 Materiales y reactivos

Extractos de plantas: el extracto de raiz de jengibre de Zingiber officinalis (estandarizado al 20% de gingeroles) y el
extracto de romero de Salvia rosmarinus (estandarizado al 6% de carnosol; 15% de &cido carndsico) se obtuvieron
de Flavex (Rehlingen, Alemania); la luteolina (de Sophora japonica, estandarizada al 98% de luteolina) se obtuvo de
Jiaherb (Pine Brook, NJ, EEUU). Los extractos de disolvente del polvo de PB123 se prepararon mezclando una
proporcion de masa de 10:5:1 de los polvos de romero, jengibre y luteolina y, a continuacién, extrayendo el polvo
mezclado (50 mg/mL) durante la noche en etanol y recogiendo el sobrenadante.

Cultivo celular: los antibidticos y los medios de cultivo en polvo se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EE.UU.). Reactivos y ensayos: El ensayo de tincion de lipidos intracelulares (kit de ensayo
colorimétrico de esteatosis), el inhibidor de ERK1/2 (PD98059, CAS 167869-21-8) y el inhibidor de Nrf2 (AEM1,
CAS 1030123-90-0) se obtuvieron de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EE.UU.). El ensayo de colesterol
(Cholesterol/Cholesterol Ester-Glo) se obtuvo de Promega (Promega Corporation, Madison, WI, USA). El
hidroperéxido de cumeno (CAS 80-15-9) y todos los demas reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.).

2.2 Cultivo celular

Para los experimentos de gendmica, lipidos y citoproteccion se utilizd la linea celular de carcinoma hepatocelular
humano HepG2. Para los experimentos de activacion de Nrf2 utilizamos células HepG2 que habian sido
transducidas de forma estable con un constructo del gen de la luciferasa dependiente de Nrf2 (células HepG2-ARE),
amablemente proporcionadas por el Dr. S.0. Simmons. Las células HepG2 son apropiadas para el presente trabajo
porque presentan propiedades normales de activacion de Nrf2, carecen de mutaciones en Nrf2/KEAP1 y se ha
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demostrado previamente que son adecuadas para estudios metabdlicos. Las células HepG2 y HepG2-ARE fueron
cultivadas y mantenidas por métodos estandar como se ha descrito previamente. La viabilidad de las células se
determind mediante un ensayo de kit de recuento de células-8 (CCK8) (Dojindo Molecular Technologies, Inc.,
Rockville, MD, USA). Brevemente, se analizd la viabilidad de las células afiadiendo una solucién de CCKS,
incubando a 37 °C y midiendo la absorbencia a 450 nm utilizando un espectrofotometro de microplacas (Bio-Tek,
Winooski, VT, EE.UU.). Los valores de absorbancia se normalizaron con respecto a las lecturas de las células de
control del vehiculo, y los datos se presentaron como porcentaje de células viables en relacion con las células de
control del vehiculo.

2.3 Ensayos de genes indicadores de Nrf2

Las células HepG2-ARE promotoras/reportadoras se utilizaron para ensayar la activacion de Nrf2, medida como
unidades luminosas relativas (RLU), tal y como se ha descrito previamente. Para los experimentos de sinergia, las
células fueron tratadas con combinaciones de extractos de romero, jengibre y luteolina y con las concentraciones
correspondientes de extractos de cada agente individual. La sinergia de PB123 se visualizé comparando la sefial de
activacion de Nrf2 de la combinacion de PB123 con la suma de las sefiales inducidas por los tratamientos con los
extractos de los ingredientes individuales con un rango de concentraciones de extracto de PB123 (1. 6, 3,2, 4,8, 6,4,
8 pg/mL) o con las cantidades correspondientes de extracto de romero (1, 2, 3, 4, 5 pg/mL), extracto de jengibre
05, 1, 1,5, 2, 2,5 pg/mL) vy luteolina (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 pg/mL) solos. Se realizaron calculos de activacion
combinatoria de Nrf2 utilizando modelos de referencia de sinergia y datos de una disposicion de estilo damero de
combinaciones de extracto de romero (0-24 pug/mL) y extracto de jengibre (0-12 pg/mL) utilizando herramientas de
calculo en synergyfinder.org.

