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1. RESUMEN 

Idelfonso García Osiris Germán. Respuesta de las interacciones óxido-reducción 

(redox) sensibles de la nucleorredoxina (NXN) ante el estrés oxidante producido por 

la enfermedad hepática alcohólica (EHA) durante el envejecimiento en el hígado del 

ratón (bajo la dirección de: Dr. Jaime Arellanes Robledo y Dr. Héctor Fernando 

Serrano). 

El envejecimiento se caracteriza por el aumento de especies reactivas que 

conducen al desequilibrio redox, el daño oxidante y la senescencia. Los efectos 

adversos del consumo de etanol potencian las alteraciones asociadas al 

envejecimiento y promueven varias enfermedades, entre ellas las hepáticas. La 

NXN es una enzima redox sensible que ataca a las especies reactivas del oxígeno 

(ERO) y regula procesos celulares claves, a través de interacciones proteína-

proteína. Aquí, determinamos el efecto del consumo crónico de etanol sobre las 

interacciones redox dependientes de la NXN en el hígado de ratones envejecidos. 

Encontramos que el consumo crónico de etanol promueve preferentemente la 

localización de la NXN dentro o junto a las células senescentes, disminuye su 

capacidad de interacción y altera la proporción de interacción de la NXN con las 

proteínas FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1 durante el envejecimiento. Además, 

incrementa el nivel de proteínas carboniladas y la proliferación celular, y se invierte 

las proporciones de colágeno I y colágeno III. En conclusión, demostramos un 

fenómeno emergente asociado a la alteración de la homeostasis redox durante el 

envejecimiento, el cual se demuestra a través de la disminución de la capacidad de 

la NXN para interaccionar con sus proteínas asociadas, que se ve potenciada por 
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el consumo crónico de etanol en el hígado de ratón. Esta evidencia abre una 

ventana atractiva para dilucidar las consecuencias tanto del envejecimiento como 

del consumo crónico de etanol en las vías de señalización reguladas por las 

interacciones redox-sensibles dependientes de la NXN. 

ABSTRACT 

Aging is characterized by increased reactive species leading to redox imbalance, 

oxidative damage, and senescence. The adverse effects of alcohol consumption 

potentiate the aging-associated alterations promoting several diseases including 

liver diseases. Nucleoredoxin (NXN) is a redox-sensitive enzyme that targets 

reactive oxygen species and regulates key cellular processes through redox protein–

protein interactions. Here, we determine the effect of chronic alcohol consumption 

on NXN-dependent redox interactions in the liver of aged mice. We found that 

chronic alcohol consumption preferentially promotes the localization of NXN either 

into or alongside senescent cells, declines its interacting capability, and worsens the 

altered interaction ratio of NXN with FLII, MYD88, CAMK2A, and PFK1 proteins 

induced by aging. In addition, carbonylated protein and cell proliferation increased, 

and the ratios of collagen I and collagen III were inverted. Thus, we demonstrate an 

emerging phenomenon associated with the altered redox homeostasis during aging 

shown by the declined capability of NXN to interact with partner proteins, which is 

enhanced by chronic alcohol consumption in the mouse liver. This evidence opens 

an attractive window to elucidate the consequences of both aging and chronic 

alcohol consumption on the downstream signaling pathways regulated by NXN-

dependent redox-sensitive interactions. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Envejecimiento 

El envejecimiento conduce al deterioro progresivo de la homeostasis a nivel 

genómico, celular y tisular, lo que aumenta el riesgo de diversas enfermedades. Se 

ha descrito que el envejecimiento está estrechamente relacionado con la aparición 

de alteraciones epigenéticas, inestabilidad genómica, desgaste de los telómeros, 

pérdida de proteostasis, desregulación de la detección de nutrientes, comunicación 

intracelular alterada, disfunción mitocondrial, agotamiento de las células madre, 

senescencia celular, inflamación e incremento del estrés oxidante (Lopez-Otin et al., 

2013). El envejecimiento influye más que cualquier otro factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades crónicas. Además, existe una considerable 

superposición entre las características del envejecimiento y los mecanismos 

patogénicos de estas enfermedades (Niccoli & Partridge, 2012). 

El hígado es un órgano metabólico complejo esencial para mantener la homeostasis 

de todo el cuerpo mediante la regulación del metabolismo energético, la eliminación 

de xenobióticos y la biosíntesis molecular, por lo tanto, los cambios en la función 

hepática relacionados con la edad contribuyen a la susceptibilidad sistémica de las 

enfermedades relacionadas con la edad. Por ejemplo, el hígado regula el 

metabolismo energético sistémico a través de la homeostasis hepática de la glucosa 

y los lípidos (Rui, 2014).  

2.2 Características del envejecimiento en el hígado 

Diversos estudios han examinado los efectos del envejecimiento en el tejido 

hepático, donde se observan principalmente cambios en los hepatocitos, además, 
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han reportado sobre los efectos del envejecimiento sobre alteraciones genéticas y 

mitocondriales en este órgano (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema general de las características que contribuyen al proceso del 

envejecimiento. En conjunto, los siguientes factores determinan el fenotipo del envejecimiento, 

como la inestabilidad genómica, desgaste de los telómeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la 

proteostasis, detección desregulada de nutrientes, disfunción mitocondrial, agotamiento de las 

células madre, comunicación intercelular alterada y senescencia celular. Imagen modificada de 

(Lopez-Otin et al., 2013). 
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2.2.1 Inestabilidad genómica 

La inestabilidad genómica resulta de la acumulación del daño genético a lo largo de 

la vida promovido por factores exógenos y a través de errores de replicación del 

ADN, estrés oxidante y cambios en la transcripción genética (Lebel et al., 2011). En 

los modelos de ratones envejecidos inducidos por mutaciones en la reparación del 

ADN, se ha demostrado que el hígado envejecido acumula reordenamientos 

genómicos (Gregg et al., 2012). Los hígados de ratones envejecidos tienen 

translocaciones cromosómicas y deleciones, posiblemente mediadas por especies 

reactivas de oxígeno (ERO) (Lebel et al., 2011). El envejecimiento del hígado tiene 

una mayor incidencia de hepatocitos poliploides con una tasa reducida de síntesis 

y reparación del ADN (Basso et al., 1998). Debido a la evidencia antes mencionada, 

la inestabilidad genómica puede ser un iniciador importante del fenotipo de 

envejecimiento en el hígado (Bao et al., 2023). 

2.2.2 Desgaste de los telómeros 

El ADN telomérico se acorta con un número creciente de divisiones celulares, y la 

disfunción de los telómeros provoca una respuesta de daño al ADN (DDR). Esto, a 

su vez, induce la detención del ciclo celular y la expresión del factor proinflamatorio, 

lo que en última instancia conduce al envejecimiento del organismo. La longitud de 

los telómeros está controlada por la actividad de la telomerasa, y puede aumentar 

y mejorar la integridad de los cromosomas, por lo tanto, se prolonga la vida del 

organismo (Zhu et al., 2019).  

Un estudio sobre los efectos del envejecimiento en los telómeros de ratones en 

diferentes tejidos, encontró que los telómeros en el hígado disminuyeron en longitud 
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en ratones envejecidos, junto con cambios en el hipocampo, la hipófisis, la retina, 

los riñones y la piel (Baek et al., 2019). 

2.2.3 Alteraciones epigenéticas 

Las alteraciones epigenéticas se refieren a cambios en el fenotipo o la expresión 

genética causados por mecanismos distintos a los cambios en la secuencia del 

ADN. Los mecanismos epigenéticos incluyen la metilación del ADN, modificaciones, 

remodelación de la cromatina y alteración transcripcional por el ARN no codificante 

(ncRNA) (Sen et al., 2016). 

La desregulación de las redes transcripcionales y el estado de la cromatina que 

sustentan la expresión genética es un factor crucial en el envejecimiento. Existe un 

conjunto complejo de procesos involucrados en la regulación de la expresión 

genética influenciados por el envejecimiento, incluida la metilación del ADN, 

factores de transcripción, marcas de histonas, posicionamiento de nucleosomas y 

ncRNA (Benayoun et al., 2015). 

En el hígado, hay cambios relacionados con la edad en la metilación del ADN que 

se correlacionan con la edad cronológica (Meer et al., 2018). Durante el 

envejecimiento en el ratón se han observado muchos cambios en la red de 

transcripción, incluidas alteraciones importantes en la caja O de Forkhead (FOXO), 

un factor de transcripción clave implicado en el envejecimiento (Martins et al., 2016). 

El posicionamiento de los nucleosomas también es fundamental para la expresión 

genética y la mayoría de los procesos relacionados con el ADN. Hay cambios 

relacionados con la edad en los nucleosomas en el hígado del ratón que contribuyen 

a la disfunción metabólica (Bochkis et al., 2014). 
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El envejecimiento también afecta la expresión de algunos microRNA (miR). Estos 

incluyen al miR-146 que influye en la función mitocondrial y la inflamación (Rippo et 

al., 2014); al miR-146a, miR-376c y miR-411 que están asociados con la inflamación 

metabólica (Victoria et al., 2017); y al miR-34a y miR-93 que se dirigen a genes 

como NRF2, sirtuina 1 (SIRT1), e influyen en la senescencia celular y el estrés 

oxidante (Li et al., 2011). 

2.2.4 Pérdida de la proteostasis 

La proteostasis es la síntesis, plegamiento, tráfico y degradación de proteínas 

(Schneider et al., 2015). La alteración de la proteostasis desencadena cambios 

adaptativos en la célula. Para hacer frente a esta situación, las células han 

desarrollado múltiples mecanismos para reducir el plegamiento incorrecto y eliminar 

las proteínas mal plegadas. Uno de estos mecanismos es el desarrollo de 

chaperonas, que se unen a cadenas peptídicas, que evita que los péptidos se 

doblen prematuramente y les ayuda a adoptar la forma correcta (Hipp et al., 2019). 

La pérdida de proteostasis contribuye a la carga de proteínas mal plegadas a través 

del estrés del retículo endoplásmico (RE) (Wakabayashi & Yoshida, 2013), estrés 

oxidante y daño celular dentro del hígado (Karunadharma et al., 2015). 

2.2.5 Detección de nutrientes desregulada 

Las vías de detección de nutrientes median los efectos de la nutrición sobre el 

envejecimiento y tienen un papel fundamental en la regulación de la tasa de 

envejecimiento. Las principales vías de detección de nutrientes incluyen la diana de 

rapamicina en células de mamífero (mTOR), SIRT y proteína quinasa activada por 

monofosfato de adenosina (AMPK) (Bitto et al., 2015). El hígado tiene el papel 

central en la regulación de la respuesta sistémica a la nutrición, por lo tanto, los 
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cambios relacionados con la edad en las vías de detección de nutrientes en el 

hígado pueden tener efectos sistémicos sustanciales. 

La señalización de AMPK en muchos tejidos disminuye con la edad, lo que afecta 

la homeostasis celular y la función mitocondrial (Reznick et al., 2007). En el hígado 

de ratón, el envejecimiento se asocia con una mayor fosforilación y actividad de 

AMPK. Sin embargo, las vías posteriores no se activan y existe una ausencia de la 

respuesta a la hipoxia, lo que indica un deterioro general de la vía AMPK (Mulligan 

et al., 2005). 

SIRT1 es un ortólogo clave de las histonas desacetilasas de clase III que participan 

en la regulación de múltiples dianas proteicas y de transcripción relevantes para el 

envejecimiento como p53, FOXO, el coactivador del receptor gamma 1 alfa (PGC-

1α) y el factor nuclear κβ (NF-κB) (Anderson & Weindruch, 2010; Hubbard & Sinclair, 

2014). 

2.2.6 Disfunción mitocondrial 

Se han reportado muchos cambios en las mitocondrias en el hígado envejecido, 

incluidas mutaciones en el ADN mitocondrial (DNAmt) (Niemann et al., 2017), estrés 

oxidante, alteración de la fosforilación oxidativa y cambios estructurales (Navarro & 

Boveris, 2004). Estos cambios reducen la bioenergética celular y aumentan el daño 

oxidativo, pero también conducen a las células hacia la senescencia celular 

(Lawless et al., 2012). 

El modelado computacional de los niveles de ERO en cultivos celulares ha 

demostrado que las células individuales entran en senescencia a un nivel de ERO 

elevado (Lawless et al., 2012). También, se demostró que un impulso hacia un 

estado de senescencia celular implica la producción de ERO a partir de una 
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disfunción mitocondrial (Passos et al., 2010). En relación con el envejecimiento 

normal, donde se pueden reducir las ERO y mantener la funcionalidad mitocondrial. 

En general, estos datos demuestran que las regulaciones de ERO son muy 

importantes para la disfunción mitocondrial y para la transición hacia la senescencia 

celular, y los impulsores para la producción de un exceso de ERO dependen de las 

interacciones entre las vías epigenéticas, de detección de nutrientes y de estrés 

celular (Giorgi et al., 2018).  

Adicionalmente se conoce que, en respuesta a los estímulos de estrés, la 

señalización del RE es promovida por proteínas de choque térmico (HSP). Sin 

embargo, se observa una marcada disminución de HSP70, HSP27 y HSP90 en 

hepatocitos senescentes de ratas viejas (Takahashi et al., 2002). Esta disminución 

en la disponibilidad y/o función de las HSP con la edad puede conducir a la 

acumulación de proteínas dañadas y a la pérdida de la proteostasis. 

