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Efecto in vitro de las moléculas de senalizacion redox
en la regulacion de la via Nrf2

Resumen de estudios realizados por:
Universidad de Bath, Reino Unido
Universidad del Oeste de Sydney, Australia

Principales hallazgos

Universidades de renombre internacional han investigado el impacto de las moléculas de sefializacion redox en diferentes tipos de células.

« La investigacion realizada independientemente por ambas universidades encontré que la via Nrf2 se vio afectada significativamente por la oxidacién-reduccion.

Moléculas de sefializacion.

» Nrf2 es una via genética que desempefia un papel vital en la regulacién de los genes que apoyan la respuesta y la resiliencia a una variedad de factores estresantes.

Estos factores estresantes pueden incluir fatiga, estrés emocional, inflamacion, contaminacién ambiental e incluso factores de estilo de vida como una mala

alimentacion o un comportamiento sedentario.

« Un hallazgo clave en la investigacién fue que la suplementacion con moléculas de sefializacion redox aumenté la actividad de Nrf2 hasta en un 60%.

Esto es importante dado que la via Nrf2 mejora el sistema de proteccion antioxidante dentro de las células de nuestro cuerpo (véase la figura 7B).

« Otro hallazgo clave es que la suplementacién con moléculas de sefalizacion redox aumenté la produccion de proteinas protectoras como el glutatiéon, que desempefian
papeles importantes en la promocién del equilibrio general. La investigacion reveld que la suplementacién con moléculas de sefializacion redox aumento la

produccién de glutatién en un 40% en células sanas y que restablecio la produccion de glutation en células dafiadas ain mas, en un 55%. (Véase las figuras 12A'y
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Introduccion

Nrf2 — un factor de transcripcion

El factor nuclear 2 especifico de eritroides (NF-E2) fue caracterizado, descrito y clonado por primera vez en ratones por Andrews et al., en 1993. Este
polipéptido era un nuevo miembro especifico de células hematopoyéticas de la familia de factores de transcripcion de cremallera de leucina de region basica
(b-zip) (1). NF-E2 es una de las proteinas que se unen a la repeticion en tandem AP1 (proteina activadora 1)-NF-E2, que representa el potenciador central
dentro de HS2.(2).

En 1994 se descubrié que el Nrf2 (o factor 2 relacionado con NF-E2) era miembro de la familia de factores de transcripcion humanos CNC-bZIP para la
estimulacion transcripcional de los genes de beta-globina. Se describié por primera vez como un activador transcripcional de cremallera de leucina basica similar
a Nf-E2 que pertenece a la familia Cap'n'Collar (CNC) (p45-NFE2, Nrf1, Nrf2 y Nrf3) y se expresa de forma ubicua en varios tejidos (2, 53). Es interesante.
observar que, a diferencia de NF-E2, la expresion de Nrf2 no se limita a los tejidos hematopoyéticos. En ese momento, no se sabia qué papel desempefiaba
Nrf2 en los tejidos no hematopoyéticos, donde se expresaba en niveles elevados. El alto grado de conservacion entre los genes Nrf2 de ratén y humano

sugirié que, curiosamente, tienen una funcion importante (2). Nrf2 esta codificado por el gen nuclear factor (eritroide-derivado 2)-like 2 (NFE2L2) ubicado

en la banda citogenética 2q31.2 del cromosoma 2 en humanos (identificacion del gen: 4780). EI NFE2L2 consta de cinco exones interrumpidos por cuatro

intrones que dan lugar a 8 variantes de transcripcién que codifican 6 isoformas de Nrf2 (3).

Décadas después, se sabe mucho mas sobre esta proteina. Segun Cancer.gov/National Institute of Health, Nrf2 es una proteina que controla la expresion

de ciertos genes. Estos genes ayudan a proteger las células del dafio causado por los radicales libres (nuestro cuerpo genera especies reactivas de oxigeno y
especies reactivas de nitrégeno mediante diversos sistemas enddgenos, 4). Estos radicales libres son compuestos importantes porque pueden

desempefiar un papel importante en el desarrollo de ciertas enfermedades. También estan relacionados con el proceso de envejecimiento (5). La evidencia
actual muestra que Nrf2_se encuentra en el centro de una red reguladora compleja y establece a Nrf2 como un factor de transcripcion verdaderamente

pleiotrépico (6). =

Nrf2 es un regulador maestro de la respuesta antioxidante y del metabolismo xenobidtico a través de la regulacion de una amplia gama de genes
antioxidantes y de desintoxicacion de fase Il. En consecuencia, Nrf2 protege a las células de diferentes tipos de factores estresantes, sustancias

enddgenas, especies reactivas de oxigeno (ROS) y agresiones ambientales. (7). ”

La actividad de Nrf2 esta regulada por KEAP1 (proteina asociada a ECH similar a Kelch 1), una subunidad adaptadora de la ligasa de ubiquitina E3 basada

en Cullin 3 que actia como un sensor para el estrés oxidativo y electrofilico (8). KEAP1 actia como un sensor clave del estrés oxidativo y electrofilico. En
condiciones homeostaticas, KEAP1 forma parte de una ligasa de ubiquitina E3, que regula estrechamente la actividad del factor de transcripcion Nrf2 al dirigirlo
a la ubiquitinacién y la degradacién dependiente del proteasoma. En respuesta al estrés, un intrincado mecanismo molecular facilitado por las cisteinas
sensoras dentro de KEAP1 permite que Nrf2 escape a la ubiquitinacion, se acumule dentro de la célula y se transloque al nucleo, donde puede promover su

programa de transcripcion antioxidante, regulando la expresién génica citoprotectora (9). =

Nrf2 domain
) (o9
Transactivation domain DNA binding domain Figura 1: Estructuras de dominio
de Nrf2 (A) y KEAP1 (B). Nrf2-

VOGN - | - I - coon

Las moléculas que interactuan se

' muestran en cuadros verdes y
* DILWRODI™OLGVSREV. LQUDEEETGE * . o
se colocan encima de sus dominios

DLG motif ETGE motif

de interaccién (adaptado y

KEAP1 domain modificado de la referencia 10).