2.4 Ensayos de expresion genética
2.4.1 Cultivo celular y aislamiento de ARN

Las células HepG2 se trataron durante 16h en placas de 24 pocillos con 0 (control del vehiculo) o 12 pg/mL de
PB123 (como extracto de 50 mg/mL en etanol 100%), con 4 réplicas bioldgicas por grupo de tratamiento. El cultivo
celular y el aislamiento de ARN se realizaron como se ha descrito previamente. Brevemente, después del periodo de
tratamiento, el ARN total se aislé de las células utilizando Trizol, y luego se purificé utilizando columnas de
limpieza Qiagen RNeasy (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). La concentracion de ARN en cada muestra se midi6
utilizando la absorbancia a 260 nm (A260) con un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). La integridad del ARN en las muestras se determin¢ utilizando la Agilent TapeStation
4200 (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) en las instalaciones del Centro de Gendmica y Microarrays de la
Universidad de Colorado.

2.4.2 Ensayos de ARNm-seq

Preparacion de bibliotecas de ARNm-seq. Se utilizaron muestras que contenian 10-100 ng de ARN total para
preparar las bibliotecas NGS de Illumina seguin las instrucciones del fabricante para el NUGEN Universal Plus
ARNmM-seq (Tecan Genomics, Redwood City, CA, EE.UU.). En este método, se utiliza la seleccion por poliA para
aislar el ARNm del ARN total, que luego se fragmenta y se ceba para la creacién de fragmentos de ADNc de doble
cadena, que luego se amplifican, se seleccionan por tamafio y se purifican para la generacién de clusters.

Secuenciacién. Las bibliotecas de plantillas de ARNm se secuenciaron como lecturas de 150 pb en el Illumina
NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.) en el centro de gendmica y microarrays de la Universidad de
Colorado (Aurora, CO, EE.UU.). Secuenciamos a una profundidad que proporciona ~40M de lecturas de 2X150
bases por muestra.

Perfiles de ARNm-seq. Los datos de secuenciacion se procesaron para la expresidn genética diferencial como se ha
descrito previamente. El proceso computacional para analizar las secuencias derivadas utilizo GSNAP, Cufflinks y
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R para la alineacion de secuencias y la determinacion de la expresion genética diferencial. En resumen, GSNAP se
utilizé para mapear las lecturas generadas en el genoma humano (GRCH38), Cufflinks se utiliz6 para la expresion
derivada (FPKM), y R se utiliz6 para analizar la expresion genética diferencial con ANOVA, con una tasa de falsos
descubrimientos (FDR) < 0,05 como limite. Los datos transcriptémicos se examinaron mediante el analisis de vias
utilizando Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen, Germantown, MD, USA). Para obtener mas perfiles, los datos de
secuenciacion en bruto también se procesaron utilizando Biojupies para identificar qué vias de interés fueron
modificadas por PB123.

2.5 Ensayos de proteinas

Se utilizo el kit ELISA Human HMOX1 PicoKine (Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, EE.UU.) para
determinar los niveles de proteina hemo oxigenasa-1 (HMOX1) en lisados de células HepG2 segun las instrucciones
del fabricante, tal y como se ha descrito previamente [67]. La proteina total en los lisados se midio utilizando el
método de Lowry.

2.6 Ensayos de colesterol total

El nivel de colesterol total en las células HepG2 cultivadas se midié utilizando un kit de ensayo enzimatico
quimioluminiscente segun las instrucciones del fabricante (Cholesterol/Cholesterol Ester-Glo™ Assay kit, Promega,
Madison, WI). Brevemente, después de 24 horas de tratamiento con PB123, se elimind el medio y las células HepG2
se lavaron 2 veces con PBS y luego se lisaron utilizando la solucién de lisis de colesterol. Las alicuotas del lisado
celular (50 pl) se cargaron en una placa blanca y opaca de 96 pocillos junto con estandares de colesterol de
concentracion conocida, se afiadieron 50 pl de reactivo de deteccion de colesterol con reactivo enziméatico de
esterasa a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora, luego se midid la luminiscencia de
cada pocillo utilizando un lumindmetro lector de placas.

2.7 Ensayos de lipidos intracelulares

El nivel de lipidos intracelulares en las células HepG2 cultivadas se midi6 utilizando un kit de ensayo basado en la
tincion Oil Red O de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Steatosis Colorimetric Assay Kit, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI). Brevemente, las células HepG2 se trataron durante 24 h con 0, 5 0 12 ug/mL de PB123,
luego se tifieron con Oil Red O, se lisaron y se extrajo el tinte utilizando las soluciones del kit de ensayo
colorimétrico de esteatosis, seguido de la medicion del tinte Oil Red O extraido por absorbancia a 492 nm utilizando
el lector de placas para determinar el nivel relativo de lipidos intracelulares.