La acumulación de HSP promueve la respuesta a proteínas desplegadas (UPR), 

una respuesta protectora altamente conservada que mantiene la homeostasis 

celular. La desactivación de la UPR relacionada con la edad en el RE y las 

mitocondrias de los hepatocitos, se ha demostrado que causa acumulación de 

proteínas mal plegadas, aumento de la lipogénesis y lipotoxicidad, amplificación de 

ERO y señalización de estrés inflamatorio, lo que lleva a una predisposición general 

a enfermedades hepáticas relacionadas con la edad (Zhang & Wang, 2016). 

2.2.7 Agotamiento de las células madre 

Se ha estudiado que las células madre hematopoyéticas que no son capaces de 

someterse a la autofagia celular, presentan una acumulación de mitocondrias y se 

encuentran en un estado constante de activación metabólica, lo que acelera la 



 

~ 12 ~ 
 

diferenciación de las células mieloides mediante modificaciones anómalas del ADN, 

que influye en última instancia a la capacidad de las células madre hematopoyéticas 

para autofagocitarse (Ho et al., 2017). Además, estudios recientes han demostrado 

que la expansión, el agotamiento o el mantenimiento de la reserva de células madre, 

si los patrones de división celular no se controlan adecuadamente, se puede 

producir un agotamiento prematuro de la reserva de células madre o trastornos 

anormales del crecimiento y la diferenciación que aceleran la senescencia celular 

(Manzano-Lopez & Monje-Casas, 2020). 

Los efectos del envejecimiento sobre las células progenitoras del hígado no se han 

estudiado ampliamente. En ratones, la vejez se ha asociado con una activación y 

proliferación reducidas de las células progenitoras del hígado in situ después de un 

daño hepático, pero con una capacidad proliferativa normal in vitro de las células 

progenitoras del hígado después del aislamiento. Se concluyó que las respuestas 

alteradas de las células madre en el hígado envejecido son secundarias a la 

inflamación y no a déficits intrínsecos (Cheng et al., 2017). 

2.2.8 Comunicación intercelular alterada 

La comunicación intercelular se caracteriza normalmente por la liberación de 

factores solubles y afecta la función de las células vecinas (Fafian-Labora & 

O'Loghlen, 2020). En el microentorno tisular, el fenotipo secretor asociado a 

Senescencia (SASP) tiene una serie de efectos negativos sobre las células vecinas, 

la matriz extracelular (MEC) circundante y otros componentes estructurales, como 

la inflamación crónica y la senescencia pasiva de las células sanas (Xu et al., 2021).  

La función del hígado depende de la comunicación intercelular entre hepatocitos, 

células estelares hepáticas (CEH), células de Kupffer (CK) y las células endoteliales 
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sinusoidales (CES) al utilizar una amplia gama de sustratos que incluyen citosinas 

como el factor de necrosis tumoral α (TNFα), eicosanoides, factores de crecimiento 

como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y componentes de la MEC 

(Kmiec, 2001). Se ha informado que el envejecimiento se asocia con una 

disminución de la síntesis de vasodilatadores y un estado proinflamatorio que indica 

una desregulación de las células de los sinusoides hepáticos (Maeso-Diaz et al., 

2018). También, cabe señalar que las CES, que se encuentra en la interfaz entre la 

sangre y los hepatocitos, tendrán un papel fundamental en la regulación de la 

interacción entre el hígado y las citosinas y factores de crecimiento circulantes, así 

como en la absorción de xenobióticos y endobióticos (Brenner et al., 2013). 

2.2.9 Senescencia celular 

La senescencia celular describe una detención irreversible del ciclo celular y se cree 

que se debe principalmente al desgaste de los telómeros. Está asociado con la 

secreción de citosinas inflamatorias denominado SASP. La senescencia celular 

asociada con el acortamiento de la longitud de los telómeros se ha confirmado en 

hígados del ser humano de edad avanzada (Capri et al., 2017). Además del 

acortamiento de los telómeros, los cambios en el tamaño nuclear, el contenido de 

ADN, el incremento de p21, fosfo-histona H2A.X (pH2A.X), la activación de la β-

galactosidasa y la formación de focos de heterocromatina asociados a la 

senescencia (SAFH), se ha confirmado que son características de la senescencia 

en el hígado del ser humano durante el envejecimiento normal y la enfermedad 

hepática (Aini et al., 2014; Paradis et al., 2001; Rey et al., 2017). En ratones, la 

presencia de un aumento de células senescentes se ha demostrado mediante la 

identificación de (i) marcadores celulares (Figura 2) (White et al., 2015); (ii) SASP 
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(Lasry & Ben-Neriah, 2015) y (iii) firmas genéticas de senescencia celular (Hudgins 

et al., 2018).  

 
Figura 2. Biomarcadores de las células senescentes. El uso de varios marcadores moleculares 

que representan diferentes características de la senescencia celular es necesario para identificar las 

células senescentes. Los marcadores se dividen en categorías según su función y la combinación 

de marcadores aumenta la validez de la identificación de células senescentes. Imagen modificada 

de (Burton & Krizhanovsky, 2014). 

 

Generalmente, se acepta que la velocidad a la que una célula puede volverse 

senescente depende de la interacción de factores genéticos y ambientales, como la 
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exposición a toxinas, virus y, de particular interés, la influencia dietética; se ha 

demostrado que la senescencia de los hepatocitos y la acumulación de grasa en 

ratones que envejecen dependen de la ingesta dietética de calorías y 

macronutrientes (Ogrodnik et al., 2017). 

2.3 El envejecimiento se acelera por el consumo de etanol 

El consumo crónico y excesivo de etanol es un problema de salud mundial, que 

conduce a enfermedades clínicas y cambios patológicos que causan la enfermedad 

hepática alcohólica (EHA). La EHA se asocia con inflamación y daño hepático o 

fibrosis progresiva que generan tres estadios principales durante la enfermedad 

(Stickel et al., 2017). Estos incluyen hígado graso, hepatitis alcohólica y cirrosis. El 

hígado graso es una característica que está presente en la mayoría de los 

bebedores crónicos y se asocia con la ingesta crónica de etanol (Singh et al., 2017). 

Un porcentaje significativamente menor de consumidores de etanol que beben en 

exceso progresará a hepatitis alcohólica, que se ha demostrado que es un precursor 

de la cirrosis hepática (Mathurin & Bataller, 2015). La EHA grave tiene un pronóstico 

muy bajo. Tanto la duración como la cantidad de la ingesta de etanol son factores 

de riesgo más importantes que intervienen en el desarrollo de la EHA. El patrón del 

tipo de bebida y el patrón de consumo juegan un papel menor en la determinación 

del riesgo (Dawson, 2011). Sin embargo, al parecer se requieren factores de riesgo 

adicionales que aún no están bien definidos en el progreso del daño hepático más 

allá de la etapa de hígado graso (Benedict & Zhang, 2017). 

Al estimar el consumo de etanol, debe entenderse que 12 onzas líquidas de 

cerveza, cuatro onzas de vino o 1,5 onzas líquidas de licores destilados contienen 
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aproximadamente 14 g o 0,6 onzas líquidas de etanol puro (Kang et al., 2020).Con 

base en lo anterior, el umbral para desarrollar una enfermedad EHA grave en los 

hombres es una ingesta de menos de 60 a 80 g por día de etanol durante 10 años, 

mientras que las mujeres parecen tener un mayor riesgo de desarrollar el mismo 

grado de daño hepático al consumir 20-40 g por día de etanol (Sharma & Arora, 

2020). 

En comparación con los hombres, las mujeres son más susceptibles a la patogenia 

de la EHA. Las mujeres tienden a desarrollar la enfermedad hepática avanzada con 

una ingesta sustancialmente menor de etanol (Bradley et al., 1998). Es probable 

que las diferencias dependientes del género en el metabolismo gastrointestinal y 

hepático del etanol contribuyan a una mayor susceptibilidad de las mujeres al daño 

hepático inducido por el etanol (Ohashi et al., 2018).  

2.4 Patogénesis de la EHA 

El consumo crónico de etanol produce un amplio espectro de daños hepáticos. El 

hígado graso, es decir, la esteatosis, es la respuesta más común y temprana que 

se desarrolla en más del 90 por ciento de los bebedores que consumen 4 o 5 tragos 

estándar por día. Si el consumo continuo, la enfermedad hepática inducida por el 

etanol puede derivar en inflamación del hígado, es decir, esteatohepatitis, fibrosis, 

cirrosis e incluso el carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 3). La compleja 

interacción de varios tipos distintos de células hepáticas es crucial para comprender 

el daño hepático mediado por el etanol (Nagy et al., 2016). 



 

~ 17 ~ 
 

 
Figura 3. Progresión de la EHA. El espectro de la EHA varía desde esteatosis hasta fibrosis, cirrosis 

y luego el CHC. Aproximadamente el 90% de los bebedores empedernidos desarrollan esteatosis 

alcohólica. Esta etapa es reversible al disminuir el consumo de etanol. Los factores de riesgo, como 

el sexo, el patrón de consumo de etanol, entre otros, pueden contribuir a la progresión de la EHA. 

Alrededor de 20 al 40% de los pacientes con esteatosis alcohólica progresarán a esteatohepatitis 

alcohólica, que se caracteriza histológicamente por infiltración de células inflamatorias, 

especialmente neutrófilos y muerte de hepatocitos en el parénquima hepático. Algunos de esos 

pacientes desarrollarán fibrosis hepática y posteriormente cirrosis. La cirrosis puede progresar aún 

más hasta convertirse en CHC. La hepatitis alcohólica, una afección que va de aguda a crónica de 

la EHA, se presenta con síntomas clínicos, como infección y descompensación, y puede ocurrir en 

cualquier etapa de la progresión de la EHA. Los tratamientos para esta afección incluyen abstinencia, 

corticosteroides y el trasplante de hígado. Abreviaturas: VHC, virus de la hepatitis C; ALDH2, 

aldehído deshidrogenasa 2; PNPLA3, proteína 3 que contiene dominio fosfolipasa similar a patatina. 

Imagen modificada de (Ohashi et al., 2018). 

 

El etanol se metaboliza principalmente en las principales células parenquimatosas 

del hígado, es decir, los hepatocitos, estas células expresan los niveles más altos 

de las principales enzimas oxidantes del etanol, la enzima alcohol deshidrogenasa 

(ADH), que se encuentra en el citosol, y el citocromo P450-2E1 (CYP2E1), que 

reside en el RE liso. Los hepatocitos también expresan niveles muy altos de 

catalasa (CAT), una enzima que habita en los peroxisomas (Figura 4). En el 

momento en que el etanol está presente, la CAT tiene un papel secundario en el 
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metabolismo del etanol mediante el uso de peróxido de hidrógeno (H2O2) para 

oxidar el etanol a acetaldehído (Ceni et al., 2014). 

 
Figura 4. Vías oxidativas del metabolismo del etanol. El etanol se metaboliza principalmente en 

el citosol por la ADH para producir acetaldehído. En niveles elevados de consumo de etanol, una 

enzima del RE, el CYP2E1, participa en el metabolismo del etanol a acetaldehído. Una reacción 

mediada por la CAT en los peroxisomas se considera una vía metabólica menor del metabolismo del 

etanol, como resultado a estos eventos, el acetaldehído se metaboliza a acetato en las mitocondrias. 

Esto da como resultado la formación de nicotinamida adenina dinucleótido reducida (NADH) y, por 

lo tanto, cambia el estado oxido-reducción (redox) de los hepatocitos, es decir, aumenta la proporción 

de NADH/NAD+. Tanto el metabolismo del etanol por CYP2E1 como la reoxidación de NADH a 

través de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias dan como resultado la formación 

de ERO. Imagen modificada de (Gaviria C et al., 2016). 

 

Existen tres sistemas metabólicos principales que participan en el metabolismo 

oxidante del etanol a acetaldehído. El primero es el sistema de ADH citoplasmático 

de los hepatocitos, que oxida el etanol en acetaldehído al usar la nicotinamida 

adenina dinucleótido oxidada (NAD+) como cofactor. La ADH1, entre las otras 

isoenzimas de ADH, juega un papel principal en el metabolismo del etanol en el 
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hígado. El acetaldehído, que es producido por la ADH, se oxida a acetato por la 

ALDH. El segundo sistema metabólico principal del etanol son las enzimas del 

CYP2E1 que convierten las moléculas químicas en metabolitos polares antes de la 

excreción. El CYP2E1 se considera el componente principal de este sistema. En 

condiciones fisiológicas normales, el CYP2E1 cataliza la oxidación de una pequeña 

cantidad de etanol, alrededor del 10%, en acetaldehído. Sin embargo, se incrementa 

en condiciones de abuso crónico de etanol debido a la inducción de la expresión del 

CYP2E1. El tercer sistema metabólico es la CAT una enzima que habita en los 

peroxisomas, que se considera como el otro sistema metabólico principal que 

depende de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) para el 

metabolismo oxidante. En adición, si la concentración de etanol en sangre y líquido 

tisular es baja, se metaboliza principalmente por la vía ADH. Sin embargo, si la 

concentración de etanol es superior a 10 mol/L, los otros dos sistemas enzimáticos 

también comienzan a participar en el metabolismo del etanol (Osna et al., 2017). 

El eje de la microbiota hepática e intestinal se ha vinculado en las acciones 

bidireccionales, y esto involucra la integración de factores genéticos, dietéticos y 

ambientales. La alteración de la barrera intestinal explica las interrelaciones del 

intestino, el hígado y en ocasiones conduce a efectos negativos sobre este órgano. 