Association with CUL3

r 5 ] Association with Nrf2 (DC domain)
Homodimerization

! \ r

R — -

Inglés de EE. UU. 02/2024. Este material esta destinado unicamente al mercado de EE. UU. Todas las palabras

Estas no han sido por la ini ion de Alil y i Pagina 2

con simbolos de marca comercial o marca registrada son marcas comerciales de ASEA, LLC. ©2024 ASEA, LLC, " . " -
Este producto no esta destinado a diagnosticar, tratar, curar o prevenir ninguna enfermedad.

Pleasant Grove, UT 84062 « suppor com * com




Machine Translated by Google

La conservacion filogenética de la estructura de Nrf2 entre especies revel6 la presencia de seis dominios funcionales: Neh1 (dominio de homologia Nrf2-
ECH-1) a Neh6. Neh1 contiene los dominios CNC y bZIP que median la unién del ADN y la formacion de dimeros, mientras que Neh3, Neh4 y Neh5 son
dominios de transactivacion. De los dominios de transactivacion, Neh4 y Neh5 hacen una contribucién importante a la activacion transcripcional al reclutar

la proteina de unién al elemento sensible a AMPc de la acetiltransferasa de histonas y el complejo mediador (9). =)

KEAP1 actua como un sensor rico en tiol de cisteina de las agresiones redox, mientras que Nrf2 es un factor de transcripcién que transduce de forma robusta
sefiales quimicas para regular una bateria de genes citoprotectores. KEAP1 reprime la actividad de Nrf2 en condiciones de reposo, mientras que Nrf2 se
libera de la represion mediada por KEAP1 al exponerse a factores de estrés. El sistema KEAP1-Nrf2 es un aparato eficaz para mantener la homeostasis redox

y el mecanismo de defensa contra las agresiones ambientales (10).

La investigacion intensiva sobre el sistema KEAP1-Nrf2 demostré la importancia critica de la actividad de Nrf2 y sus mecanismos reguladores para el

mantenimiento de nuestra salud. Es importante destacar que la desregulacion de este sistema subyace a la patogénesis de varias enfermedades humanas (11).

La caracteristica mas importante de Nrf2 es su inducibilidad. KEAP1 crea la naturaleza inducible de la funcién de Nrf2 al servir como un componente de
reconocimiento de sustrato del complejo de ubiquitina ligasa E3 en cooperacién con CUL3 y RBX. En condiciones normales, Nrf2 ubiquitinado

sufre degradacion proteasomal, y es esta degradacion constitutiva de Nrf2 la que mantiene la cantidad y la actividad de Nrf2 a un nivel bajo. La actividad de
ubiquitina ligasa E3 del complejo KEAP1-CULS3 se interrumpe con la exposicién a electréfilos y ROS que modifican los residuos de cisteina de KEAP1, lo que
permite que Nrf2 recién sintetizado se acumule en el ndcleo y active la transcripcién. Por lo tanto, la posesion de residuos de cisteina altamente reactivos
convierte a KEAP1 en un biosensor eficiente y sensible de la alteracion redox al activar o desactivar la actividad de ubiquitina ligasa E3 del complejo KEAP1-
CUL3 (10). .

Tras la exposicion de las células al estrés oxidativo o a compuestos quimiopreventivos, Nrf2 se transloca al ndcleo, forma un heterodimero con su pareja

obligatoria Maf y se une a la secuencia ARE para activar la transcripcion de varios tipos diferentes de genes. La mayoria de los genes dependientes de
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Una de las caracteristicas mas importantes de la transcripcién mediada por Nrf2 es la inducibilidad en respuesta a estreses xenobidticos y oxidativos. En
condiciones normales, la actividad de la transcripcién mediada por Nrf2 es baja, ya que la mayor parte de la proteina Nrf2 se degrada en el proteasoma (ltoh
et al., 2003). Cuando las células se exponen a electréfilos o ROS, Nrf2 se estabiliza y se acumula en el nucleo, lo que da como resultado la activacion robusta
de los genes diana de Nrf2. Por lo tanto, el mecanismo subyacente a la degradacion de Nrf2 en condiciones normales y la estabilizacion de Nrf2

después de la exposicion al estrés son pistas fundamentales para la revelacion de la base molecular de nuestro sistema de defensa (13).
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Al final de la historia, el sistema KEAP1-Nrf2 es un aparato eficaz para mantener la homeostasis redox. Es una combinacion perfecta en la que KEAP1 actia
como un sensor de las agresiones redox y Nrf2 actia como un factor de transcripcion que transduce de manera robusta las sefiales quimicas para regular
una bateria de genes citoprotectores. La relacién entre ellos se resume de tal manera que KEAP1 reprime la actividad de Nrf2 en condiciones de reposo,

mientras que Nrf2 se libera de la represion mediada por KEAP1 al exponerse a estreses (10).

Via y regulacion de Nrf2-KEAP1

La via Nrf2-KEAP1 es fundamental para detectar y responder al estrés oxidativo y electrofilico. En la via de sefalizacion clasica Nrf2-KEAP1, KEAP1 es un
represor clave de Nrf2 y desempefia un papel fundamental en la regulacién de la via de sefializacion de Nrf2. KEAP1 actia como un puente entre Nrf2 y la ligasa
de ubiquitinacién Cullin-3. Los estresores oxidativos o electrofilos inhiben la degradacion dependiente de la ubiquitinacion y aumentan la acumulacion

nuclear de Nrf2. Como proteina rica en cisteina, KEAP1 es un excelente sensor para inductores quimicos (14).
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EI Nrf2 es un factor de transcripcidon que afecta la expresién de muchos genes diferentes involucrados en el estrés antioxidante y el metabolismo
de farmacos. Por lo tanto, la regulacion de la expresion del Nrf2 es un objetivo importante para el tratamiento o la prevencion de enfermedades y se ha
informado que esta regulacion esta influenciada por la epigenética (15).

Inducers:
cuLs Pharmacological Figura 4: Diagrama esquematico de la
environmental
endogenous via de sefalizacion de Nrf2 (adaptado
y modificado de la referencia 16).