2.8 Ensayos de citoproteccion

Para evaluar los efectos protectores contra el estrés oxidativo, las células HepG2 fueron pretratadas con PB123, con
o sin inhibicién de ERK1/2 por PD98059, y luego desafiadas con hidroperéxido de cumeno (CH) como se describid
previamente. Los efectos citotoxicos causados por el CH se determinaron midiendo la viabilidad celular mediante el
ensayo CCKS8, tal como se ha descrito anteriormente.

2.9 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media £ SEM (error estandar de la media) de mdaltiples réplicas. La significacion de
las diferencias observadas en las medias se evalué mediante un ANOVA de una via y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey o mediante la prueba t de Student para datos no apareados utilizando el software Prism 9
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(GraphPad Software, version 9.3.0, San Diego, CA, EE.UU.). Un valor p < 0,05 se considerd estadisticamente
significativo.

3. Resultados
3.1 Activacion y sinergia de Nrf2
3.1.1 Activacion de Nrf2

En primer lugar, se determiné que el PB123 no era téxico para las células HepG2 en el rango de 0-50 pg/mL, que
superaba las concentraciones utilizadas en el resto del estudio (Imagen 1A), midiendo la viabilidad celular.
Utilizando la linea celular HepG2 transducida de forma estable con una construccién promotora de ARE/luciferasa,
determinamos que PB123 activa Nrf2 de forma dependiente de la dosis (Imagen 1B). Como se esperaba, la adicion
del inhibidor de Nrf2 AEM1 (0,5-5 uM) atenu6 de forma dependiente de la dosis la activacion de Nrf2 (p<0,05) por
PB123 (10 pg/mL) (Imagen 2).
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Imagen 1 Efecto del tratamiento con PB123 en las células HepG2. (A) La PB123 no fue toxica para las células
HepG2, medido por el tratamiento de las células durante 24 horas con PB123 y luego determinando la viabilidad
celular por el ensayo CCK8. (B) La PB123 activé la Nrf2 en las células HepG2-ARE de forma dependiente de la
dosis (p<0,05) mediante 5 y 12 pg/mL de PB123.
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Imagen 2 El inhibidor de Nrf2 AEM1 bloqueé de forma dependiente de la dosis la activacién de Nrf2 (p<0,05)
inducida en las células HepG2-ARE por el tratamiento con PB123 (10 pg/mL).
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3.1.2 Sinergia

Utilizando la linea celular HepG2 transducida de forma estable con el promotor ARE/reportador de luciferasa,
encontramos que el romero, el jengibre y la luteolina en PB123 se combinan sinérgicamente para la activacion de la
via del factor de transcripcion Nrf2, siendo la sinergia mas notable la observada entre las combinaciones de
extractos de romero y jengibre. Para modelar y visualizar la sinergia observada con el romero y el jengibre para la
activacion de Nrf2, medimos la activacion de Nrf2 en las células HepG2-ARE con combinaciones en damero de las
concentraciones de los extractos de romero y jengibre y luego utilizamos la sinergia de Zero Interaction Potency
(ZIP) y Loewe. Tanto los modelos de sinergia de referencia de efecto aditivo (A) como (B) de Loewe mostraron
puntuaciones de sinergia muy positivas (synergyfinder.org) (Imagen 3).
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Imagen 3 Andlisis de sinergia combinatoria de las células HepG2 tratadas con extractos de romero y jengibre. La
activacion de Nrf2 mediante combinaciones en damero de los extractos de romero y jengibre mostr6 una respuesta
fuertemente sinérgica, calculada utilizando tanto (A) la potencia de interaccion cero como (B) los modelos de
sinergia de referencia de efecto aditivo de Loewe (synergyfinder.org).
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3.2 Expresion genética y efectos
3.2.1 Expresion genética de HepG2 mediante anélisis de ARNm-seq

En el presente estudio, los niveles de expresion de 170 genes aumentaron y los niveles de expresion de 247 genes
disminuyeron en >2 veces en las células HepG2 tratadas durante 16h con 12 ug/mL de PB123, determinado por
ARNmM-seq en grupos de tratamiento celular con 4 muestras bioldgicas replicadas por grupo (Imagen 4).
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Imagen 4 Se utilizd BioJupies para generar un grafico Volcano de los genes expresados diferencialmente por las
células HepG?2 tratadas con PB123 12 pg/ml en comparacién con las células HepG2 de control no tratadas. El rojo
indica los genes regulados al alza y el azul los genes regulados a la baja. Los genes se seleccionaron con un umbral
de cambio de 2 veces. Los simbolos de los genes en los gréaficos se utilizan para marcar algunos de los genes
cambiados mas significativos, mostrando los genes de sintesis de lipidos y colesterol regulados a la baja y los genes
dependientes de Nrf2 regulados al alza.