Los microbios intestinales en la enfermedad hepática se asocian principalmente con 

el etanol. Esta acción recíproca establecida por los derivados intestinales ingresa 

directamente al hígado y conduce a las secreciones intestinales. Los péptidos 

microbianos inducidos por el etanol aumentan el nivel de mediadores 

proinflamatorios en los alrededores del hígado, lo cual se interconecta con la barrera 

epitelial, el revestimiento de la membrana mucosa y el microbioma intestinal. En el 
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desarrollo de la patogenia hepática, un factor importante en el inicio de la respuesta 

inflamatoria por parte de los macrófagos residentes del hígado, es decir, las CK, es 

la endotoxina o lipopolisacárido (LPS), un componente de la pared celular de las 

bacterias gram negativas que se traslada desde la luz intestinal a la circulación 

portal para llegar al hígado. Los niveles elevados de endotoxinas circulantes en la 

hepatitis alcohólica son causados por cambios cualitativos y cuantitativos inducidos 

por el etanol en las bacterias que habitan en el intestino, es decir, la microbiota 

intestinal, y una mayor permeabilidad intestinal. En el hígado, el LPS activa las CK 

y las CEH al interactuar con el receptor tipo toll 4 (TLR4). Estas células producen 

ERO así como citosinas y quimiocinas proinflamatorias que, junto con el etanol, 

contribuyen al daño del tejido hepático (Albillos et al., 2020). 

2.5 Estrés oxidante  

El estrés oxidante se puede definir como el incremento en la producción de ERO, 

las cuales son productos altamente reactivos derivados del oxígeno molecular (O2). 

Estos compuestos se originan por mecanismos endógenos como el metabolismo 

celular; y por mecanismos exógenos como la exposición a xenobióticos y a agentes 

ambientales. Entre las ERO se encuentran el anión superóxido (O²˙), el H2O2, el 

radical hidroxilo (OH˙) y el radical perhidroxilo (HO²˙), entre otras (Ding et al., 2015). 

Las ERO inducen modificaciones proteicas reversibles, principalmente a nivel de los 

residuos que contienen azufre cisteína y metionina, lo que refleja una señal redox. 

El estrés oxidante puede causar cambios en la estructura de las proteínas, la 

localización, las interacciones físicas y las modificaciones postraduccionales a 

través de la modificación oxidativa de las cisteínas reactivas. Las especies de lípidos 

que reaccionan con ERO sufren peroxidación de lípidos y producen 4-
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hidroxinonenal y malondialdehído, que pueden inducir varias formas de muerte 

celular, incluidas la apoptosis y la ferroptosis. Los productos de peroxidación de 

lípidos también pueden unirse al ADN y mejorar la carcinogénesis mediante la 

producción de aductos eteno-ADN (Yang & Stockwell, 2016). Las proteínas que 

reaccionan con las ERO modifican sus estructuras y funciones, lo que posiblemente 

da como resultado neoantígenos que pueden inducir una respuesta inmunitaria 

(Mueller et al., 2018).  

En las CES del hígado, el estrés oxidante altera la oxidación de la espectrina. Se ha 

demostrado que el estrés oxidante reduce la formación de enlaces disulfuro y 

provoca la acumulación de proteínas desplegadas, lo que desencadena un estrés 

adicional en el RE. Las células contrarrestan estas modificaciones en las proteínas 

a través de las siguientes vías principales de señalización, quinasa 

transmembrana/endoribonucleasa 1 (IRE1) que requiere inositol, factor de 

transcripción activador 6 y quinasa ER similar a ARN de proteína quinasa. En 

conjunto, forman la UPR, que se produce principalmente a través de la vía de la 

ubiquitina-proteasoma (Khambu et al., 2017). 

La EHA se caracteriza por anomalías estructurales y funcionales en las mitocondrias 

hepáticas, incluido el agrandamiento, daño del DNAmt, niveles reducidos de 

trifosfato de adenosina (ATP), síntesis de proteínas mitocondriales, aumento de la 

producción de ERO, y alteraciones en la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial y la transición de permeabilidad mitocondrial, lo que resulta en 

apoptosis intrínseca y extrínseca (Garcia-Ruiz et al., 2013). 
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2.6 Senescencia celular: impacto del estrés oxidante 

Las ERO se han convertido en un componente crítico en la evolución de la vida, sus 

efectos sobre las rutas de señalización redox influyen en varios procesos 

fisiológicos, como la senescencia celular. La producción de ERO es uno de los 

principales activadores y estabilizadores de la senescencia celular; existen 

evidencias que revelan la contribución directa de las ERO tanto en la DDR como en 

las vías activadas por redox y la inducción de acortamiento de los telómeros, que 

da como resultado una DDR y la activación de la senescencia celular. 

La senescencia celular puede desencadenarse por daño en el ADN causado por 

estímulos internos o externos en los cromosomas y telómeros. Dos mecanismos 

importantes de la senescencia celular son la senescencia replicativa, principalmente 

relacionada con el acortamiento de los telómeros durante el envejecimiento, y la 

senescencia inducida provocada por el estrés celular, que generalmente se asocia 

con daños en el ADN, también llamada senescencia prematura. Diferentes factores 

estresantes inducen la senescencia y, a menudo, se asocian con la regulación de 

p53. Algunos factores específicos que determinan la senescencia inducida por el 

estrés son la disfunción mitocondrial y el estrés del RE, que pueden inducir daños 

irreversibles en el ADN y activar los mecanismos moleculares de la senescencia. 

Los factores de estrés inducen daño en el ADN, en particular roturas de doble 

cadena (DSB) del ADN, lo que desencadena la DDR. La activación de esta vía 

conduce a la activación de la ataxia telangiectasia mutada (ATM) y proteínas 

quinasas relacionadas con RAD3 (ATR), y posteriormente, a la fosforilación de p53 

y la activación de p21, lo que eventualmente resulta en la detención del ciclo celular 
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(Kumari & Jat, 2021). Además, p21 y p16 inhiben la fosforilación del factor del 

retinoblastoma (Rb), lo que le permite unirse al factor de transcripción E2F y 

contribuir así a la detención del ciclo celular. En resumen, diferentes vías de 

señalización celular relacionadas con la senescencia celular convergen en la 

activación de p53 y posteriormente en la activación de los inhibidores de la quinasa 

dependiente de ciclina (CDK) p16, p15 y p21 (Chicas et al., 2010). Los niveles de 

P53 determinan el destino celular durante las condiciones de estrés y se observan 

niveles elevados en la senescencia temprana, pero normalmente se observan 

niveles más altos (al menos dos veces) durante la apoptosis. Asimismo, los niveles 

de p53 pueden estabilizarse y el mantenimiento del fenotipo de senescencia a 

menudo se asocia con la activación de p16, y se establece el estado senescente 

que ya no se puede revertir mediante la inhibición de p53 (Mijit et al., 2020). 

La DDR es un activador bien conocido de SASP. El SASP incluye una serie de 

factores proinflamatorios, en su mayoría factores dependientes de NF-kB como la 

interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL-1β, la proteína quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-

1), MCP-2 y MCP-4, factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento 

humano (HGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), proteasas tales 

como las metaloproteinasas de matriz (MMP) y proteínas secretadas 

insolubles/proteínas de MEC. El SASP puede reforzar la detención del ciclo celular 

inducida por la senescencia mediante mecanismos autocrinos o paracrinos y puede 

modular el microambiente tisular mediante vías paracrinas (Kuilman et al., 2010). 

2.7 Senescencia celular en el hígado 

La senescencia de las células hepáticas puede ser inducida por diversas 

condiciones de estrés, como estrés metabólico, infecciones virales y estímulos 
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oncogénicos y también, puede ser inducida por el envejecimiento. La senescencia 

de los hepatocitos parece ser un sello distintivo en la enfermedad hepática crónica, 

independientemente de la etiología. El hígado normal contiene un nivel constante 

de hepatocitos senescentes (3-7%), pero en las enfermedades hepáticas crónicas 

este porcentaje puede incrementar por arriba del 50% (Huda et al., 2019). 

El daño hepático crónico contribuye a la inducción continua de células senescentes 

o senescencia “crónica”, lo que promueve la disfunción hepática y la progresión 

tumoral. Además, el daño hepático crónico induce cambios funcionales en los 

hepatocitos que, en ocasiones, pueden revertirse o progresar hasta la muerte 

celular (Xiao et al., 2018). En general, los hepatocitos senescentes sufren cambios 

morfológicos y bioquímicos similares a los ya reportados como marcadores de 

senescencia celular entre los que encontramos, un número reducido de 

mitocondrias (disminución en la biogénesis y/o aumento de la mitofagia), la 

acumulación de lipofuscina, la sobrexpresión de p21, p16, p53, pH2A.X y el 

incremento de la actividad de la β-galactosidasa asociada a la senescencia o SA-β-

gal (Hunt et al., 2019). La senescencia de los hepatocitos también conduce a la 

SASP, lo que resulta en la producción de mediadores proinflamatorios y alteraciones 

en el microambiente tisular. Por ejemplo, la señalización del factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) se involucra en la “propagación” de la senescencia de una 

célula a otra. Si se inhibe la señalización de TGF-β en ratones, se impide la 

senescencia, se acelera la regeneración y se mejora la supervivencia. También se 

ha demostrado que la IL-1 y la IL-6 son capaces de inducir la senescencia en las 

células adyacentes, que es antagonizada por la inhibición de sus receptores (Huda 

et al., 2019). 
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Uno de los principales factores de riesgo que inducen el estrés oxidante es el 

consumo crónico de etanol. Del metabolismo del etanol resulta principalmente el 

acetaldehído, un metabolito altamente mutagénico que genera aductos cíclicos en 

el ADN, además, está vinculado con la producción de ERO. El daño oxidante del 

hígado que conduce a la cirrosis, resultante del consumo elevado de etanol y la 

consiguiente peroxidación lipídica, puede conducir a la hepatitis crónica. En la EHA, 

la presencia de hepatocitos senescentes positivos a p21 está estrechamente 

relacionada con el desarrollo de la fibrosis (Wan et al., 2017). De hecho, 5 semanas 

de alimentación con etanol en ratones conduce a la acumulación de SA-β-gal y a la 

regulación positiva de los iniciadores de la senescencia, como el inhibidor del 

activador del plasminógeno-1 (PAI- 1) y la proteína de respuesta de crecimiento 

temprano 1 (EGR-1) en los hepatocitos. Curiosamente, el silenciamiento de PAI-1 

o EGR-1 reduce la senescencia en los hepatocitos tratados con etanol al tiempo 

que disminuye los niveles de marcadores profibróticos, lo que sugiere una relación 

directa entre el inicio de la senescencia y la progresión de la EHA (Meng et al., 

2017). De manera similar, la inhibición del miR-34, que incrementa en muestras 

clínicas de pacientes con EHA, pero disminuye el número de hepatocitos 

senescentes en ratones alimentados con etanol y se reduce la fibrosis. En conjunto, 

estos resultados sugieren un papel potencial para la senescencia celular como un 

evento causal de un efector de la progresión de la EHA (Aravinthan et al., 2013). 

2.8 Mecanismos de protección y respuesta antioxidante 

Bajo condiciones fisiológicas normales, la acumulación de ERO está limitada por 

numerosos sistemas antioxidantes endógenos que incluyen mecanismos 

antioxidantes tanto enzimáticos como no enzimáticos. Éstos pueden eliminar ERO 
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o prevenir su formación. Las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD), 

CAT y glutatión (GSH), junto con otras proteínas, son responsables de la eliminación 

de ERO y de la restauración del conjunto reducido de proteínas y lípidos. El etanol 

inhibe la expresión de enzimas antioxidantes; por ejemplo, SOD1, y agota los 

niveles de antioxidantes no enzimáticos, por ejemplo, GSH, lo que reduce la 

capacidad celular para modular el estrés oxidante (Filomeni et al., 2015). Las ERO 

debilitan esta respuesta antioxidante por la S-glutationilación, que reduce la 

expresión de antioxidantes posteriores, como la SOD2, CAT y sestrina 3 a través 

de la vía de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) /Akt. Este proceso también aumenta la 

generación mitocondrial de H2O2, lo que facilita un mayor daño oxidante (Nogueira 

& Hay, 2013). 