Nrf2
stabilization

26S Proteosome

degradation m

mediated

l

\ -\' Nuclear
Nrf2 "
fj* K
]

accumulation

Antioxidant Gene
transcription

sMaf

ARE

(GTGACNNNGCN)

La expresion de Nrf2 es inherente a las células, lo que garantiza una respuesta protectora al estrés oxidativo y la inflamacién. En condiciones

fisioldgicas, Nrf2 tiene una rapida renovacion como resultado del sistema de proteosoma ubiquitina. La estabilidad de Nrf2 esta controlada por

KEAP-1, conocido como un sensor redox para sefiales oxidativas endégenas y ambientales, asi como para reacciones electrofilicas (17). El gen Nrf2 también
puede regularse a nivel transcripcional. El promotor del gen NFE2L2 presenta varias secuencias reguladoras (18). Es interesante decir que los llamados
activadores de Nrf2 deberian llamarse inhibidores de “KEAP1”. En circunstancias normales, KEAP1 existe como dimero dentro de las células,

funcionando como una proteina de enlace de sustrato para la interaccion de Cul3/

El complejo de la ligasa de ubiquitina E3 basada en Rbx1 con Nrf2 conduce a la ubiquitinacion continua de Nrf2 y su posterior degradacién proteosomal.

Esto mantendria niveles basales bajos de antioxidantes regulados por Nrf2. Bajo estrés celular o exposicién a estrés oxidativo leve, Nrf2 se disocia

de KEAP1, se estabiliza, se transloca a los nucleos donde interactiia con otros factores proteicos y se une a ARE, lo que conduce a un aumento de

la transcripcion de genes antioxidantes (10). En los mamiferos, incluidos los humanos, el eje KEAP1-Cul3-Rbx1 se conoce como el mecanismo regulador mas
critico de la actividad de Nrf2 (19).
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Figura 5: KEAP1 como regulador
principal de la activacién de

Nrf2 y la consiguiente expresion

del gen antioxidante impulsado
por ARE (adaptado y modificado
de la referencia 19).

Los mecanismos predominantes por los cuales las condiciones de estrés (por ejemplo, estrés oxidativo y electrofilico) y los inductores
quimicos provocan la disociacion de Nrf2 de KEAP1 es la oxidacion de los residuos de cisteina de KEAP1.
Los grupos sulfhidrilo de cisteina pueden oxidarse para formar un puente disulfuro, acido sulfénico o acido sulfénico. Estas modificaciones

redox provocan la separacién de KEAP1 de Nrf2, lo que conduce a la estabilizacion de Nrf2 y la translocacion nuclear (19).

La desregulacion de la actividad transcripcional de Nrf2 se ha descrito en la patogénesis de mdltiples enfermedades, y el gen Nrf2/

El eje KEAP1 ha emergido como un modulador crucial de la homeostasis celular. Si bien la importancia de Nrf2 en la modulacion de los
procesos bioldgicos ha sido bien establecida y ampliamente discutida en detalle, el enfoque en KEAP1 rara vez va mas alla de la regulacion de
la actividad de Nrf2 y la deteccién redox (20).

Es importante considerar que la dieta humana proporciona un amplio conjunto de compuestos activos que pueden afectar y activar la

via de sefalizacion Nrf2 (52). Entre ellos, algunos incluso se consideran potentes activadores de Nrf2. Estos compuestos naturales pueden
estimular varias quinasas anteriores, interferir en la interaccion KEAP1-Nrf2 y/o alterar el equilibrio redox celular, lo que da como resultado la
activacion de la via Nrf2 (14).

Compuestos como la curcumina, presente en la cdrcuma, y el sulforafano, encontrado en vegetales cruciferos como el brécoli, activan
directamente la via Nrf2-KEAP1 (22).
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Nrf2 y proteinas desintoxicantes

Glutation, GCLC/GCLM

El glutation fue descubierto por J. de Rey-Paihade en 1888 a partir de extractos de levadura y muchos tejidos animales y en clara de huevo fresca. De
Rey-Paihade denominé a esta sustancia filotién, que significa amor y azufre en griego. En 1921, Hopkins sugirié que el filotién aislado del higado, el
musculo esquelético y la levadura es un dipéptido que consiste en cisteina y glutamato, pero estos autores pasaron por alto la presencia de glicina

en el filotion, posiblemente debido a una mala interpretacion de los datos de aminoacidos de Van Slyke. Honrando la historia del descubrimiento del
filotion, Hopkins denominé a la sustancia “glutation” (23). El glutation, también conocido como GSH, es un componente endégeno del metabolismo

celular, un tripéptido compuesto de glicina, cisteina y acido glutdmico. La conjugacién del glutation contribuye a la desintoxicacion mediante la union de
electréfilos que, de otro modo, podrian unirse a proteinas o acidos nucleicos, lo que provocaria dafio celular y mutaciones genéticas (24). Se

encuentra en muchos tejidos en concentraciones relativamente altas, concretamente 1-10 mM en las células, de manera similar a la glucosa, el potasio

y el colesterol, con un papel fundamental en varios procesos fisiolégicos, como la preservacién del equilibrio redox, la reduccién del estrés oxidativo a
través de la desintoxicacion de compuestos xenobidticos y endégenos y la modulacién del sistema inmunologico.

La accion del glutation sobre el estrés oxidativo ha llevado a especular sobre el posible papel terapéutico de esta molécula para varias enfermedades
crénicas con equilibrio redox alterado (25). El GSH esta implicado en varias funciones, incluida la defensa antioxidante con reduccion del estrés oxidativo y
mantenimiento del equilibrio redox, desintoxicacion metabdlica de xenobiéticos y compuestos exdgenos, regulacion del ciclo celular y modulacion del
sistema inmunoldégico, asi como fibrogénesis (26). Su funcién principal es proteger a las macromoléculas celulares de las especies reactivas de

oxigeno (ROS) enddgenas y exdgenas y de las especies nitrogenadas. En particular, el GSH desintoxica cataliticamente de hidroperéxidos, peroxinitrito

y perdxidos lipidicos y elimina directamente varias moléculas oxidantes, como el anién superoéxido, el radical hidroxilo, el 6xido nitrico y los radicales de
carbono (26; 27) Basicamente, el GSH neutraliza las ROS al donar H+ y mantiene la cisteina proteica en forma reducida activa al ofrecer e—. La capacidad
del GSH como agente reductor depende de la relacion GSH/GSSG y de la concentracion total de glutation, que se ven afectadas negativamente

por las condiciones de estrés (28). El GSH mantiene el estado redox celular y afecta la sefializacion redox, la proliferacion celular, la muerte y la
homeostasis del GSH se regula mediante la sintesis de novo, asi como el estado redox del GSH. De esta manera, Nrf2 es fundamental para mantener el
estado redox del GSH a través de la regulacion transcripcional de GSR y proteger a las células contra el estrés oxidativo (29).
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La glutamato cisteina ligasa (GCL) es una enzima que desempefia un papel fundamental en la sintesis de GSH. La subunidad catalitica de GCL es un
componente clave de esta enzima. Ademas, el primer paso en la sintesis de GSH lo lleva a cabo la GCL, que esta compuesta por subunidades cataliticas
(GCLC) y modificadoras (GCLM) (30). Por lo tanto, la glutamato-cisteina ligasa, también conocida como gamma-glutamilcistina sintetasa, es la primera

enzima limitante de la velocidad de la sintesis de glutation (31).