Para cuantificar los cambios en la expresién genética causados por el PB123, utilizamos el enfoque ARNm-seq para
medir los niveles de expresidon genética utilizando células HepG2 cultivadas por separado. La evaluacion del
conjunto de datos mediante BioJupies mostré que el principal factor de transcripcién afectado era Nrf2 (NFE2L2)
(Imagen 5).
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Imagen 5 Se utilizé BioJupies para consultar los factores de transcripcion consensuados de ENCODE y ChEA con
los DEG del conjunto de datos de ARNm del tratamiento con 12 pg/mL de PB123 y se revel6 una dependencia
prominente del factor de transcripcién Nrf2 (NFE2L2).

El Ingenuity Pathway Analysis (IPA) también demostré claramente la importancia primaria de la via del factor de
transcripcion Nrf2 en la expresion genética diferencial inducida por el tratamiento de las células HepG2 con PB123
(Imagen 6).
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Imagen 6 El andlisis de vias de ingenuidad (IPA) indica que el PB123 regula a la baja los genes de la via de la
biosintesis del colesterol y a la alza los genes de la via del factor de transcripcion Nrf2.

3.2.2 Vias implicadas

La PB123 indujo la activacion de Nrf2 y la regulacion al alza de los genes dependientes de Nrf2, y BioJupies e
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) identificaron la participacién clave de la via Nrf2 en los cambios de expresion
genética inducidos por la PB123. El anélisis de los genes expresados diferencialmente mediante IPA reveld que la
PB123 regula al alza los genes de la via del factor de transcripcién Nrf2 y a la baja los genes de la via de la
biosintesis del colesterol (Figura 6). Asimismo, el analisis de los datos mediante BioJupies de los genes expresados
de forma diferencial en las células HepG2 tratadas con PB123 indicd que las vias méas afectadas por el analisis de
Wikipathways incluian la via de NRF2 (arriba) y la via de la biosintesis del colesterol (abajo). Los resultados de
Wikipathways regulados al alza y a la baja se muestran en la Imagen 7.
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Photodynamic therapy-induced NFE2L2 (Nrf2) survival signaling WP3612
Nuclear Recptors Meta-Pathway WP2882

Nrf2 pathway WP22884

Oxidative Stress WP408

Ferroptosis WP4313

Benzo(a) pyrene metabolism WP696

Metapathway biotransformation Phase | and Il WP702

Zinc homeostasis WP3529

Phytochemical on Nrf2 transcriptional activation WP3

(A)

Copper homeostasis WP3286

Cholesterol Biosynthesis Pathway WP197

Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBP) signalling WP1982
Mevalonate pathway WP3963

Retinoblastoma Gene in Cancer WP2446

SREBF and miR33 in cholesterol and lipid homeostasis WP2011

Fatty Acid Biosysthesis WP357

DNA IR-damage and cellular response via ATR WP4016

PPAR signalling pathway WP3942

Statin Pathway WP430

Fluoropyrimidine Activity WP1601 (B)

Imagen 7 Se utilizé BioJupies para consultar Wikipathways y revelar las principales vias afectadas por los genes
regulados por PB123 (A) y regulados por PB123 (B).

3.2.3 Lipidos celulares

La PB123 indujo una regulacién a la baja de la via de la biosintesis del colesterol, por lo que evaluamos los genes
individuales implicados en el conjunto de genes de la Wikipathway para la WP197 por sus valores de expresion
genética de ARNm-seq con 4 réplicas bioldgicas por grupo (la via WP197 y los datos de expresion de ARNm se
muestran juntos en la Figura 8). Dado que la regulacion a la baja de los genes de la via de la biosintesis del
colesterol inducida por PB123 fue tan amplia y consistente, seguimos examinando los cambios inducidos por PB123
en los niveles de colesterol total celular. El tratamiento (24 horas) de las células HepG2 con PB123 a 5 pg/mL y a 12
pug/mL disminuyo6 significativamente los niveles de colesterol total intracelular en las células (Figura 9). En un
trabajo relacionado, Li, et al., informaron de que el colesterol total en las células HepG2 se redujo mediante el
tratamiento con 6-gingerol, que es uno de los fitoquimicos mas activos del jengibre.
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Imagen 8 Genes de la via de la biosintesis del colesterol de WikiPathways (WP197,
https://www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP197). En nuestro conjunto de datos de ARNmM-seq
encontramos que todos los genes fueron significativamente regulados a la baja (mostrados en azul) por 12 pg/mL de
PB123 en las células HepG2, excepto el PMVK (mostrado en rojo) en comparacién con las células HepG2 tratadas
como control (p<0,05, n = 4 por grupo). La HMG-CoA reductasa (HMGCR) es la enzima limitante de la via.
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Imagen 9 Colesterol total de HepG2. Los niveles de colesterol total se redujeron significativamente en las células
HepG2 mediante el tratamiento con 5 6 12 pg/mL de PB123 en comparacion con las células HepG2 de control no
tratadas (p<0,05, n = 12 por grupo).