Es probable que las estrategias para mejorar la capacidad antioxidante de las 

células durante el estrés oxidante inducido por el etanol también protejan del daño 

hepático inducido por el etanol. Las pequeñas proteínas redox que contienen 

disulfuro en la familia de la tiorredoxina (TRX) contribuyen al mantenimiento del 

equilibrio redox en las células. La TRX es una proteína sensible a redox de 12 kDa 

involucrada en el mantenimiento del equilibrio redox intracelular, la promoción del 

crecimiento celular y la inhibición de la inflamación y la apoptosis (Burke-Gaffney et 

al., 2005). La TRX, el NADPH y la TRX reductasa son importantes sistemas de 

defensa contra el estrés oxidante y proporcionan los electrones a las peroxidasas 

dependientes de tiol o peroxirredoxinas para eliminar las ERO. Además del GSH, 

enzimas de la familia de las TRX, como la nucleorredoxina (NXN), están 

involucradas en la eliminación de ERO y en la regulación de vías de señalización 

redox sensibles. 
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2.9 NXN 

La NXN es un integrante relativamente desconocido de la familia de las TRX, la cual 

está involucrada en varios procesos fisiológicos; entre ellos, la regulación de la 

respuesta al estrés oxidante. La NXN fue llamada así debido a que fue localizada 

inicialmente en el núcleo celular, más tarde se determinó que se localiza 

principalmente en el citoplasma y que es translocada al núcleo en respuesta al 

estrés oxidante debido a que responde a los cambios redox que ocurren en las 

células. Múltiples evidencias indican que la NXN puede participar en la regulación 

de una gran variedad de fenómenos biológicos; por ejemplo, las vías de 

señalización relacionadas con la morfogénesis primaria y el mantenimiento de las 

células madre, donde regula las reacciones redox (Funato & Miki, 2007). En este 

sentido, la vía de señalización Wnt/β-catenina, participa en el control del desarrollo 

temprano, la proliferación y el destino celular, y su activación depende de la 

presencia de ERO. En esta vía, Wnt se acopla a su receptor Frizzled, que transmite 

la señal a la proteína adaptadora Dishevelled (DVL). Las ERO pueden disociar el 

complejo NXN/DVL a través de la oxidación de la NXN, entonces, DVL puede inhibir 

al complejo de destrucción de β-catenina; que está compuesto por Axina, las 

enzimas caseína cinasa 1α (CK1α) y el glucógeno sintasa cinasa 3β (GSK3β), y 

resulta en la acumulación citosólica de β-catenina. Este proceso inhibe la 

fosforilación de β-catenina y por lo tanto su degradación por la vía 

ubiquitina/proteasoma. La acumulación de β-catenina genera su translocación al 

núcleo y la activación de diversos factores de transcripción que participan en la 

proliferación celular. Contrariamente, la fosforilación de β-catenina en el citosol 

impide su acumulación; así, si el nivel de la proteína es muy bajo, ésta no se 
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transloca al núcleo (Funato et al., 2006). Por tanto, la NXN regula negativamente la 

vía Wnt/β-catenina a nivel de DVL. Es posible que la NXN altere el estado de 

fosforilación de DVL mediante la modulación de la función de algunas quinasas y 

fosfatasas. Se sabe también que, la NXN compite frecuentemente con la unión de 

DVL a través del bloqueo del dominio PDZ-básico de DVL (Funato & Miki, 2007). 

Recientemente se ha descubierto que DVL actúa como un adaptador de doble 

función debido a que su interacción con la ubiquitina ligasa transmembranal 

ZNRF3/RNF43 produce ubiquitinización y degradación de los receptores Wnt; esto 

trae como consecuencia la regulación negativa de la vía Wnt/β-catenina como parte 

de un control estricto (Jiang et al., 2015). 

Otra interacción interesante de la NXN es la que lleva a cabo con Flightless-I (FLII), 

la cual es reclutada hacia la proteína conocida como gen 88 de respuesta primaria 

de diferenciación mieloide (MYD88) para formar un complejo que media la 

regulación negativa de la vía de señalización del TLR4/MYD88, la cual activa al 

factor de transcripción NF-κβ, que se encarga de la transcripción de genes que 

participan en la inmunidad innata y en la inflamación; y la alteración en su regulación 

se relaciona con procesos neoplásicos, enfermedades autoinmunes e infecciosas 

(Hayashi et al., 2010). Entre las actividades de FLII, se encuentra la remodelación 

del citoesqueleto de actina, la regulación negativa de la apoptosis y la invasión de 

las células tumorales. Es importante mencionar que la NXN también interactúa con 

la proteína fosfatasa-2A (PP2A), una enzima que remueve los grupos fosfato a los 

aminoácidos serina y treonina; esta enzima está implicada en los procesos de 

replicación del ADN, transcripción, traducción y diferenciación celular (Lechward et 

al., 2006). NXN también interactúa con la proteína Sec63, localizada en la 
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membrana del RE, cuya actividad está relacionada con el transporte de proteínas al 

interior del retículo. Además, la NXN interactúa con la enzima fosfofructoquinasa-1 

(PFK1), principal enzima glicolítica y cuya alteración está implicada en la 

reprogramación metabólica del cáncer (Funato et al., 2013). Sin embargo, recientes 

investigaciones sugieren que algunas de las interacciones de la NXN con otras 

proteínas, por ejemplo, PFK1, no son redox-dependientes (Nakao et al., 2015). 

Recientemente, se ha identificado que la proteína quinasa II alfa dependiente de 

calcio/calmodulina (CAMK2A) también interactúa con la NXN (Tran et al., 2021). 

Mediante el uso del sistema de doble híbrido en levadura, de un análisis de 

oxidación diferencial del proteoma, así como un modelo de ratones knockout para 

la NXN, el cual elimina parcialmente su funcionamiento, los autores encontraron una 

oxidación reducida en las neuronas del hipocampo, incluida la oxidación de 

CAMK2A. La pérdida de funciones prooxidativas dependientes de la NXN se 

manifestó como una reducción significativa del comportamiento no dirigido a 

objetivos, esfuerzos restringidos al comportamiento dirigido a objetivos con menor 

interés en actividades aventureras, exploratorias y gratificantes, incluida la carrera 

voluntaria sobre ruedas. Dado que la exploración en ratones depende de CAMK2A 

y, a su vez, la actividad de esta enzima está fuertemente influenciada por la NXN, 

los autores propusieron acertadamente que la NXN puede mantener la motivación 

y el placer en la exploración, probablemente manteniendo la oxidación y la actividad 

de la CAMK2A (Tran et al., 2021). 

En resumen, la NXN participa en la regulación de varios procesos celulares clave, 

incluida la proliferación, la organogénesis, la progresión del ciclo celular, la 

glucólisis, la inmunidad innata e inflamación, la motilidad y la contracción, el 
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transporte de proteínas al retículo endoplásmico y la plasticidad neuronal. Su 

función está determinada por cambios redox generados por las ERO y éstas a su 

vez, activan vías de señalización implicadas en diferentes mecanismos celulares 

tanto en condiciones normales como patológicas (Idelfonso-García et al., 2022).  

Por otro lado, un análisis epigenómico realizado en muestras sanguíneas de seres 

humanos demostró que cierta población presenta una metilación en el gen de la 

NXN, la cual incrementa su transcripción y a su vez, incrementa la regulación 

negativa que ésta ejerce sobre la vía Wnt, una vía activada en cáncer. Debido al 

papel que la NXN juega en la regulación del estrés oxidante, los autores sugieren 

que esta metilación inhibe la activación de esta vía, por lo que proponen a la 

metilación de la NXN como un marcador de bajo riesgo de cáncer asociado a la 

producción del estrés oxidante. Esta investigación resalta la relevancia de la NXN 

no sólo en la progresión de la senescencia sino a nivel de patologías como el cáncer. 

Por lo tanto, generar conocimiento sobre el papel de la NXN en la progresión de la 

senescencia impactará en el papel de la NXN en el desarrollo del cáncer hepático, 

una enfermedad que generalmente aparece en adultos mayores y que puede ser 

promovido por el consumo crónico de etanol (Schottker et al., 2015). De manera 

contrastante, recientemente fue reportado que la sobreexpresión de la NXN 

promueve la diferenciación adipogénica a través de la inhibición de la vía Wnt, y 

proponen que puede funcionar como un factor proadipogénico que favorece la 

obesidad y desordenes metabólicos tales como la diabetes. En adición, estas 

alteraciones también están asociadas con el envejecimiento, esta información nos 

motiva a pensar que si por un lado el incremento de la expresión de la NXN 

disminuye el riesgo al cáncer, pero por otro lado, incrementa el riesgo de padecer 
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obesidad y desordenes metabólicos, por lo tanto, será pertinente también 

considerar en qué momento de la progresión de la senescencia la NXN juega un rol 

central (Bahn et al., 2015). En conjunto, esta información sustenta la investigación 

del papel de la NXN en la senescencia celular y en consumo crónico de etanol. 

Como antecedente directo, recientemente se ha reportado que la NXN regula 

procesos fibrogénicos y la producción de fosfoinosítidos ambos regulados por la 

activación de la vía Wnt en respuesta al estrés oxidante generado por el 

acetaldehído, un producto de oxidación del metabolismo del etanol, y por el estrés 

generado por el consumo crónico de etanol, respectivamente. En el primero, los 

autores demostraron que la sobreexpresión de la NXN inhibe la translocación de la 

β-catenina al núcleo de CEH y en consecuencia la expresión de genes 

profibrogénicos como el colágeno 1 (Arellanes-Robledo et al., 2013); y en el 

segundo, la sobreexpresión de la NXN inhibe la producción del fosfatidilinositol 4 

fosfato (PI4P), como una consecuencia de la inhibición de la vía Wnt tanto en co-

cultivos de CEH y hepatocitos del ser humano, como en hígados de ratones 

sometidos al consumo crónico de etanol (Arellanes-Robledo et al., 2018). En 

resumen, la NXN, una enzima oxidorreductasa, contribuye a la homeostasis redox 

celular al regular diferentes vías de señalización de manera dependiente de redox 

y participa en la regulación de varios procesos celulares clave, incluida la 

proliferación, la organogénesis, la progresión del ciclo celular, la glucólisis, la 

inmunidad e inflamación innatas, la motilidad y la contracción, transporte de 

proteínas al RE, plasticidad neuronal (Figura 5); esta evidencia posiciona a la NXN 

como un fuerte candidato para ser un regulador redox de la fisiología celular y centro 

de diferentes vías de señalización sensibles a redox en la patología de la EHA. 
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Figura 5. Esquema de las interacciones de la NXN, vías de señalización involucradas y 

procesos celulares. La interacción NXN/DVL regula la señalización WNT que influye en los 

procesos de embriogénesis, proliferación y diferenciación. La interacción NXN/PFK1 regula procesos 

como la glucólisis, el estado metabólico celular global (GCSM) y la proliferación mediante la 

participación del regulador de apoptosis y glucólisis inducido por TP53 (TIGAR). La interacción 

NXN/PP2A probablemente esté involucrada en la proliferación, el ciclo celular, el crecimiento celular 

y la apoptosis a través de la regulación de las vías de señalización proteína cinasa B (PKB)/Akt y 

RAS/RAF/MEK/ERK. La interacción FLII/NXN/MYD88 regula la señalización de NF-κB; en 

consecuencia, influye en los procesos de inmunidad, inflamación y crecimiento celular; además, 

también influye en la dinámica del citoesqueleto (CD), la motilidad, la adhesión, la cicatrización de 

heridas (WH) y la homeostasis de la cromatina. La interacción NXN/SEC63 probablemente esté 

implicada en la activación de la señalización IRE1α/BiP, que regula el transporte de proteínas al RE, 

el crecimiento y la proliferación de las células biliares. La interacción NXN/CAMK2A influye en el 

desarrollo neuronal, la plasticidad y los procesos dependientes de CA2+. Imagen modificada de 

(Idelfonso-García et al., 2022). 
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3 JUSTIFICACIÓN 

El hígado es un órgano metabólico complejo esencial para mantener la homeostasis 

de todo el organismo mediante la regulación del metabolismo energético, la 

eliminación de xenobióticos y la biosíntesis molecular. Por lo tanto, el insulto crónico 

puede modificar sustancialmente el funcionamiento de este órgano, y esta 

sensibilidad aumenta con la edad. Uno de los factores clave en la progresión de la 

EHA es el estrés oxidante debido a que el consumo incrementa las ERO, que oxida 

las biomoléculas, disminuyen la defensa antioxidante y como resultado, altera el 

funcionamiento hepático.  

Por su parte, la NXN, una enzima multifuncional redox sensible que actúa como 

oxidorreductasa, regula las ERO, y mantiene la integridad de los sistemas 

antioxidantes mediante la regulación de diferentes procesos celulares clave a través 

de las interacciones proteína-proteína redox sensibles, que dependen en gran 

medida del estado redox de las células. Por lo tanto, un área inexplorada es 

descubrir si las interacciones dependientes de la NXN son alteradas por el estrés 

oxidante inducido durante el envejecimiento y potenciadas por el consumo crónico 

de etanol en el hígado del ratón. 
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4 HIPOTESIS 

El consumo crónico de etanol potencia las alteraciones de las interacciones 

proteína-proteína dependientes de la NXN, iniciadas por el envejecimiento en el 

hígado del ratón. 

Las bases que respaldan dicha hipótesis es que la NXN regula la homeostasis redox 

celular y el consumo crónico de etanol genera un desbalance redox que puede 

alterar la proporción de interacciones redox sensibles de diferentes proteínas 

implicadas en la regulación de vías de señalización importantes para el 

mantenimiento fisiológico de los tejidos envejecidos. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

Determinar la participación de la NXN en consumo crónico de etanol durante el 

envejecimiento en el hígado de ratón.  

 

5.2 Objetivos específicos 

- Evaluar las alteraciones celulares promovidas por la EHA durante el 

envejecimiento en el hígado de ratón. 

- Validar marcadores de senescencia celular modificados por la EHA durante 

el envejecimiento en el hígado de ratón. 

- Determinar el estatus de interacción proteína-proteína dependiente de la 

NXN durante la EHA en el envejecimiento en el hígado de ratón. 
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6 MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Modelo experimental 

Para determinar el efecto que ejercen los estímulos oxidantes sobre la expresión de 

la NXN y de algunas proteínas con las que interactúa, tres grupos de ratones fueron 

sometidos a una cinética de administración de etanol. Los experimentos fueron 

realizados de acuerdo con los lineamientos del Comité Interno para el Cuidado y 

Uso de los Animales de Laboratorio del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, por medio de las 

especificaciones de la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

correspondiente a las “Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso 

de los animales de laboratorio”. Se realizó una evaluación constante de los signos 

clínicos que nos permitieron determinar el punto final humanitario establecido por el 

Consejo Canadiense de Cuidado de los Animales. Brevemente, los criterios del 

punto final humanitario establecen que los animales de experimentación deben ser 

retirados en el momento en que presenten signos característicos del deterioro de 

su bienestar, sufrimiento excesivo e injustificado, o incompatibilidad con la vida, que 

puedan alejarnos a su vez del objetivo principal de la investigación.  