Hemooxigenasa 1

La hemooxigenasa-1 (HO-1) es una enzima citoprotectora que responde a estimulos oxidativos y/o inflamatorios y tiene la capacidad de reducir el estrés
oxidativo. Una de las principales funciones de la HO-1 es metabolizar el hemo que se acumula en los tejidos como resultado del recambio de glébulos

rojos (32). HO-1 es un gen regulado por Nrf2, ya que se encuentra entre los genes objetivo de Nrf2, que se expresa significativamente en diferentes tipos de
células (33). En condiciones homeostaticas, la expresion de HO-1 es baja o nula en la mayoria de las células y tejidos. Sin embargo, la mayoria de las

células regulan al alza la HO-1 en respuesta a una gran cantidad de estimulos prooxidantes y brinda proteccion contra el dafio oxidativo.

La expresién de HO-1 esta en gran medida bajo el control del Nrf2 sensible al rédox, que se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE) en la regién

promotora de muchos genes antioxidantes, incluido HMOX1 (HO-1 codificado por el gen HMOX1 en humanos) (34).

Senalizacion redox

La transduccion de sefiales por transferencia de electrones, o sefializacion redox, requiere que un electréfilo (una molécula que atrae electrones)
reaccione con un nucledfilo (una molécula que cedera electrones). La sefializacion redox implica reacciones en las que un electrdfilo quita electrones y
deja al nucledfilo en un estado mas oxidado (reaccién de oxidacién). En esta situacion, el electréfilo se denomina oxidante (35). Por otra parte, el
estrés reductivo se caracteriza por un exceso de donantes de electrones celulares. Cuando las condiciones dan lugar a proporciones en las que los
antioxidantes superan a los prooxidantes, se produce estrés reductivo con la consiguiente acumulacion excesiva de equivalentes reductores como el
dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADH) reducido, por ejemplo, superando las actividades compensatorias de las oxidorreductasas

reguladoras (54). En resumen, la oxidacioén y la reduccion por pérdida o ganancia de un electrén inducen cambios en las caracteristicas estructurales y

funcionales de las moléculas, modificando asi los procesos de sefializacion (36).

La sefializacién redox es parte de la fisiologia normal de todas las células, incluido el crecimiento estimulado por flujo de las células endoteliales,

y también desempefia un papel importante en las respuestas fisiopatolégicas, como las que se producen en la lesién por isquemia/reperfusion. A

diferencia de la sefializacion por segundos mensajeros como el AMPc, la sefializacion por especies reactivas, que incluye la modificacion quimica

de un residuo de cisteina de la proteina de sefializacion diana, en lugar de la unién no covalente a una proteina (35). Los eventos relacionados

con la sefalizacién redox se desencadenan bajo niveles fisiolégicos de estrés oxidativo y nitrosativo, y los flujos temporales en la homeostasis se

restauran a través de la desglutation de los sensores redox y el aumento de los niveles de GSH/GSSG (37). Las principales moléculas que participan en

la sefializacion redox son las especies reactivas de oxigeno (ROS) (36). Las ROS son compuestos que se generan como subproductos de la

fosforilacion oxidativa (metabolismo aerdbico) en las mitocondrias o mediante oxidasas NADPH inducidas por sefializacion celular en el citosol (38). Incluye
moléculas como el anién superdxido, el peréxido de hidrégeno y los radicales hidroxilo, todos los cuales tienen propiedades quimicas inherentes que
confieren reactividad a diferentes objetivos bioldgicos. Las ROS a menudo se asocian con el estrés oxidativo, lo que sugiere que inducen dafios en los
lipidos, las proteinas y el ADN. Sin embargo, en las ultimas dos décadas se ha vuelto evidente que las ROS también sirven como moléculas de sefializacién
para regular los procesos bioldgicos y fisioldgicos. Parece que, al principio de la evolucién, la naturaleza seleccioné a las ROS como un mecanismo de
transduccion de sefiales para permitir la adaptacion a los cambios en los nutrientes ambientales y el entorno oxidativo. De hecho, en los procariotas, existen
mecanismos bien descritos por los cuales las ROS activan directamente los factores de transcripcién para la adaptacién al estrés (39).

Estudios de moléculas de senalizaciéon redox

Un ensayo doble ciego controlado con placebo de ocho semanas de duracién en humanos demostré que el consumo de moléculas de sefializacion redox
(MRS) desemperfiaba un papel en la modulacién de la expresién génica, vinculandola a funciones clave y vias importantes en las células. Se demostré que
algunos de estos genes estaban regulados positivamente y conectados a la transcripcion de genes cruciales. Después de un andlisis del perfil transcripcional,
se observo que cinco genes presentaban un cambio significativo en su expresion, en comparacién con los sujetos que no recibieron MRS: KCTD12, EGR1,
PYROXD1, IRAK3 y CCR10.
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Es interesante observar que la expresion de estos genes volvié a sus valores iniciales cuando se suspendio el consumo de RSM, lo que sugiere que es

necesario el uso continuo de estas moléculas para mantener la modulacién del perfil transcripcional.

Los genes KCTD12, EGR1, PYROXD1, IRAK3 y CCR10 se analizaron utilizando PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) y
Wikipathways para identificar su relacion con diferentes vias. Algunas de las vias son la via de sefializacion del factor neurotréfico derivado del cerebro,
la via de sefializacion de la hormona estimulante de la tiroides humana, la via Nrf2, la via de sefializacion VEGFA-VEGFR2 y otras. Estas y otras vias

relacionadas con estos genes son cruciales para la salud y el funcionamiento celular.