El examen de la via de sefializacion PPAR WP3942 altamente desregulada (Imagen 7B) junto con los genes
altamente desregulados en el diagrama de volcan (Imagen 4) indicé un posible papel para la desregulacion inducida
por PB123 del gen FABP1 de la proteina de union a acidos grasos 1. Para hacer un seguimiento, evaluamos los
niveles de gotas de lipidos intracelulares en las células HepG2 tras 24 horas de tratamiento con PB123 (0, 5y 12
ug/mL). El gen FABP1 fue significativamente regulado a la baja tanto por 5 como por 12 ug/mL de PB123 en las
células HepG2 en comparacion con las células HepG2 de control (Imagen 10A), y el contenido de lipidos
intracelulares de HepG?2 se redujo significativamente tanto por 5 como por 12 pg/mL de PB123 (Imagen 10B).
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Imagen 10 Lipidos intracelulares de HepG2. Encontramos que (A) FABP1 fue significativamente regulado a la baja
tanto por 5 como por 12 pg/mL de PB123 en las células HepG2 en comparacion con las células HepG2 de control
no tratadas (p<0,05, n = 4 por grupo), y (B) que el contenido de lipidos intracelulares fue igualmente reducido
significativamente tanto por 5 como por 12 pg/mL de PB123 en las células HepG2 en comparacion con las células
HepG2 de control no tratadas (p<0,05, h = 12 por grupo).
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3.2.4 ARNm y proteina de HMOX1

El tratamiento con PB123 de las células HepG2 (24 horas) aumento la expresion del gen HMOX1 (Imagen 11A).
Como se preveia a partir del aumento de la expresion del gen HMOX1 inducido por PB123, los niveles de la
proteina HMOX1 intracelular también se elevaron por el tratamiento de las células HepG2 durante 16h con 5 pg/mL
de PB123 (Imagen 11B).
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Imagen 11 La expresion genética y la proteina de la hemo-oxigenasa-1 aumentaron en las células HepG2 por el
tratamiento con PB123. El tratamiento de las células HepG2 con PB123 (5 pg/mL, 24 horas) aumento6 tanto los
niveles de expresion genética de HMOX1 determinados por ARNm-seq (A) como los niveles de proteina HMOX1
determinados por ELISA (B), como se esperaba en base al gran aumento de la activacién de Nrf2 inducido por
PB123 (p<0,05, n = 4 en cada caso).

3.2.5 Proteccion contra el estrés oxidativo

Para evaluar las defensas antioxidantes celulares, utilizamos el oxidante hidroperoxido de cumeno (CHP) para
desafiar a las células HepG2 con un estrés oxidativo, con o sin pretratamiento de activacion de Nrf2 con PB123. En
un experimento separado, se demostr6 que la inhibicion de la quinasa ERK1/2 con PD98059, un inhibidor selectivo
y permeable a las células de la via MEK/ERK (10 uM de PD98059, 30 minutos antes del tratamiento con PB123 o
sus componentes individuales) disminuyé la activacion relativa de Nrf2 por PB123 y por cada uno de los
componentes de romero, jengibre y luteolina (Tabla 1).

Tabla 1 Disminucién de la activacién de Nrf2 con la inhibicién de ERK1/2.

Table 1 Decrease of Nrf2 activation with ERK1/2 inhibition.