Los ratones fueron proporcionados por la Unidad Producción y Experimentación de 

Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN para ser utilizados 

exclusivamente de acuerdo al protocolo experimental número 0114-14, autorizado 

después de una rigurosa evaluación realizada por el comité de ética institucional. 

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6J, los cuales fueron aclimatados y 

alimentados ad libitum en un ambiente controlado de 12 horas luz/oscuridad y una 

temperatura de 23±2°C. 
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6.2 Modelo de la EHA 

Brevemente, ratones (n = 5 por grupo) de 7 semanas, 12 meses y 18 meses de 

edad fueron sometidos al consumo de etanol al 20% en una solución de sacarosa 

al 20% durante 8 semanas. Cada animal recibió una dosis única de LPS (1 mg/kg, 

ip) en la última semana del consumo de etanol. La dosis de LPS se seleccionó con 

base en investigaciones previas que evaluaron el efecto agudo del LPS en modelos 

de EHA. Adicionalmente, se incluyeron grupos controles de 7 semanas, 12 meses 

y 18 meses de edad, los cuales no fueron sometidos al consumo de etanol y no 

recibieron la administración del LPS (Figura 6). 

Tanto a los animales de control como a los sometidos al modelo experimental se les 

practicó la eutanasia por punción cardiaca bajo anestesia con isoflurano; 

inmediatamente, se dividieron trozos de hígado para aislar las proteínas y se 

congelaron en nitrógeno líquido para su criopreservación y se almacenaron a -80°C. 

 

Figura 6. Representación esquemática del modelo de EHA en ratones jóvenes y envejecidos. 

Los grupos de animales representados por líneas negras continuas recibieron etanol al 20% (v/v) 

durante 8 semanas, posteriormente recibieron una dosis única de LPS (1 mg/kg, i.p.) en la última 

semana, indicado con una flecha negra. Los grupos de animales representados por líneas grises 

discontinuas no recibieron ni etanol ni LPS. Todos los animales fueron sacrificados una semana 

después de finalizar el consumo de etanol, indicado con un asterisco (*). n = 5 animales/grupo. EHA: 

modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 

12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 
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6.2.1 Obtención de las muestras 

Durante la eutanasia, parte del tejido hepático fue recuperado y conservado en 

formaldehído al 4%; otra parte fue recuperada en láminas de corcho de 2 x 2 cm, 

sumergidas en 2-metilbutano frío. Además, trozos del tejido hepático fueron 

congelados inmediatamente en nitrógeno líquido para su criopreservación, y se 

almacenaron a -80°C para su posterior análisis. 

6.3 Análisis histopatológico y de inmunodetección 

Los tejidos hepáticos fijados en formaldehido al 4% se embebieron en parafina, se 

realizaron cortes de 3 µm de grosor, se desparafinaron y se rehidrataron 

gradualmente. Para el examen histológico y la detección de la fibrosis, las secciones 

se procesaron mediante la tinción de hematoxilina y eosina (H&E) y tricrómica de 

Masson (T-Ms), respectivamente. 

Para la inmunohistoquímica (IHQ) se realizaron cortes de 5 µm, de cada uno de los 

hígados. Brevemente, el protocolo inicia después de que los tejidos son 

desparafinados, posteriormente los tejidos fueron colocados en buffer de exposición 

de antígeno Tris-EDTA pH 9.0 (Para preparar 1 litro de solución stock se mezclaron 

1.21 g de Tris base, 0.37 g de EDTA, y 0.5 mL de Tween 20, posteriormente se 

ajustó el pH), en baño maría mediante una olla de presión durante 30 minutos. El 

buffer se dejó enfriar con los tejidos y se cambió por agua desionizada. 

Posteriormente, los tejidos se lavaron con TBST 1X, y se realizó el bloqueó de la 

peroxidasa endógena con el Kit Mouse/Rabbit inmunodetector HRP/DAB (BSB 

0005, BioSB; Santa Barbara, CA, EE.UU.), durante 30 minutos, concluido el 

bloqueo, los tejidos se lavaron con TBST 1X. Se realizó un segundo bloqueo con 

albúmina de suero bovino (ASB) al 1% diluida en TBST 1X durante 30 minutos; 
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posteriormente, los tejidos se lavaron una vez más con TBST 1X y se incubaron en 

una cámara húmeda con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) diluido 

en TBST 1X a 4°C durante toda la noche. 

Concluida la incubación con el anticuerpo primario los tejidos se lavaron con TBST 

1X, y se incubaron con el Streptavidin HRP/AP (BSB 0005, BioSB; Santa Barbara, 

CA, EE.UU.), a temperatura ambiente, durante 30 minutos y se realizó un lavado 

más con TBST 1X. El revelado se realizó con 1 mL del buffer DAB-Sustrato más 

una gota de DAB-Cromógeno del Kit de inmunodetección (BSB 0005, BioSB; Santa 

Barbara, CA, EE.UU.). Los tejidos se observaron al microscopio hasta que la señal 

apareció, en un tiempo aproximado de 15 segundos a 1 minuto; posteriormente, se 

removió la solución de revelado de los tejidos con agua destilada. Por último, los 

tejidos fueron contrateñidos con hematoxilina y montados con el medio Fluoroshield 

Mounting Medium (ab104137; Abcam. Cambridge, MA; EE.UU.). 

Para el análisis de inmunofluorescencia (IF), los tejidos se incubaron con Rodent 

Decloaker 1X (RD913; BioCare Medical. Concord, CA; EE.UU.) en baño maría 

mediante una olla de presión durante 30 minutos para exponer epítopos. El buffer 

se dejó enfriar con los tejidos y se cambió por agua desionizada. Posteriormente, 

los tejidos se lavaron con TBST 1X, y se incubaron los anticuerpos primarios anti-

Antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA), anticuerpo anti-Poly ADP-

ribosa (PAR) y anticuerpo anti-pH2A.X (Tabla 1) durante la noche a 4°C; a 

continuación, los tejidos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en la 

oscuridad con el anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-ratón 1:300 (ab150112; Abcam. 

Cambridge, MA; EE.UU.). Los núcleos se tiñeron con DAPI (1:1000, 62247; Thermo 

Scientific; Rockford, IL; EE.UU.) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por 
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último, los tejidos se lavaron con TBST 1X, escurrieron y fijaron con el medio de 

montaje Fluoroshield Mounting Medium (ab104137; Abcam. Cambridge, MA; 

EE.UU.). Para la cuantificación de los núcleos positivos, se capturaron 10 campos 

20X seleccionados al azar por muestra individual, obteniendo 50 imágenes por 

grupo y un total de 150 imágenes. Los núcleos positivos se cuantificaron con el 

software ImageJ 1.5 (Schneider et al., 2012). Las imágenes para los análisis de IHQ 

e IF se capturaron con un microscopio ZEISS Axio-A1. 

Tabla 1. Características de los anticuerpos primarios  

Anticuerpo Especie Dilución Empresa No catalogo 

Colageno 1 A1 

(COL1A1) 
Conejo 1:200 Genetex GTX112731 

Colageno 3 A1 

(COL3A1) 
Conejo 1:200 

Novus 

Biologicals 
NB600-594SS 

KI67 (SP6) Conejo 1:150 Genetex GTX16667 

IL-6 Conejo 1:200 Proteintech 21865-1-AP 

pH2A.X Conejo 1:300 Cell Signaling 2577S 

PAR Conejo 1:200 Enzo ALX804220R100 

PCNA (PC10) Ratón 1:200 Invitrogen 13-3900 

 

El doble marcaje para detectar la NXN y la pH2A.X se realizó mediante el protocolo 

de IF en tejidos congelados. Las secciones de hígado congeladas de 8 µm de grosor 

se lavaron dos veces en Buffer de fosfato salino (PBS) 1X frio, se fijaron con 

formaldehído al 3,7% en PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente, se 

lavaron con PBS 1X y se incubaron durante 50 minutos en solución de lavado 

[0,25% Triton X-100 en PBS (PBST)]. Las secciones se bloquearon con ASB al 1% 
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en PBST durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se incubó el 

anticuerpo primario anti-pH2A.X (Ser139) (1:50, 2577S; Cell Signaling; Danvers, 

MA, EE.UU.) durante una noche a 4°C en la solución de bloqueo. Tras el lavado, 

los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 488 

(1:400, ab150077; Abcam; Cambridge, MA, EE.UU.) diluido en solución de bloqueo 

durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. A continuación, se incubó 

el anticuerpo anti-NXN (1:25, GTX107039; GeneTex; Irvine, CA, EE.UU.) durante 2 

horas a 4°C en una solución de bloqueo. Tras el lavado, las secciones se incubaron 

con el anticuerpo anti-conejo Alexa Fluor 568 (1:1000, A-11079; Thermo Scientific; 

Rockford, IL, EE.UU.) diluido en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura 

ambiente en la oscuridad. Los núcleos se tiñeron con DAPI (1:1000, 62247; Thermo 

Scientific; Rockford, IL, EE.UU.) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por 

último, los tejidos se lavaron con PBST, se escurrieron y se fijaron con Fluoroshield 

Mounting Medium (ab104137; Abcam; Cambridge, MA, EE.UU.). Las imágenes se 

capturaron en un microscopio confocal Leica TCS SP8 AOBS (Acousto-optical 

Beam Splitter) DMI6000 (Wetzlar; DE), proporcionado por la Unidad de Microscopía 

Confocal del Departamento de Biología Celular del CINVESTAV-IPN (México, 

Ciudad de México). 

6.4 Ensayo TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) 

El ensayo TUNEL se realizó con el kit Click-It TUNEL Alexa Fluor Imaging (C10245, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), con algunas modificaciones. 

Brevemente, tras la rehidratación, los tejidos en fresco se fijaron con formalina al 

4% recién preparada, durante 15 minutos a 37°C y se lavaron sumergiéndolos dos 

veces en PBS durante 5 minutos cada una. A continuación, las secciones se 
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permeabilizaron con proteinasa K (4485228, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE.UU.) a temperatura ambiente durante 20 minutos y los portaobjetos se lavan 

en PBS durante 5 minutos, para posteriormente mantenerlos en agua desionizada 

durante 5 minutos. A continuación, el ADN fragmentado se detectó como se indica 

en el kit Click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging, con la solución Hoechst 33342 durante 

15 minutos a temperatura ambiente, protegidos de la luz, y los portaobjetos se 

lavaron dos veces con PBS; finalmente, se fijaron con Fluoroshield Mounting 

Medium (ab104137; Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.). Se procesó un control 

negativo al añadir la mezcla de reacción sin enzima desoxinucleotidil transferasa 

terminal, así como un control positivo tratado con la enzima DNasa I (C10245; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) en una concentración 1 µg/mL 

durante 30 minutos para inducir roturas de la cadena de ADN. La detección de la 

marca y las imágenes se capturaron con el microscopio confocal Leica TCS SP8 

Acousto-optical Beam Splitter (DMI6000; Wetzlar, DE), proporcionado por la Unidad 

de Microscopía Confocal del Departamento de Biología Celular del CINVESTAV-

IPN (México, Ciudad de México). 

6.5 Actividad in situ de la SA-β-gal 

La detección de la SA-β-gal se realizó como se ha descrito previamente (Dimri et 

al., 1995). Brevemente, se montaron secciones de hígado congeladas de 10 μm de 

grosor en portaobjetos de vidrio, se fijaron con la solución fijadora (1 mM MgCl2, 0,1 

M EGTA y 0,2% de glutaraldehído) durante 5 minutos, se lavaron con agua 

desionizada y se incubaron a 37°C durante 24 horas con la solución de tinción de 

β-gal (0. 4 M de buffer ácido citrico/sodio fosfato, pH 6; 5 mM de ferrocianuro de 

potásico, 5 mM de ferricianuro de potásico, 1M de MgCl2 y 1 mg/mL de X-gal), y se 
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realizó un lavado con TBST 1X. A continuación, las secciones se contratiñeron con 

hematoxilina, y las áreas con células SA-β-gal-positivas se capturaron en 20 

campos de 40× seleccionados al azar por muestra individual, es decir, 100 

imágenes por grupo de tratamiento. Las imágenes se tomaron con un microscopio 

ZEISS Axio-A1 (Oberkochen, BW; DE). 

Para detectar la co-localización entre la actividad SA-β-gal con la proteína NXN en 

la misma sección de tejido, se trataron secciones congeladas como se describió 

previamente (Idelfonso-Garcia et al., 2024). Brevemente, tras la incubación con la 

solución de tinción β-gal, las secciones se bloquearon con ASB al 1% en PBS 

durante 2 horas y se incubaron durante 1 hora a 4°C con el anticuerpo anti-NXN 

(1:150; GTX107039, GeneTex; Irvine, CA, EE.UU.). Posteriormente, se bloqueó con 

la peroxidasa endógena (BSB 0005, BioSB; Santa Barbara, CA, EE.UU.) durante 

12 minutos a temperatura ambiente; las secciones se lavaron con PBS y se incubo 

la biotina durante 10 minutos; a continuación, se incubaron con los anticuerpos 

secundarios conjugados ibcluidos en el kit InmunoDetector HRP-label y el DAB-Plus 

Substrate (BSB 0005, BioSB; Santa Barbara, CA, EE.UU.) para detectar la señal. 