Se descubrié que la via Nrf2 es responsable de activar y desactivar genes que son esenciales para producir proteinas protectoras, como el glutation, que

combatiran los compuestos dafinos en el cuerpo. Esta via es capaz de activar y desactivar la expresion genética (40; 41; 42). [ ——

También se entiende que Nrf2 es un regulador crucial de la respuesta antioxidante (43; 42), pramoviendo la resiliencia celular al estrés (44; 45). N
Cuando se activa esta via, las células pueden enfrentarse a amenazas, responder y restaurar sus funciones porque la activacion de la via Nrf2 promueve la
homeostasis celular (46; 47; 48). e

Ademas, los genes que responden a la via Nrf2 estan involucrados en la proteccion de las células contra el estrés oxidativo (43). De hecha,la via Nrf2 es una
de las principales vias implicadas en la adaptacion al estrés (49; 50) Cuando se activa Nrf2,_se praducen mas proteinas antioxidantes en el cuerpo para combatir
el estrés oxidativo (51). =

Las moléculas de senalizacion redox funcionan en AREC32

(linea celular reportera derivada de MCF7 mamaria humana) Y CELULAS HEPG2 (linea celular no tumorigena de hepatoma humano)

1- Método

Cultivo celular en células AREc32 y HepG2

La linea celular AREc32 es una linea celular MCF7 transfectada de manera estable que contiene una construccion del gen de la luciferasa bajo el control
de ocho copias del gen ARE Gsta2 de rata. Las células hepaticas humanas HepG2 poseen muchas de las funciones especializadas que caracterizan a los
hepatocitos humanos normales. Ambas células se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Thermo Fisher Scientific, Australia)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Sigma-Aldrich, Australia), 1% de penicilina (Sigma-Aldrich, Australia) en un entorno de cultivo de tejidos
humidificado a 37 °C con 5% de CO2. Las células cultivadas con mas del 90% de confluencia se digirieron con 0,25% de tripsina (Thermo Fisher

Scientific, Australia) para los siguientes bioensayos.

Preparacion de solucién de agua electrolizada.

Los RSM se generaron y estabilizaron de acuerdo con un proceso electroquimico patentado. La presencia de RSM se determiné utilizando métodos analiticos

apropiados. Se prepararon diferentes muestras de RSM y se analizaron para detectar la actividad de Nrf2 (Tabla 1).
Tabla 1. Muestras de RSM proporcionadas

Etiqueta Informacion

Control negativo 0,27 % NaCl

RSM Moléculas de seRalizacion redox
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Ensayo de luciferasa Nrf2 en células AREc32

Las muestras de RSM se sometieron a un ensayo de luciferasa Nrf2 utilizando células AREc32 para el examen de la actividad de Nrf2, donde la expresién de
luciferasa se induce a través de una construccion del gen reportero Nrf2 transfectado de manera estable. La terc-butilhidroquinona (tBHQ), el aditivo
alimentario sintético que activa potentemente Nrf2, se utilizé como control positivo. El control utilizado consistié en la mezcla de NaCl al 0,27 %, recolectada antes

de la electrdlisis.

Las células AREc32 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1 x 106 células/pocillo y se trataron con muestras de RSM cuando alcanzaron una
confluencia del 90%. Después de 24 h, todos los sobrenadantes se llevaron a placas nuevas de 96 pocillos para el ensayo de glutation. Las células de las

placas originales se mezclaron con tampén de lisis Triton (20 pL). Los lisados celulares se obtuvieron agitando la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se congelaron durante 20 minutos a -20 °C. Finalmente, se recogieron los lisados celulares (15 pL) y se transfirieron a una placa blanca de 96 pocillos de microtiro.
Se afiadié tampon de luciferina (100 L) al 96-WP y se registré la bioluminiscencia en 5 minutos [19]. La activacion de Nrf2 se calculé mediante el cambio de

pliegue en comparacién con el control negativo (células con medio solamente).

Viabilidad celular

La viabilidad celular de las células AREc32 después del tratamiento de muestras de RSM durante 24 h se controlé mediante el ensayo Alamar Blue, que se

utiliza ampliamente para las pruebas de viabilidad celular. Después de la eliminacién de los sobrenadantes, las células AREc32 se expusieron a 100 uL de
solucién de colorante Alamar Blue. Posteriormente, la placa se incubd durante 2 h mas en una incubadora humidificada a 37 °C. La densidad éptica de cada
pocillo se determind a partir de la medicion de la excitacion a 545 nm y la emision a 595 nm utilizando un lector de microplacas. La absorbancia en el grupo de
control (células con medio Unicamente) se consideré como una viabilidad celular del 100 %, y la viabilidad celular después del tratamiento se calculé normalizando

la absorbancia en relacién con el control para determinar el porcentaje.

Medicion de glutation mediante cromatografia liquida de alto rendimiento y deteccion de fluorescencia

La derivatizacién del glutation en muestras y estandares mediante 4-fluoro-7-aminosulfonilbenzofurazano (ABD-F) se realiz6 como se describe en Steele et al.,
2012 y Afzal et al., 2023.

Se prepar6 una solucion estandar compuesta por 800 mM de cisteina y 50 mM de cisteina-glicina, homocisteina y glutatién (GSH) y luego se diluyé
secuencialmente dos veces en agua o DMEM. Cada solucién se mezclé con un volumen igual de acido 5-sulfosalicilico al 1 % que contenia 1 mM de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), antes de centrifugar a 14 000 g durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, el sobrenadante se traslado a tubos nuevos y se
almacenod a -80 °C, antes de su uso en reacciones de derivatizacion de ABD-F.

El sobrenadante recolectado de las células AREc32 después de varios tratamientos se retird del congelador y se dejé que alcanzara la temperatura ambiente.

Los viales se colocaron en un bloque de calentamiento ajustado a 35 °C y luego se agregaron 50 pL del sobrenadante. La reduccién de los enlaces de sulfuro

se logré con la adicion de 30 pL de clorhidrato de tris (2-carboxietil) fosfina 1 mM y, posteriormente, se agregaron 30 pL de N-acetil cisteina 50 mM para que
actuara como estandar interno. A esto le siguié una incubacién a 35 °C durante 5 minutos. Se agregaron a la muestra 100 pL de tampdn de borato seguido de 30 pL
de ABD-F. Luego, la muestra se incubé a 35 °C durante 10 minutos adicionales, antes de que se detuviera la reaccion de derivatizacién mediante la adicién de

50 pL de acido clorhidrico 2 M. Para eliminar cualquier particula, los viales de microcentrifuga se centrifugaron a 14.000 g durante 5 minutos a 4 °C.