Nrf2 Activator Alone With ERK1/2 Inhibitor

Rosemary 100% 51+4%
Ginger 100% 58 + 8%
Luteolin 100% 42 +12%
PB123 100% 58 +4%
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Basandose en esa aparente dependencia de ERK1/2 de la respuesta de Nrf2, las células HepG2 se cultivaron a
continuacion con 5 pg/mL de PB123 durante 16 horas, con o sin 10 pM de PD98059, afiadida 30 minutos antes de la
PB123, luego se retir6 el medio y se lavaron las células con PBS antes de afiadir medio de cultivo fresco para evitar
la posible eliminacion directa de los oxidantes aplicados por los componentes de la PB123. A continuacion, las
células se sometieron a hidroperoxido de cumeno durante 6 horas y se evalu la lesion celular midiendo la viabilidad
de las células. El pretratamiento con 5 pg/mL de PB123 protegié contra la pérdida de viabilidad inducida por el
estrés oxidativo en las células HepG2 que posteriormente fueron desafiadas con 25 uM de hidroperdxido de cumeno
(Imagen 12), pero esta proteccion se bloqued si la quinasa ERK1/2 fue inhibida en las células con PD98059.
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Imagen 12 PB123 previno la pérdida de viabilidad celular tras el desafio de un estrés oxidativo. No se observé
citotoxicidad (proliferacion celular medida por el ensayo CCKS8) en las células HepG2 tratadas durante 16 horas con
5 pug/mL de PB123 en comparacion con las células de control no tratadas. En las células HepG2 tratadas con 5
ng/mL de PB123 o con el vehiculo de control durante 18 horas, y luego desafiadas con 25 pM de hidroperéxido de
cumeno (CH) o con el control no tratado durante 6 horas, la pérdida de viabilidad celular (toxicidad) fue causada por
el desafio del CH, pero esta toxicidad fue parcialmente atenuada (p < 0,05) por el pretratamiento con PB123. El
efecto protector de PB123 fue bloqueado (p<0,05) por la inhibicion de la quinasa ERK1/2 (10 uM PD98059, 30 min
antes del tratamiento con PB123).

4. Discusion

El envejecimiento se ha asociado con la disminucién de la capacidad de respuesta a los cambios inducidos por el
estrés en la expresion genética tanto en animales como en humanos. Otro factor de riesgo clave que aumenta con el
envejecimiento es la dislipidemia, que desempefia un papel fundamental en las enfermedades cardiovasculares
relacionadas con la edad. Debido a su bien documentado papel en la regulacion de los mecanismos de defensa
antioxidantes y antiinflamatorios, la activacién de Nrf2 puede desempefiar un papel clave en la proteccion contra el
deterioro fisiolégico relacionado con la edad. En el presente trabajo demostramos que la combinacion de
suplementos dietéticos fitoquimicos PB123 basada en el extracto de romero, el extracto de jengibre y la luteolina
activa sinérgicamente la via Nrf2 (Imagen 1), con una sinergia especialmente fuerte entre los extractos de romero y
jengibre (Imagen 3).