Finalmente, las secciones se contratiñeron con hematoxilina, y las áreas con el 

doble marcaje para las células SA-β-gal-positivas y con señal para la NXN se 

capturaron en 10 campos de 40× y 100× seleccionados aleatoriamente por muestra 

individual, con un total de 50 imágenes por grupo de tratamiento. Las imágenes se 

capturaron con un microscopio ZEISS Axio-A1 (Oberkochen, DE). 
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6.6 Determinación de proteína total por Western Blot (WB) 

6.6.1 Extracción de proteína  

Se procesaron 50 mg de tejido en un homogeneizador GLAS-COL 099C K64, con 

0.5 mL de buffer de lisis no desnaturalizante (Tris-HCl 20 mM, pH 7.8, NaCl 137 

mM, 10% de glicerol, 1% Nonidet P40, EDTA 2 mM, Na3VO4 2 mM, PMSF 1 mM e 

inhibidor de proteasas (05892970001; Merck; Darmstadt, HE; DE)). El 

homogeneizado se mantuvo en agitación en una plataforma oscilante durante 20 

minutos a 4°C; posteriormente, se centrifugó a 3,500 rpm durante 10 minutos a 4°C. 

Se recuperó el sobrenadante en otro tubo eppendorf de 1.5 mL, el cual fue 

centrifugado a 14,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. La muestra se centrifugo por 

segunda vez para eliminar cualquier residuo de grasa. Finalmente, las proteínas se 

cuantificaron de acuerdo al protocolo de ácido bicinconínico o ABC (B9643; Sigma-

Aldrich, Purchase, NY; EE.UU.) 

6.6.2 Cuantificación de proteína  

Las muestras correspondientes a cada uno de los tiempos de eutanasia, fueron 

diluidas en una proporción 1:15 (28 µL de Buffer de lisis + 2 µL de muestra tratada). 

La curva estándar de calibración se realizó a partir de diluciones seriadas a partir 

de una concentración inicial de ASB de 2 µg/µL, compuesta por 9 puntos, 

identificados de la A la I. En tubos eppendorf de 0.6 mL se preparó una mezcla de 

50 µL de cada uno de los elementos tanto de las muestras como de la curva 

estándar, más 200 µL de una mezcla de ABC y sulfato de cobre (Relación 50:1). 

Dicha mezcla se incubó a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, en una placa 

de 96 pozos se realizó la lectura a 562 nm en el espectrofotómetro Epoch (BioTek; 

Colmar; FR) 
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Figura 7. Curva estándar para la cuantificación de proteínas. La gráfica muestra los valores de 

las absorbancias por concentración estándar de la ASB. 

 

Posterior a la cuantificación se colocó a cada una de las muestras 25 µL de buffer 

de carga 5X Laemmli, y se calentaron en un thermoblock Stat Plus (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) a 95°C por 10 minutos. Inmediatamente después 

las muestras fueron almacenadas a -70°C para su posterior análisis. 

6.6.3 Análisis por WB desnaturalizante (SDS page) 

El WB es una técnica que se emplea para el análisis de proteínas específicas dentro 

de una muestra biológica. La técnica se fundamenta en que todas las proteínas 

presentan una carga eléctrica neta y se encuentran en una solución con un pH 

diferente al de su punto isoeléctrico, de esta forma, al ser sometidas a un campo 

eléctrico, éstas se desplazan hacia un polo y se distribuyen de acuerdo a su tamaño.  

6.6.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida  

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, mediante el sistema 

MiniProtean de BioRad para geles de 1.5 mm con 10 pozos. Se cargaron 30 µg de 
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proteína en cada pozo, con un volumen correspondiente según los valores de la 

cuantificación. La electroforesis se realizó inicialmente a 70 V, una vez observado 

el frente de corrida en el gel separador se cambió a 120 V, y la corrida se detuvo a 

las 2 horas aproximadamente. Se utilizó el buffer de corrida (BC) 1X a partir de un 

stock 10X (Para preparar 1 litro de solución stock se mezclaron 30 g de Tris base, 

144 g de Glicina y 10 g de SDS). Una vez concluido la electroforesis se procedió 

con la transferencia.  

6.6.5 Transferencia de proteínas a membrana 

Los geles resultantes de la electroforesis fueron transferidos a membranas de PVDF 

previamente activadas en metanol durante 2 minutos, se realizó el ensamblaje de 

los casetes de transferencia en el orden correspondiente (Ánodo - esponja - filtro - 

membrana - gel - filtro - esponja - cátodo), sumergidos en buffer de transferencia 

(BT) 1X a partir de un stock 10X (Para preparar 1 litro de solución stock se 

mezclaron 30.2 g de Tris base y 144.2 g de Glicina). La transferencia se realizó en 

un sistema húmedo de electrotransferencia, con una fuente de poder a 0.25 A (250 

mA) durante 2.5 horas. Concluida la transferencia, las membranas fueron 

bloqueadas en una solución de TBST 1X y leche al 5%. El bloqueo de las 

membranas se realizó durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación 

constante. Terminado el bloqueo, se realizaron 3 lavados en TBST 1X, cada uno de 

5 minutos.  

6.6.6 Inmunodetección en membrana de las proteínas de interés 

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario, durante una noche a 

4°C, en agitación constante. El anticuerpo primario se diluyó en una solución de 

TBST 1X y 5% de leche (Tabla 2). Concluida la incubación, el anticuerpo primario 
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fue retirado, y las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos en TBST 1X. 

Posteriormente, la incubación con el anticuerpo secundario se realizó durante 1 

hora, a temperatura ambiente y en agitación constante. De acuerdo a cada 

anticuerpo primario, se utilizó un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa 

de rábano (HRP), el cual fue diluido en una solución de TBST 1X y 5% de leche 

(Tabla 3). Para normalizar la proteína se utilizó a la Glutaraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) debido a su estabilidad y que no presenta cambios en 

condiciones fisiológicas (Li & Shen, 2013; Nie et al., 2017). 

 

Tabla 2. Características de los anticuerpos primarios  

Anticuerpo Pm (KDa) Especie Dilución Empresa No catalogo 

pH2A.X 15 Conejo 1:2500 Cell Signalling 2577S 

NXN 48 Conejo 1:4000 Gene Tex GTX107039 

NXN 54 Conejo 1:4000 
Novus 

Biologicals 
AF-5718 

FLII 145 Ratón 1:3000 Santa Cruz B. SC-21716 

MYD88 33 Ratón 1:4000 Cell Signaling 4283S 

CAMK2A 56 Conejo 1:3000 Merck SAB4503250 

PFK1 85 Ratón 1:4000 Santa Cruz B. SC-166722 

Ig-HC 36 Ratón 1:5000 Proteintech 66009- 1-Ig 

GAPDH 36 Ratón 1:5000 Santa Cruz B. SC-51905 

 

Por último, para determinar la presencia de la proteína de acuerdo al peso molecular 

conocido, las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia con el Kit 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Thermo Scientific; Rockford, 
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IL, EE.UU.), en un fotodocumentador mini HG9 de Uvitec Cambridge. Las imágenes 

fueron obtenidas a tiempos de exposición de 30 segundos a 5 minutos. 

 

Tabla 3. Características de los anticuerpos secundarios  

  

6.7 Ensayo de Inmunoprecipitación (IP) 

Se utilizaron 3 mg de proteína total por muestra. Las proteínas totales de los tejidos 

hepáticos se procesaron en tampón de lisis que contenía 20 mmol/L Tris-Cl, pH 7,8, 

137 mmol/L NaCl, 1% (v/v) Nonidet P40, 10% (v/v) glicerol, 2 mmol/L EDTA (todos 

de Sigma-Aldrich, Purchase, NY; EE.UU.), y se suministraron con Complete y 

PhoSTOP (Roche; Basel, CH). Las proteínas de interés se inmunoprecipitaron con 

una mezcla de perlas en complejo de proteína A/G Plus-Agarosa (sc2003, Santa 

Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA; EE.UU.) y el anticuerpo anti-NXN de conejo 

(GTX107039; GeneTex; Irvine, CA; EE.UU.). Las proteínas precipitadas y 

coprecipitadas se analizaron por WB y se normalizó con las regiones constantes 

(cadenas pesadas) de las inmunoglobulinas utilizadas para el ensayo de IP. 

Para revelar las proteínas precipitadas y coprecipitadas, se utilizaron los anticuerpos 

anti-NXN (AF-5718; Novus Biologicals; Centennial, CO; EE.UU.), anticuerpo anti-

FLII (sc-21716; Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA; EE.UU.), anticuerpo 

anti-MYD88 (4283S; Cell Signaling Danvers, MA; EE.UU.), anticuerpo anti-CAMK2A 

(SAB4503250; Merck; Darmstadt, HE; DE), anticuerpo anti-PFK1 (sc-166722; Santa 

Anticuerpo Dilución Empresa No catalogo 

Anti- Ratón 1:10000 Jackson 115-035-174 

Anti-Conejo 1:10000 Jackson 211-032-171 
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Cruz) y el anticuerpo anti-ratón (66009- 1-Ig, Proteintech; Rosemont, IL; EE.UU.). 

Para evitar la reactividad cruzada con las cadenas pesadas o ligeras 

desnaturalizadas de los anticuerpos utilizados para el ensayo IP, se incubaron 

anticuerpos secundarios específicos de las cadenas ligeras de los anticuerpos 

cabra anti-ratón y de ratón anti-conejo (115-035-174 y 211-032-171, 

respectivamente. Jackson ImmunoRes Lab, Baltimore, PA; EE.UU.). 

6.8 Determinación de proteínas oxidadas 

El contenido de carbonilo de las proteínas se detectó con el kit de oxidación de 

proteínas OxyBlot (S7150; Sigma-Aldrich, Purchase, NY; EE.UU.) con pequeñas 

modificaciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para derivatizar el 

grupo carbonilo para la detección por WB, se mezclaron volúmenes iguales de 

lisado tisular (10 mg/mL) y SDS al 12%, seguido de la adición de 2 volúmenes de 

20 mM de dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) en ácido trifluoroacético al 10%. La 

mezcla se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos y se 

añadió una solución de neutralización del kit Oxyblot para detener la reacción. Se 

incluyó un control no derivado por grupo. El anticuerpo primario fue un anticuerpo 

policlonal de conejo contra dinitrofenilhidrazona (DNP, S7150) y se utilizó a una 

dilución de 1:150. El anticuerpo secundario conjugado con HRP (S7150) se utilizó 

a una dilución de 1:300. 

6.9 Análisis densitométrico 

La cuantificación de las imágenes correspondientes de las muestras del modelo de 

EHA y su respectivo control fueron analizadas por densitometría con el software 

para procesamiento de imágenes Imagen J, del National Institutes of Health, versión 

1.50. 
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6.10 Análisis estadístico 

Se realizó mediante el análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) para 

comparaciones múltiples, o la prueba t de Student para comparar sólo dos grupos. 

Los experimentos en ratones fueron realizados en grupos de 5 ratones para el 

modelo de EHA y de sus respectivos controles. Las diferencias se consideran 

significativas con el calor de p < 0.05. 
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7 RESULTADOS 

7.1 El consumo crónico de etanol incrementa el peso corporal y el peso 

relativo del hígado durante el envejecimiento en los ratones 

Aunque los ratones envejecidos sometidos al modelo de EHA registraron pesos 

corporales más elevados (ambos p < 0.0001) al final del consumo de etanol, es 

decir, los ratones de 12 y 18 meses, en comparación con el inicio del tratamiento, 

los pesos de los animales de los grupos control también aumentaron 

significativamente (ambos p < 0.0001). El peso corporal de los animales jóvenes no 

fue diferente al final del experimento. Curiosamente, el porcentaje del peso relativo 

del hígado sólo aumentó en los ratones de 18 meses sometidos al modelo de EHA 

(p < 0.0001) en comparación con su respectivo control (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Efecto del consumo crónico de etanol sobre el peso corporal y el peso 

relativo del hígado de los ratones. 

Grupo Edad 
Peso corporal (g) Porcentaje del peso 

relativo del hígado Inicial Final 

C 

7S 15.28 ± 0.16 15.64 ± 0.14 5.53 ± 0.12 

12M 24.93 ± 2.60 29.92 ± 1.39 * 5.65 ± 0.66 

18M 32.00 ± 2.08 36.00 ± 1.05 * 4.38 ± 0.28 

EHA 

7S 17.66 ± 0.37 18.44 ± 0.30 4.97 ± 0.16 

12M 26.40 ± 0.58 30.34 ± 0.81 * 6.14 ± 0.31 

18M 26.92 ± 0.68 30.30 ± 0.47 * 6.25 ± 0.64 $ 

Los valores representan la media ± ES. *Estadísticamente diferente del peso corporal inicial; 
$Estadísticamente diferente de su respectivo grupo control; p < 0.0001. 
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7.2 El consumo crónico de etanol modifica los componentes de la MEC 

durante el envejecimiento 

En el hígado normal, la arquitectura celular y los componentes de la MEC están 

perfectamente organizados en membranas basales que rodean los tractos portales 

y la vena central, estas membranas se componen principalmente de colágeno y 

laminina (Abdel-Misih & Bloomston, 2010). El análisis histopatológico mediante la 

tinción de H&E mostró un leve infiltrado inflamatorio junto con una desorganización 

de los cordones hepáticos. Las células alteradas mostraron un aumento en el 

tamaño de sus núcleos y citoplasma con núcleos hipocromáticos en ratones de 18 

meses de edad tanto del grupo control como del grupo de EHA (Figura 8). 