Las soluciones mezcladas se colocaron luego en viales de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y se cargaron en el muestreador automatico de un
sistema HPLC Dionex que consta de un inyector de muestra automatico WPS-3000, bombas Ultimate 3000, un muestreador automatico ACC-3000, un
compartimento de columna y un detector de fluorescencia FLD-3100. El sistema estaba equipado con un Luna RP-18 con tapa protectora en el

extremo mediante un cartucho SecurityGuard C18 en un soporte de cartucho SecurityGuard suministrado por Phenomenex. El sistema de datos de

cromatografia Chromeleon 7.0 de Dionex se utilizé para controlar los instrumentos, adquirir datos y cuantificar las areas de los picos.

Andlisis de transferencia Western

Las células HepG2 se cultivaron en matraces T75 hasta la confluencia. Luego, las células se trataron con medio, 50 uM tBHQ, V10 v1, V10 v2 a una
concentracion eficaz para la activacion de Nrf2. Después de la incubacién durante 24 h, los pellets celulares se recolectaron mediante centrifugacion a 500
g durante 5 min a 4 °C. Los pellets celulares se mezclaron con un tampén de ensayo de radioinmunoprecipitacion con inhibidores de proteinasa al 1% y sus

concentraciones se dilucidaron utilizando el kit de ensayo de proteinas PierceTM BCA. Las proteinas totales de cada muestra a 10 mg/mL fueron
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Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y luego se transfirieron a la membrana PVDF mediante el dispositivo de transferencia de gel
iBlot 2. Las membranas se incubaron con 3% de albimina de suero bovino (BSA) disuelta en PBST [tampén PBS mas 1% de Tween 20 durante 1 h a
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con anticuerpos primarios contra GCLC, HO-1 durante la noche a 4 °C. La gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (conocida como GAPDH) se utilizé6 como control de carga. Los anticuerpos primarios se sondearon con anticuerpos secundarios
conjugados con HRP anti-conejo a temperatura ambiente durante 2 h. Todos estos anticuerpos se adquirieron de Cell Signaling Technology. Las bandas

de inmunorreactividad en las membranas se incubaron con el kit SuperSignal West Pico Plus ECL y se visualizaron con el iBright CL750. Se

analizaron bandas especificas y se cuantificé la intensidad utilizando el software ImageJ.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc., EE. UU.). Los datos se presentaron como media +
error estandar de la media (SEM) de al menos tres experimentos individuales. La comparacién estadistica entre grupos se realizé mediante ANOVA de una
via con la prueba de Tukey, y se considerd estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

2- Resultados y conclusiones

Viabilidad celular

Inicialmente se evalué la viabilidad celular en funcion de la dosis-respuesta para comprender cémo responderian las células AREc32 a concentraciones
variables de moléculas de sefializacion. Esto determiné la concentracion en la que el RSM podria ser téxico para las células y también identifico las
pruebas de rango de dosis 6ptimas.

La prueba evalla la capacidad de las células para sobrevivir y funcionar cuando se exponen a RSM. Los resultados mostraron que estaban vivas y
pudieron mantener su integridad estructural y funcional durante todo el experimento (Figura 7).

Activacion de Nrf2

La mayoria de las muestras mostraron una leve activacion de Nrf2 en comparacion con las células inactivadas. Se observé una activacion perceptible
de la via Nrf2 en las células tratadas con RSM. Las células expuestas a RSM exhibieron un aumento en la activacion de Nrf2 (Figura 7), lo que
sugiere que el suplemento presenté un potencial para inducir una respuesta antioxidante celular a través de la via Nrf2, contribuyendo a la defensa
celular contra el estrés oxidativo y promoviendo la salud celular general.

Las pruebas sobre la viabilidad celular y la activacién de Nrf2 resultantes del tratamiento con RSM se realizaron por triplicado en dos laboratorios de
investigacion diferentes (Tabla 2).
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Figura 7: Viabilidad celular cuando se afiadié RSM al medio de cultivo en diferentes concentraciones (A). Activacion de Nrf2 por RSM (B).

p<0,0001 vs. Negativo. Control negativo en el que las células no recibieron RSM. Las estadisticas se realizaron mediante ANOVA de una via.

analisis en GraphPad Prism 9.

Ademas, otro laboratorio de investigacion ha analizado la actividad de Nrf2 de las muestras para verificar los resultados. En general, los resultados de la

investigacion son similares. Los resultados detallados y la comparacién entre los dos investigadores para la activacion de Nrf2 se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. RSM de los efectos maximos de Nrf2 a nivel nacional

Instituto de Medicina Complementaria (NICM) y Facultad de
Medicina (SOM).

Etiqueta Resultados Nrf2 de NICM Resultados Nrf2 de SOM
Control negativo 1 1

RSM 1,63 0,52 2,25+0,19

Control positivo 12,43 + 2,93 16,89 + 3,62

Los resultados muestran el cambio en la activacién de Nrf2 en comparacion con el control negativo en el que no se afiadié ningun tratamiento al cultivo. Se

demuestra una activacion perceptible de la via Nrf2 en las células tratadas con RSM.

En la Tabla 2, dos laboratorios independientes han obtenido resultados comparables al analizar la actividad de Nrf2. Estos hallazgos consistentes han

llevado a la seleccién de la muestra para realizar mas experimentos mecanisticos destinados a investigar el potencial antioxidante regulado por Nrf2.

Aumento de la expresién de GSH regulada por Nrf2

Para investigar un posible aumento de la producciéon de GSH por parte de moléculas de sefializacion redox, se determinaron los niveles extracelulares de GSH
y del tiol CysGly derivado en células AREc32 mediante HPLC con deteccion de fluorescencia. La activacion con RSM resulté en un aumento de 1,52 veces.
También notamos una disminucién significativa en las producciones de cisteina y CysGly por RSM. Estos resultados sugirieron que RSM indujo el

metabolismo para aumentar la expresion de GSH.
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Figura 8: Expresiones de (A) GSH, (B) Cisteina, (C) CysGly y (D) Homocisteina inducidas por RSM en células AREc32. Las células inactivadas

representan células sin tratamiento con RSM. tBHQ (terc-butilhidroquinona): control positivo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
en comparacion con las células inactivadas mediante ANOVA de una via.