La ldégica que subyace a la creacion de activadores de Nrf2 consistentes en una combinacion de ingredientes es
triple. En primer lugar, la complejidad de la via de activacion/desactivacion de Nrf2 es inusualmente grande, con
docenas de puntos de control demostrados, que van desde la metilacién del promotor y la acetilacion de las histonas
que regulan la transcripcion de los genes KEAP1 y NFE2L2 (que codifican Nrf2), hasta numerosos miRNAs que
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regulan la traduccion de los transcritos, y la luteolina participa en este nivel epigenético de control. Una vez
traducidas, la regulacion de las dos proteinas implica el conjunto mas conocido de modificaciones covalentes que
implican el ataque electrofilico a los grupos sulfhidrilos de Keapl que permiten su liberacion de Nrf2. El acido
carnosico y el carnosol del romero sobresalen en este nivel de control, ya que se comportan como pro-farmacos que
poseen poca electrofilia en si mismos, pero que se convierten en un compuesto electrofilico por las condiciones
oxidativas en el lugar de la patologia que se pretende aliviar. Por el contrario, el dimetilfumarato, un activador de
Nrf2 aprobado por la FDA y utilizado para tratar la esclerosis mdltiple recidivante, muestra una fuerte toxicidad
electrofilica y capacidad de alquilacion, de forma muy parecida al activador clasico de Nrf2, el sulforafano. Su
toxicidad se manifiesta debido a la reactividad inespecifica con los tioles de las proteinas celulares y a la
disminucion del glutation. La regulacion de Nrf2 también es el resultado de una serie de modificaciones covalentes
de la proteina Nrf2 que incluyen la fosforilacion por parte de quinasas como la PKC, la PI3K y la MAPK, ademés de
la sumoilacion y la ubiquitinilacion, todo lo cual modifica la estabilidad de Nrf2 y su capacidad para translocarse al
nicleo. Una vez en el nicleo, otros numerosos eventos regulan la capacidad de Nrf2 para regular los genes
impulsados por ARE/EpRE. Estos incluyen la acetilacion/desacetilacion de Nrf2 por la proteina de unién Creb y
Sirtl. Se descubri6 que la Nrf2 acetilada tiene una mayor unién al promotor ARE, lo que establece que la acetilacion
es otro mecanismo regulador de la Nrf2. BACHL1 es un regulador negativo de Nrf2 y su silenciamiento con siRNA
aumentd la expresion de los genes regulados por Nrf2. Ademas, este trabajo sugiri6 una interesante diferencia
dependiente de la edad en el perfil de expresion de los genes regulados por Nrf2 debido al aumento de la proteina
Bachl en los individuos mayores. Lo que parece ser otro importante controlador de la actividad de Nrf2 es el
mecanismo que la expulsa del ndcleo, terminando su actividad y marcandola para su degradacion proteasomal. El
proceso es impulsado por la activacion y translocacion nuclear de la quinasa Fyn citos6lica tras su fosforilacion por
GSK3pB. La Fyn activa en el nucleo marca a Nrf2 para su expulsion, ubiquitinacion y destruccion proteasomal.
Curiosamente, el proceso es facilitado por el acetaminofeno y es fundamental para su toxicidad. Se descubrié que la
luteolina y el acido carnésico inhiben la expulsion de Nrf2 de la siguiente manera la luteolina y el acido carnésico
activan ambos la PI3K, que no sélo fosforila la Nrf2 para facilitar su translocacion al nucleo, sino que también
activa la Akt; la Akt fosforila la GSK3p, inactivandola, lo que impide que active la Fyn citosolica; la Fyn inactiva
permanece en el citosol y no puede entrar en el nlcleo para contribuir a la expulsion de la Nrf2, lo que significa que
la Nrf2 activa tendra una mayor duracion en el ndcleo, aumentando su eficacia.

La segunda ventaja de utilizar maltiples compuestos para activar la Nrf2 es la sinergia que puede resultar. Esta claro
que la activacion de Nrf2 no es una via lineal con un UGnico paso de control de la velocidad. Muchos de los puntos de
control contribuyentes mencionados anteriormente pueden requerir la cooperacién de otros puntos de control para
lograr un efecto méaximo. Por ejemplo, la liberacion de Nrf2 de Keapl es necesaria pero no suficiente para un efecto
méaximo-el viaje de Nrf2 requiere la modificacién covalente por varios mecanismos posibles como se menciond
anteriormente para la entrada nuclear. Hemos demostrado cantidades sustanciales de sinergia al combinar
ingredientes con diversas contribuciones al proceso de activacién de Nrf2 como en el presente estudio.

La tercera justificacion légica para utilizar una combinacién de ingredientes para activar Nrf2 radica en la
apreciacién de que la activacion es el resultado no s6lo de un gran nimero de puntos de control, algunos positivos y
otros negativos, sino que con una red de activacion de Nrf2 tan complicada (en contraposicién a una via de
activacion simple y lineal), uno puede ciertamente necesitar combinar agentes que actten en maltiples puntos clave
de la red, con una toxicidad minima combinada, para esperar un resultado final Gtil. Como ejemplo, los compuestos
individuales que acttian sélo para liberar Nrf2 de Keapl pueden, en efecto, dar lugar a una rapida afluencia de Nrf2
al nucleo, pero ira seguida de una mayor expulsion de esa Nrf2 del nicleo a menos que se inhiba simultaneamente la
exportacion dependiente de Fyn. Si no se ralentiza la via de salida, las reservas de Nrf2 en el citosol se agotarian
rapidamente, especialmente en los individuos de edad avanzada, ya que la tasa de sintesis de Nrf2 se ralentiza con el
envejecimiento. El paradigma obsoleto de "una enfermedad, un farmaco™ que ha impulsado las dltimas décadas del
pensamiento farmacolégico no se aplica a la farmacologia de red.
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En el presente trabajo, al examinar la regulacion al alza de un gen bien establecido dependiente de Nrf2 para apoyar
la activacién de Nrf2 inducida por PB123, encontramos que los niveles del gen HMOX1 dependiente de Nrf2
(Imagen 11A) y la proteina HMOX1 (Imagen 11B) aumentaron en las células HepG2 por el tratamiento con
PB123. Ademés, la PB123 y sus componentes individuales mostraron una dependencia de ERK1/2 para la
activacion de Nrf2 (Tabla 1), asi como para la proteccion inducida por la PB123 contra el estrés oxidativo inducido
por el hidroperéxido de cumeno y la pérdida de viabilidad celular en las células HepG2 (Imagen 12).