 
Figura 8. Determinación de la integridad del tejido hepático de ratones envejecidos. Tinción de 

H&E. La ampliación es de 40 y 100×. Barra indica 50 μm. 
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La fibrosis hepática y la cirrosis alcohólica son afecciones asociadas con una 

síntesis y depósito excesivos de componentes del tejido conectivo, especialmente 

colágenos fibrilares en el parénquima del tejido hepático (Hernandez-Gea & 

Friedman, 2011). Tanto la fibrosis hepática como la cirrosis alcohólica son 

enfermedades debilitantes y potencialmente mortales y conducir al desarrollo de 

CHC (Nangliya et al., 2015). Las regiones fibróticas del hígado se visualizaron 

mediante el método T-Ms, que tiñe las fibras de colágeno de azul y los tejidos 

normales de rojo. Como se muestra en la Figura 9, la tinción T-Ms reveló una ligera 

señal de fibras de colágeno en los tejidos hepáticos de ratones de 18 meses 

sometidos al modelo de EHA. 

 
Figura 9. Determinación de los componentes de la MEC en el hígado de ratones envejecidos. 

Tinción de T Ms. La ampliación es de 40 y 100×. Barra de escala indica 50 μm. 
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A continuación, mediante análisis de IHQ, analizamos los niveles de COL1A1 y 

COL3A1, dos componentes clave de la MEC alterados durante la progresión de la 

fibrosis hepática (Karsdal et al., 2020). Como se muestra en la Figura 10A, el nivel 

de COL1A1 aumentó significativamente (p = 0.0158) en los ratones control de 12 

meses en comparación con los ratones control jóvenes, es decir, ratones de 7 

semanas; en particular, en el modelo de EHA, la COL1A1 aumentó en los ratones 

de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001). Por el contrario, el nivel de la COL3A1 

(Figura 10B) en los ratones control de 12 y 18 meses aumentó significativamente 

(ambos p < 0.0001), pero en el modelo de EHA, el nivel de la COL3A1 disminuyó (p 

< 0.0001) en los ratones de 12 y 18 meses en comparación con los ratones jóvenes 

sometidos al modelo de EHA. 
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Figura 10. Determinación de los componentes de la MEC en el hígado de ratones envejecidos. 

Análisis de IHQ y cuantificación de la señal de las proteínas COL1A1 y COL3A1. La ampliación es 

de 40 y 100×. Barra indica 50 μm. Las gráficas representan la media ± SE. *Significativamente 

diferente de 7W, **de 12M en comparación con el grupo C, *de 7W, **de 12M en comparación con 

el grupo EHA, & de 7W, && de 12M, &&& de 18M en comparación con el grupo de control respectivo; p 

< 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7W: 

ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 

 

7.3 La proliferación celular aumenta con el consumo crónico de etanol durante 

el envejecimiento 

Está demostrado que la capacidad regenerativa del hígado disminuye con la edad 

(Tang et al., 2022). Por lo tanto, para determinar el efecto del consumo crónico de 

etanol en hígados envejecidos, medimos los niveles de los marcadores de 

proliferación PCNA y KI67. El análisis de IF reveló que el número de células PCNA-

positivas disminuyeron tanto en los ratones control de 12 como de 18 meses (ambos 
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p < 0.0001) en comparación con los animales control jóvenes; sin embargo, el 

modelo de EHA aumentó las células PCNA-positivas en los ratones de 18 meses (p 

= 0.0472), pero en los ratones de 12 meses disminuyó (p = 0.0023) en comparación 

con los animales jóvenes. Las células PCNA-positivas disminuyeron en los ratones 

de 7 semanas sometidos al modelo de EHA (p < 0.0001) en comparación con los 

respectivos controles jóvenes (Figura 11).  

 
Figura 11. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la proliferación celular en el tejido 

hepático de ratones envejecidos. Análisis de IF y cuantificación de la señal de la proteína PCNA. 

La ampliación es de 20×. Barra indica 50 μm. Las barras representan la media ± ES. * 

Significativamente diferente de 7S, * de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo EHA, & de 7S 

de 18M en comparación con el grupo de control respectivo; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: 

modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 

12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 

 

El análisis de IHQ reveló que el número de células KI67-positivas en los ratones 

control de 12 y 18 meses disminuyó (ambos p < 0.0001) en comparación con los 

animales control jóvenes, mientras que en el modelo de EHA, este número aumentó 
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(p < 0.0001) en los ratones de 18 meses en comparación con los animales jóvenes. 

Por otra parte, los ratones jóvenes y los de 12 meses sometidos al modelo de EHA 

mostraron un número reducido de las células KI67-positivas (p < 0.0001 y p = 

0.0039, respectivamente) en comparación con sus respectivos controles no tratados 

(Figura 12). 

 
Figura 12. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la proliferación celular en el tejido 

hepático en ratones envejecidos. Análisis IHQ y cuantificación de la señal de la proteína KI67. La 

ampliación es de 20×. Barra de escala indica 50 μm. Las barras representan la media ± ES. * 

Significativamente diferente de 7S, * de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo de EHA, & de 

7S, && de 12M, &&& de 18M en comparación con el grupo control respectivo; p < 0.05. n = 5 

animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 

semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 
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7.4 El consumo crónico de etanol incrementa un marcador de daño al ADN en 

el hígado de ratones envejecidos 

Un acontecimiento temprano en la respuesta a la DSB es el rápido reclutamiento y 

activación de la Poly ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1), que resulta en la 

polimerización de la PAR, un marcador temprano de daño en el ADN, seguido por 

el reclutamiento de histonas en los sitios de daño para estimular la remodelación de 

la cromatina y la reparación del ADN (Schreiber et al., 2006). Para determinar el 

estado del daño en el ADN asociado al envejecimiento y/o promovido por el 

consumo crónico de etanol, cuantificamos las células PAR-positivas mediante 

análisis de IF. Los resultados mostraron que la PAR aumentó en los hígados de 

ratones control de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en comparación con los 

animales jóvenes. Cabe destacar que el modelo de EHA indujo niveles de la PAR 

en los hígados de ratones de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en comparación 

con los animales jóvenes, pero el modelo de EHA también indujo fuertemente los 

niveles de la PAR (p < 0.0001) en los ratones jóvenes en comparación con los 

animales control jóvenes, así como en los hígados de ratones de 12 y 18 meses 

(ambos p < 0.0001) en comparación con sus respectivos controles no tratados 

(Figura 13). 
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Figura 13. Determinación de marcadores de daño al ADN inducido por el consumo crónico de 

etanol en el hígado de ratones envejecidos. (A) Análisis IF y (B) cuantificación de la señal de la 

proteína PAR. La ampliación es de 20×. Barra de escala indica 50 μm. Las barras representan la 

media ± ES. * Significativamente diferente de 7W, ** de 12M en comparación con el grupo C, * de 

7W, ** de 12M en comparación con el grupo de EHA, & de 7W, && de 12M, &&& de 18M en comparación 

con su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad 

hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones 

de 18 meses. 

 

7.5 El consumo crónico de etanol favorece la muerte de las células hepáticas 

de ratones envejecidos 

El daño no resuelto al ADN puede afectar la función celular, promover el desarrollo 

de enfermedades y acelerar el envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). Por lo tanto, 

determinamos la fragmentación del ADN, una característica clave de la apoptosis 

celular (Wang et al., 2016), mediante el ensayo de TUNEL. Se detectó un aumento 

de células TUNEL-positivas en el hígado de los animales de 18 meses sometidos al 

modelo de EHA (Figura 14).  
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Figura 14. Efecto del modelo de EHA sobre la muerte celular en el hígado de ratones 

envejecidos. Ensayo de TUNEL. La ampliación es de 63×. Las imágenes muestran tejidos de 

ratones de 18 meses sin tratamiento y aquellos que se sometieron al modelo de EHA. EHA: modelo 

de enfermedad hepática alcohólica; C: control. TUNEL: Terminal Transferase dUTP Nick End 

Labeling. 

 

7.6 El consumo crónico de etanol incrementa los marcadores de senescencia 

celular en el hígado de ratones envejecidos 

Dado que no existe un único marcador inequívoco de senescencia celular, 

determinamos la presencia de varios marcadores bien conocidos asociados a este 

fenómeno, como la actividad de la SA-β-gal, la pH2A.X y la IL-6 (Kudlova et al., 

2022). Como era de esperar, el análisis histoquímico reveló que la actividad de la 

enzima SA-β-gal aumentó en los hígados de los ratones control de 18 meses de 

edad en comparación con los animales de 12 meses de edad y los animales 

jóvenes; curiosamente, la actividad de SA-β-gal fue fuertemente inducida en los 

hígados de los ratones de 12 y 18 meses de edad sometidos al modelo de EHA en 

comparación con los animales jóvenes y con sus respectivos controles no tratados 
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(Figura 15A). El análisis WB reveló que los niveles de la pH2A.X aumentaron en 

los ratones control de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001); sin embargo, como se 

muestra en la Figura 15B, el consumo crónico de etanol indujo el nivel de esta 

proteína en todos los grupos de animales sometidos a este esquema, es decir, 

ratones de 7 semanas, 12 y 18 meses (todos p < 0.0001). 

 
Figura 15. Determinación de marcadores de senescencia celular inducidos por el consumo 

crónico de etanol en el hígado de ratones envejecidos. (A) Análisis histoquímico y cuantificación 

de la señal de la actividad SA-β-gal. La ampliación es de 20 y 40×. Barra de escala indica 50 μm. (B) 

Análisis por WB y cuantificación de los niveles de la proteína pH2A.X. Los niveles de proteína pH2A.X 

se normalizaron con los de la proteína GAPDH, que se utilizó como control de carga. Las barras 

representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparación con el 

grupo C, * de 7W, ** de 12M en comparación con el grupo de EHA, & de 7W, && de 12M, &&& de 18M 

en comparación con su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de 

enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 

18M: ratones de 18 meses. 
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La citocina proinflamatoria IL-6 está regulada positivamente en el SASP (Ghosh & 

Capell, 2016). El análisis de IHQ demostró que el área positiva para la IL-6 aumento 

en los hígados de los ratones control de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en 

comparación con los ratones jóvenes. El modelo de EHA aumentó su nivel sólo en 

los ratones de 18 meses (p < 0.0001) en comparación con los ratones de 7 semanas 

y 12 meses, así como con su respectivo control no tratado (Figura 16). 

 
Figura 16. Determinación de un marcador del SASP inducido por el consumo crónico de 

etanol en el hígado de ratones envejecidos. Análisis IHQ y cuantificación de la señal de la proteína 

IL-6. La ampliación es de 20×. Barra de escala indica 50 μm. Las barras representan la media ± ES. 

* Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo C, * de 7S, ** de 12M 

en comparación con el grupo de EHA, & de 7S, && de 12M, &&& de 18M en comparación con su 

respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática 

alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 

meses. 
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7.7 El consumo crónico de etanol promueve la localización preferente de la 

NXN cerca de o en las células senescentes del hígado de ratones envejecidos 

Con base en el aumento de la actividad de la enzima SA-β-gal en el hígado de 

ratones de 18 meses (Figura 15A) a continuación, determinamos si existía un 

posible vínculo entre los marcadores de senescencia y la NXN en el tejido hepático 

de ratones envejecidos. La doble tinción de la NXN con la proteína pH2A.X mediante 

el análisis de IF en el hígado de ratones de 18 meses, reveló que la NXN se localizó 

preferentemente en el núcleo y el citoplasma de las células senescentes o 

adyacentes en los animales sometidos al modelo de EHA (Figura 17). 

 
Figura 17. Co-marcaje de la NXN con pH2A.X en el hígado de ratones envejecidos. Doble tinción 

de las proteínas NXN y pH2A.X mediante análisis IF. Las flechas blanca y azul señalan la localización 

nuclear y citoplasmática de la NXN, respectivamente. La ampliación es de 63×. Las imágenes 

muestran tejidos de ratones de 18 meses. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: 

control. 
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Adicionalmente, la doble tinción de la NXN con la actividad SA-β-gal mediante 

análisis de IHQ en el hígado de ratones de 18 meses, reveló que la NXN se localizó 

preferentemente en el núcleo y el citoplasma de las células senescentes o 

adyacentes en los animales sometidos al modelo de EHA (Figura 18). 

 

 
Figura 18. Co-manrcaje de NXN con la actividad SA-β-gal en el hígado de ratones envejecidos. 

Doble tinción de las proteínas NXN y pH2A.X mediante análisis IF. Las flechas blanca y azul señalan 

la localización nuclear y citoplasmática de la NXN, respectivamente. La ampliación es de 63×. Las 

imágenes muestran tejidos de ratones de 18 meses. EHA: modelo de enfermedad hepática por 

etanol; C: control. 

 

7.8 El consumo crónico de etanol aumenta las proteínas carboniladas en el 

hígado de ratones envejecidos 

Entre una amplia gama de modificaciones derivadas de las ERO, la carbonilación 

de biomoléculas es una de las principales características del estrés oxidante y 
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determina el grado de oxidación asociado con el daño celular, el envejecimiento y 

varios trastornos relacionados con la edad (Fedorova et al., 2014). El análisis de las 

proteínas carboniladas mostró que en los ratones control de 18 meses incrementó 

(p = 0.0197) en comparación con los animales control jóvenes; curiosamente, el 

consumo crónico de etanol promovió el nivel de proteínas carboniladas en el hígado 

de todos los grupos de animales del modelo de EHA, es decir, ratones de 7 

semanas, 12 y 18 meses (p < 0.0001, p < 0.0001 y p = 0.0006, respectivamente) en 

comparación con sus respectivos grupos controles no tratados (Figura 19).  

 
Figura 19. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la carbonilación de proteínas. Se 

hicieron dos pools de tres muestras individuales cada uno al mezclar cantidades iguales de 

proteínas. La determinación de las proteínas carboniladas fue mediante el análisis OxyBlot. Las 

barras representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparación 

con el grupo C, * de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo EHA, & de 7S, && de 12M, &&& de 

18M en comparación con su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo 

de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 

meses; 18M: ratones de 18 meses. 