Aumento de la expresion de GCLC y HO-1 regulada por Nrf2

Para complementar la medicion de la actividad de la luciferasa de Nrf2, se investigé mediante Western blot el efecto de RSM en la expresion de las
proteinas diana reguladas por Nrf2, GCLC y HO-1. Para estos experimentos se utilizaron células HepG2, una linea celular de hepatoma humano que
se utiliza habitualmente en estudios de metabolismo de farmacos y hepatotoxicidad. El control positivo tBHQ (50 uM) aumenté significativamente la
expresion de GCLC y HO-1 (Figura 8). El analisis Western blot para la expresion de las proteinas antioxidantes GCLC demostré que RSM exhibio
expresiones mas altas de esta proteina en comparacion con el control negativo (p<0,01). Ademas, RSM a la concentracion de 0,25 mg/L indujo una
HO-1 significativamente mayor, lo que sugiere actividades antioxidantes prominentes.
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Figura 9: Expresion de proteina GCLC mediante analisis Western blot. Las células HEGP2 se cultivaron en matraces T75 y se trataron con RSM

durante 24 horas. (A) Niveles de expresion de proteina de GCLC con experimento n=3. (B) Los datos se analizaron con ImageJ y se ingresaron en

Graphpad Prism 9. *p<0,05, ** p<0,01 frente al control negativo (Neg. Con; células cultivadas solo con medio).
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Figura 10: Expresion de la proteina HO-1 mediante analisis Western blot. Las células HEGP2 se cultivaron en matraces T75 y se trataron con

RSM durante 24 horas. (A) Niveles de expresion de proteina de HO-1 con un experimento de n=3. (B) Los datos se analizaron mediante ImageJ y

se ingresaron en Graphpad Prism 9. *p<0,05, ** p<0,01 frente al control negativo (Neg. Con; células cultivadas solo con medio).
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En resumen, las células que fueron expuestas a RSM mostraron una regulacion positiva de GCLC y HO-1 en comparacion con los controles a los que no se afiadié RSM,

lo que significa que el RSM esta aumentando la tasa a la que se producen estas proteinas.

El aumento de la expresion de GCLC es parte de la respuesta adaptativa de la célula para contrarrestar el estrés oxidativo y mantener el equilibrio redox. GCLC cataliza la
formacion de un dipéptido, gamma-glutamilcisteina, que es un precursor para la sintesis posterior de GSH. Como GSH desempefa un papel vital en la neutralizacién de ROS,
la desintoxicacion de sustancias nocivas y la proteccion de las células del dafio inducido por el estrés oxidativo, la regulacién positiva de GCLC podria servir como un

mecanismo de proteccién para mejorar la capacidad antioxidante celular y promover la supervivencia celular en condiciones de mayor estrés oxidativo.

La regulacién positiva de HO-1 puede considerarse una respuesta protectora y adaptativa a diversos factores estresantes celulares, incluido el estrés oxidativo, y una
parte de los mecanismos de defensa celular contra el estrés que pueden contribuir a mantener la homeostasis celular y promover la supervivencia celular en condiciones

dificiles.

Las moléculas de senalizacion redox funcionan en las células FEK4

(fibroblastos primarios del prepucio humano)

1- Método

Cultivo celular y ensayo MTT

Las células FEK4 se cultivaron durante 48 horas en medio sérico al 15 % durante la noche. Se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 10 min,
se permeabilizaron con tritén al 0,1 % durante 15 min, se bloquearon con BSA al 2 % durante 45 min y se cultivaron con anticuerpo policlonal Nrf2 (1:100) en BSA al 0,1 %

a 4 °C durante la noche, luego se tifieron con Alexa fluor plus 488 (1:2000) en BSA al 0,1 % durante 45 min y una gota de DAPI antes de la obtencion de imagenes.

Las células FEK4 de fibroblastos primarios de piel humana se sembraron el dia 0. Después de 48 h en cultivo, se cambio el medio y se afiadié RSM al cultivo en una
proporcion de dilucion de 1:1 en el medio. Después de 24 horas en cultivo en presencia de RSM, las células se fijaron y se procedié a la inmunocitoquimica con el

anticuerpo Nrf2 y el marcador nuclear DAPI.

Viabilidad celular

El ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es un método comunmente utilizado para evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro.
Brevemente, las células se cultivaron en un medio (en presencia o no de RSM) en condiciones estandar (37 °C, 5 % de CO2) hasta que alcanzaron la confluencia
deseada. Se retir6 el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se agrego6 solucion de MTT a cada cultivo. Las células metabdlicamente activas redujeron el MTT a
formazan. EI MTT se aspir6 cuidadosamente, se reemplazé con DMSO para disolver los cristales de formazan y se pipeteé hacia arriba y hacia abajo para mezclar.
Después de mezclar, se midié la absorbancia de cada pocillo con un lector de microplacas. La absorbancia se correlaciona con el niUmero de células viables. Los datos

recopilados se analizaron para determinar y calcular los porcentajes de viabilidad.

Ensayo de glutation

Las células se cultivaron en un medio normal hasta que se alcanzoé la confluencia. El medio se retird y se reemplazé por un medio nuevo que contenia RSM en una
proporcién de 1:1 que contenia 50 uM de sulféxido de butionina (BSO). Los controles se cultivaron sin BSO, un inhibidor bien conocido de la gamma-glutamilcisteina

sintasa, que es el primer paso de la sintesis de GSH. Después de 24 horas en cultivo, se realizé el ensayo de glutatién utilizando Bio-Rad (ensayo de Bradford). El ensayo de
proteinas de Bradford es un procedimiento colorimétrico simple y preciso para determinar la concentracién de proteina (glutation en este caso) en solucién. Cuando el
colorante se une a la proteina, se convierte en una forma azul no protonada estable (Amax = 595 nm). Es la forma de colorante de proteina azul la que se detecta a

595 nm en el ensayo utilizando un espectrofotémetro o un lector de microplacas.
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Activacion/translocacion nuclear de Nrf2

Se sembraron células FEK4 de fibroblastos primarios de piel humana y se cultivaron en un medio en condiciones estandar (37 °C, 5 % de CO2). Una vez que las células
alcanzaron la confluencia deseada, se afiadi6 RSM al cultivo a una tasa de dilucién de 1:1 en el medio. Las células se cultivaron en el medio.

presencia de RSM durante 24 h. Después de ese periodo, se retird el medio, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se fijaron en
formaldehido. Las células fijadas se permeabilizaron con Triton X-100 y los sitios de unién no especificos se bloquearon con BSA. Las células se incubaron con anticuerpo
primario (anti-Nrf2), luego se lavaron con PBS y se incubaron nuevamente con anticuerpo secundario. Las células también se tifieron con DAPI, para la localizacién
nuclear. Las células cultivadas se montaron en portaobjetos de microscopio utilizando medio de montaje y las células tefiidas se visualizaron utilizando un microscopio de

fluorescencia.