Cabe destacar la regulacién a la baja de los genes de la via de la biosintesis del colesterol inducida por la PB123
(veéase la Imagen 8). El tratamiento con PB123 disminuy0 la expresion de quince genes implicados en la biosintesis
del colesterol (ACAT2, HMGSC1, HMGCR, MVK, MVD, IDI1, FDPS, FDFT1, SQLE, LSS, CYP51A1, MSMO1,
NSDHL, SC5D y DHCR7) y aumentd la expresién de un gen de la via (PMVK). Este resultado sugiere que la
biosintesis de colesterol en las células HepG2 podria disminuir con el tratamiento con PB123, lo que fue apoyado en
un experimento de seguimiento que demostré la disminucion de los niveles de colesterol total en las células HepG2
cultivadas con PB123 (Imagen 9). Los enfoques dietéticos pueden ser (tiles para ayudar a un envejecimiento
saludable, con el objetivo de atenuar la dislipidemia relacionada con la edad en combinacidn con la atenuacion del
estrés oxidativo y la inflamacion relacionados con la edad.

La FABP1, también conocida como proteina de unién a acidos grasos del higado, tiene una gran afinidad por los
cidos grasos mediante dos sitios de unién a acidos grasos. FABP1 desempefia un papel importante en la captacion
de acidos grasos en las células HepG2, lo que lleva a la hipédtesis de que FABP1 puede contribuir a la esteatosis
hepaética. En particular, el silenciamiento de FABP1 redujo la esteatosis hepatica, la inflamacion y el estrés oxidativo
en un modelo de ratdn de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD). Ademas, se descubrid que el
ejercicio disminuye la expresién del gen FABP1 en ratones y protege contra la NAFLD, y en sujetos humanos los
niveles de proteina FABP1 en la orina eran mas bajos en los sujetos mas aptos, aquellos con mayores niveles de
fuerza muscular y aptitud aerébica. Recientemente, el aumento de los niveles de FABP1 en sujetos humanos ha sido
identificado como un biomarcador en la nefropatia diabética. En nuestros experimentos con células HepG2, la
pronunciada regulacion a la baja de FABP1 por PB123 (Imagen 10A) fue acompafiada por una disminucion
significativa de los niveles de acidos grasos intracelulares en las células (Imagen 10B), similar a los resultados
previamente reportados en células HepG2 con FABP1 eliminado usando ARN antisentido.

Un amplio trabajo previo apoya los efectos beneficiosos de los componentes individuales de PB123 (romero,
jengibre y luteolina) para normalizar los niveles de lipidos y cholesterol. En nuestro trabajo actual también se
observan esos beneficios, junto con la activacion del factor de transcripcidon Nrf2, los efectos beneficiosos sobre la
regulacion de los genes y la proteccidn contra el estrés oxidativo.

5. Conclusiones

Hemos descubierto que la combinacion de fitoquimicos PB123 es un potente activador de Nrf2 con una sinergia
significativa entre los componentes del romero y el jengibre. El anélisis de las vias de expresion de los genes
expresados de forma diferencial por el tratamiento con PB123 de las células HepG2 en los experimentos de ARNm-
seq revelaron una prominente regulacion al alza de los genes de la via Nrf2 y una regulacion a la baja de los genes
de la via de la biosintesis del colesterol. Ademas, el pretratamiento con PB123 protegio a las células HepG2
cultivadas contra el estrés oxidativo causado por la exposicion al oxidante organico hidroperdxido de cumeno.
Ademas, la regulacion a la baja de los genes de captacion de lipidos y de biosintesis de colesterol estuvo
acompafada de una disminucion de los niveles de lipidos intracelulares y de los niveles de colesterol total en las
células HepG2 tratadas con PB123. La activacion del Nrf2, los efectos altamente sinérgicos entre los ingredientes
del romero y el jengibre, la expresién genética diferencial en las vias relacionadas con el aumento de la
citoproteccion, la disminucion de la sintesis de colesterol y la disminucién de la acumulacion de lipidos
intracelulares por el suplemento dietético PB123 apoyan su uso para promover el envejecimiento saludable.
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