2- Resultados y conclusiones

Viabilidad celular

Los datos obtenidos con los ensayos MTT mostraron que los tratamientos nocturnos de las células con RSM en diferentes proporciones de dilucién utilizadas no

disminuyeron la viabilidad celular de las células tratadas, en comparacién con el control no tratado (Figura 11).

Moléculas de sefalizacién redox y

viabilidad celular

110
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©
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R 10
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Control

Relacién de dilucién de RSM en el medio

Figura 11: Datos expresados como porcentaje de viabilidad celular de células tratadas con diferentes concentraciones de RSM en comparacién con el

grupo de control sin tratar, que representa el 100 %. Datos presentados como promedio de al menos 3 experimentos independientes (n=3) +/-

desviaciones estandar mostradas como barras de error.

Ensayo de glutation

Las células que estuvieron expuestas a RSM durante la noche mostraron un aumento en los niveles intracelulares de GSH del 40% (un aumento de 0,4 veces) en

comparacion con el control no tratado (Figura 12A).

La butionina sulfoximina (BSO) es un inhibidor conocido de la gamma-glutamilcisteina sintasa, que es el primer paso de la sintesis de GSH.
El tratamiento de las células con BSO solo redujo el nivel intracelular de GSH a 0,5 veces el de los fibroblastos de control no tratados. Sin embargo, en las células tratadas
con BSO, la adicién de RSM mostré capacidad para restaurar el nivel intracelular de GSH hasta 0,55 veces (55%). Por lo tanto, la adicion de moléculas de sefializacion

demostrd restaurar la produccion de GSH en las células cultivadas (Figura 12B).
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A. Niveles de GSH sin BSO B. Niveles de GSH con BSO
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Figura 12: A. Niveles de glutatién (GSH) en células expuestas a moléculas de sefializacion redox (RSM) en comparacién con células no tratadas
(control sin tratamiento). B. Las células tratadas con butionina sulfoximina (control tratado con BSO) y RSM mostraron una mayor expresion de GSH

en comparacion con las células tratadas con BSO. Los datos se calibraron como nanomoles de GSH por mg de proteina y luego se graficaron como

cambio en el GSH en comparacién con el control sin tratamiento, que se establecié arbitrariamente como 1. Los datos se presentaron como un promedio

de al menos 3 experimentos independientes (n = 3).

Translocacién de Nrf2 al nucleo

La figura 15 muestra que las moléculas de sefializacion redox pudieron promover la translocacion de Nrf2 al nucleo (columna 3, coloracion aguamarina del
nucleo) cuando las células estuvieron expuestas al tratamiento durante la noche. Estos resultados son consistentes con las capacidades superiores de las

moléculas de sefalizacion redox para aumentar los niveles intracelulares de GSH.

Dark field Nrf2 Nrf2 + DAPI

Sin tratamiento
control

Renu28

Figura 13: Analisis de inmunofluorescencia de fibroblastos primarios de piel humana FEK4 tratados con moléculas de sefializacion redox (RSM) o en
comparacioén con células no tratadas (control no tratado). Columna 1, inmunocitoquimica para localizar proteinas NRF2 y translocacion de Nrf2 al nucleo.

Columna 2, tincién nuclear con DAPI. Columna 3, imagen fusionada de la localizacion de la proteina NRF2 y tincion nuclear. Los datos son representativos

de 3 experimentos independientes. Intensidad de fluorescencia media (MFI). La cuantificacion de la translocacion de Nrf2 al ndcleo se realizé utilizando el

software Image J.
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RSM y Nrf2 — comentarios finales

La investigacion sobre el papel de las moléculas de sefializacion redox (RSM) en las células AREc32 y HepG2, asi como en las células FEK4, ha arrojado
resultados esclarecedores sobre su impacto en las vias que protegen a las células del estrés oxidativo. Los experimentos proporcionaron informacion

sobre las respuestas celulares de Nrf2 a las RSM y también demostraron la capacidad de las RSM para aumentar la produccion de glutation en las células.

Los resultados indicaron que el RSM induce una activacion perceptible de la via Nrf2 en las células AREc32 y HepG2, lo que contribuye a

la defensa celular contra el estrés oxidativo. La activacion constante de Nrf2, verificada por laboratorios independientes, refuerza la fiabilidad
de nuestros hallazgos. Ademas, la investigacion sobre el potencial antioxidante regulado por Nrf2 revelé un aumento de las expresiones de
GCLC y HO-1, lo que sugiere una respuesta adaptativa celular para mejorar la capacidad antioxidante (43).

Ademas, la exploracion sobre el papel de la RSM se extendié a las células FEK4, donde las moléculas de sefializacién redox no demostraron toxicidad
celular ni deterioro de la viabilidad celular. Los resultados mostraron que la RSM fue capaz de aumentar y/o restaurar los niveles intracelulares de glutation,
después del tratamiento con BSO, asi como de promover la translocacién de Nrf2 al nicleo. Estas observaciones sugieren el potencial de la RSM para apoyar
la salud celular y los mecanismos de defensa antioxidante.

Los resultados positivos obtenidos a partir de diferentes lineas celulares y ensayos han proporcionado una perspectiva integral sobre el impacto multifacético de las
moléculas de sefalizacion redox en las funciones celulares. Estos hallazgos contribuyen al creciente corpus de conocimientos en el campo de la sefalizacién

redox y pueden allanar el camino para futuros estudios que permitan desentrafiar las vias subyacentes implicadas en la respuesta de la RSM al estrés celular.

Estos estudios demostraron resultados consistentes y prometedores que vinculan el papel del RSM con Ia resiliencia celular y la defensa antioxidante. De
hecho, esta investigacion puede sentar las bases para futuras investigaciones, lo que podria conducir al desarrollo de enfoques innovadores para la mejora
de la salud celular y el manejo del estrés oxidativo.
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