 

Por otro lado, la medición del nivel de proteína de la NXN reveló que, si bien no se 

observaron cambios entre los grupos control, el consumo crónico de etanol estimuló 

su nivel en los ratones de 7 semanas sometidos al modelo de EHA (p = 0.0047); 

este fenómeno no se observó en los ratones de 12 y 18 meses (Figura 20). 
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Figura 20. Efecto del consumo crónico de etanol sobre los niveles de la proteína NXN en el 

hígado de ratones envejecidos. Análisis por WB de la proteína NXN. El nivel de proteína de la NXN 

se normalizó con el de GAPDH, que se utilizó como control de carga. Las barras representan la 

media ± ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo C, * de 7S, 

** de 12M en comparación con el grupo EHA, & de 7S, && de 12M, &&& de 18M en comparación con 

su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática 

alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 

meses. 

 

7.9 El consumo crónico de etanol potencia las alteraciones promovidas por el 

envejecimiento en las interacciones dependientes de la NXN en el hígado de 

ratón 

Está bien establecido que la NXN interactúa de forma redox-dependiente con varias 

proteínas como FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1, entre otras, para regular la actividad 

río abajo de diferentes vías de señalización y, como consecuencia, contribuye a la 

homeostasis redox celular (Idelfonso-García et al., 2022). Además, algunas de las 

interacciones de la NXN redox-sensibles se han visto afectadas por el consumo 

crónico de etanol (Arellanes-Robledo et al., 2021; Arellanes-Robledo et al., 2018). 

Por lo tanto, para determinar si el envejecimiento modifica la proporción de las 
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interacciones redox-sensibles de NXN/FLII, NXN/MYD88, NXN/CAMK2A y 

NXN/PFK1, y si el consumo crónico de etanol empeora las alteraciones inducidas 

por el envejecimiento en el hígado, realizamos análisis de IP a partir de extractos 

de proteínas totales.  

Los resultados demostraron que la NXN fue inmunoprecipitada, y las proteínas FLII, 

MYD88, CAMK2A, y PFK1 fueron eficientemente co-precipitadas. Cabe destacar 

que en los ratones control de 18 meses de edad, la proporción de interacción de 

NXN/FLII aumentó considerablemente (p < 0.0001), pero el mayor incremento de 

esta proporción de interacción se observó en los ratones de 7 semanas de edad 

sometidos al modelo de EHA, que disminuyó gradualmente en los ratones de 12 y 

18 meses de edad (ambos p < 0.0001). En particular, en los ratones de 18 meses 

sometidos al consumo crónico de etanol, esta proporción de interacción también 

disminuyó (p < 0.0001) en comparación con su respectivo control no tratado (Figura 

21).  
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Figura 21.  Efecto del consumo crónico de etanol sobre la interacción NXN/FLII en el hígado 

de ratones envejecidos. La proteína total extraída de los ratones se incubó para precipitar la NXN 

en complejo con las proteínas que interactúa al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la 

sección de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno 

con cantidades iguales de proteínas. (A) Se utilizó el análisis de WB para detectar el 

inmunoprecipitado de la NXN y la proteína FLII coprecipitada. (B) Cuantificación por densitometría 

de la intensidad de las proteínas NXN y FLII. Se detectaron bandas de cadena pesada de 

inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de proteína. 

Las barras representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en 

comparación con el grupo C, * de 7S, ** de 12M en comparación con el grupo de EHA, & de 7S, && 

de 12M, &&& de 18M en comparación con el grupo de control respectivo; p < 0.05. n = 5 

animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 

semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 

 

La proporción de interacción de NXN/MYD88 se encontró fuertemente disminuida 

(p < 0.0001) en los ratones control de 18 meses en comparación con los ratones 

control jóvenes y de 12 meses; sin embargo, se redujo de forma similar en ratones 

jóvenes y de edad sometidos al modelo de EHA, incluso por debajo de la proporción 

de interacción observada en sus respectivos controles, especialmente en ratones 



 

~ 69 ~ 
 

de 7 semanas y de 12 meses (p = 0.0001 y p < 0.0001, respectivamente) en 

comparación con sus respectivos ratones control no tratados (Figura 22).  

 
Figura 22. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la interacción NXN/MYD88 en el hígado 

de ratones envejecidos. La proteína total extraída de los ratones se incubó para precipitar la NXN 

en complejo con las proteínas que interactúa al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la 

sección de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno 

con cantidades iguales de proteínas. (A) Se utilizó el análisis de WB para detectar el 

inmunoprecipitado de la NXN y la proteína MYD88 coprecipitada. (B) Cuantificación por 

densitometría de la intensidad de las proteínas NXN y MYD88. Se detectaron bandas de cadena 

pesada de inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de 

proteína. Las barras representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en 

comparación con el grupo C, & de 7S, && de 12M en comparación con el grupo de control respectivo; 

p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: 

ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses. 

 

Por otra parte, la proporción de interacción del complejo NXN/CAMK2A se indujo en 

ratones de 7 semanas de edad (p = 0.0018) del modelo de EHA en comparación 

con su control no tratado, pero disminuyó gradualmente, en los ratones de 18 meses 

de edad (p = 0.0426) en comparación con ratones de 7 semanas de edad. Los 
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controles no tratados mostraron una tendencia creciente no significativa durante el 

envejecimiento (Figura 23).  

 
Figura 23. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la interacción NXN/CAMK2A en el 

hígado de ratones envejecidos. La proteína total extraída de los ratones se incubó para precipitar 

la NXN en complejo con las proteínas que interactúa al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica 

en la sección de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada 

uno con cantidades iguales de proteínas. (A) Se utilizó el análisis de WB para detectar el 

inmunoprecipitado de la NXN y la proteína CAMK2A coprecipitada. (B) Cuantificación por 

densitometría de la intensidad de las proteínas NXN y CAMK2A. Se detectaron bandas de cadena 

pesada de inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de 

proteína. Las barras representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S en el grupo C, 

* de 7S en comparación con el grupo de EHA; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de 

enfermedad hepática alcohólica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 

18M: ratones de 18 meses. 

 

Por último, la proporción de interacción del complejo NXN/PFK1 en los animales no 

tratados mostró una disminución gradual y significativa (p = 0.0121) en los ratones 

de 18 meses en comparación con los animales jóvenes; por el contrario, este 

complejo de interacción fue inducido por el consumo crónico de etanol en los 
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ratones de 18 meses (p < 0.0001) en comparación con su respectivo control no 

tratado (p < 0.0001), así como, en comparación con ratones de 7 semanas y 12 

meses (p = 0.0001 y p = 0.0011, respectivamente) sometidos al modelo EHA 

(Figura 24). 

 
Figura 24. Efecto del consumo crónico de etanol sobre la interacción NXN/PFK1 en el hígado 

de ratones envejecidos. La proteína total extraída de los ratones se incubó para precipitar la NXN 

en complejo con las proteínas que interactúa al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la 

sección de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno 

con cantidades iguales de proteínas. (A) Se utilizó el análisis de WB para detectar el 

inmunoprecipitado de la NXN y la proteína PFK1 coprecipitada. (B) Cuantificación por densitometría 

de la intensidad de las proteínas NXN y PFK1. Se detectaron bandas de cadena pesada de 

inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de proteína. 

Las barras representan la media ± ES. * Significativamente diferente de 7S en el grupo C, * de 7S, 

** de 12M en comparación con el grupo de EHA, &&& de 18M en comparación con su grupo control 

respectivo; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepática alcohólica; C: 

control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.  
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8 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El deterioro del funcionamiento del hígado debido al envejecimiento contribuye a la 

progresión de las enfermedades hepáticas relacionadas con la edad (Kim et al., 

2015). Un mecanismo bien descrito es que, durante el envejecimiento, las CEH 

adoptan cambios relacionados con el envejecimiento y secretan diversos factores 

inflamatorios y promotores de tumores, entre ellos la IL-1β, la IL-6 y el ligando 7 de 

quimiocina (CXCL7), para inducir la infiltración de neutrófilos. A continuación, el 

estrés oxidante excesivo derivado de los neutrófilos induce la DSB y restringe la 

proliferación de células progenitoras hepáticas, lo que conduce al deterioro de la 

regeneración del hígado (Cheng et al., 2017). Las evidencias indican que un hígado 

envejecido es más susceptible a los daños debidos al abuso del etanol (Seitz & 

Stickel, 2007), lo que exacerba el estrés oxidante y desequilibra el estado redox,  al 

desempeñar un papel crítico en el destino celular mediado por el etanol (Fujino et 

al., 2006). Dado que la NXN es una enzima redox sensible que se ha propuesto 

como regulador maestro de la homeostasis redox celular (Idelfonso-García et al., 

2022), en este estudio nos propusimos determinar la implicación de la NXN en el 

hígado de ratones envejecidos sometidos al consumo crónico de etanol, e 

identificamos que algunas interacciones redox de la NXN se sensibilizan con el 

envejecimiento y empeoran con el consumo crónico de etanol, lo que potencia el 

mal funcionamiento hepático, como se comenta adelante. 

Tras un daño hepático, las CEH experimentan un complejo proceso de activación y 

se convierten en la principal fuente de deposición creciente e irregular de 

componentes de la MEC que conducen a la fibrosis (Osna et al., 2017). Durante un 

proceso normal de fibrilogénesis, se ha identificado que mientras que el nivel de la 
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COL1A1 disminuye, el de la COL3A1 aumenta; sin embargo, en los tejidos fibróticos 

hepáticos esta proporción homeostática de colágeno I/III se invierte (Karsdal et al., 

2020). Esta proporción alterada puede encontrarse en el hígado de personas 

envejecidas y estar asociada a un estado proinflamatorio crónico de bajo grado 

(Adrover et al., 2016). Aunque la tinción de T-Ms no detectó claramente la 

deposición de fibras de colágeno, los análisis de IHQ revelaron que el consumo 

crónico de etanol aumento el nivel de la COL1A1 y disminuyó el de la COL3A1 en 

el hígado de ratones envejecidos. Este fenómeno va acompañado de un leve 

infiltrado inflamatorio y una desorganización de los cordones hepáticos (Figura 10). 

Aunque las fibras de colágeno no se detectaron mediante la tinción de T-Ms, un 

procedimiento menos sensible que la inmunodetección, esta evidencia indica que 

tanto la inversión de la proporción de colágeno I/III como el leve infiltrado 

inflamatorio se vieron favorecidos por el envejecimiento en el hígado de animales 

sometidos al modelo de EHA. Ésta alteración inicial progresar a una peor condición 

si el hígado continúa expuesto a un insulto crónico por uno o múltiples factores 

promotores durante un tiempo prolongado. 

La proliferación celular es un proceso esencial para el crecimiento y el 

mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Algunos marcadores de 

proliferación ampliamente utilizados, como las proteínas PCNA y KI67, han sido 

útiles para identificar alteraciones en el proceso de proliferación celular (Bologna-

Molina et al., 2013). Aunque el hígado es un órgano con un alto potencial 

proliferativo que favorece su regeneración tras la eliminación parcial de tejido o daño 

celular, un fenómeno conocido como proliferación compensatoria, su capacidad 

regenerativa disminuye con el envejecimiento (Pibiri, 2018). Se ha informado que el 
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consumo crónico de etanol durante 24 meses, aumenta la proliferación de células 

hepáticas desde el inicio hasta los 7 meses de consumo de etanol; curiosamente, a 

los 12 meses desaparece, pero a los 18 meses la proporción de proliferación es 

similar a los controles (Mendenhall et al., 1993). Como era de esperarse, nuestros 

resultados muestran que los niveles de KI67 y PCNA disminuyeron en los animales 

envejecidos no tratados; es decir, ratones de 12 y 18 meses; sin embargo, el 

consumo crónico de etanol aumentó los niveles de estas proteínas en los ratones 

de 18 meses (Figura 11 y 12). Una explicación plausible para este resultado, 

contrastado con los datos reportados (Mendenhall et al., 1993), es que la 

proliferación compensatoria inducida por los efectos hepatotóxicos del consumo 

crónico de etanol, se potencia en los momentos iniciales de la exposición al etanol 

y posteriormente, las células se adaptan a la citotoxicidad del etanol, como ocurre 

con la exposición a altos niveles de LPS promovida por la disfunción de la barrera 

intestinal inducida por el etanol (Rao, 2009). Esto se debe a que en el momento de 

la evaluación, en nuestro modelo de EHA, los animales habían sido sometidos al 

consumo de etanol sólo durante las primeras 8 semanas a los 18 meses de edad, 

pero en el estudio de Mendenhall y colaboradores (Mendenhall et al., 1993), los 

animales habían sido alimentados con etanol durante 18 meses a la misma edad. 

Por lo tanto, la inducción de la proliferación compensatoria por el etanol está 

asociada al inicio de la exposición de las células hepáticas al consumo crónico de 

etanol. 

El estrés oxidante inducido por el etanol conduce a la senescencia celular mediante 

el aumento de la producción de las ERO y la reducción de la actividad del sistema 

antioxidante celular, lo que aumenta el daño al ADN (Dey & Cederbaum, 2006). En 



 

~ 75 ~ 
 

la DDR, la PARP dependiente del ADN, especialmente la PARP-1, reconoce 

rápidamente tanto los extremos de una sola hebra como los de la DSB. A 

continuación, se sintetiza PAR, una molécula de señalización del daño al ADN que 

permite una evaluación celular rápida y eficaz, y concentra factores clave de la vía 

de reparación de la rotura de la cadena sencilla en el lugar del daño (Schreiber et 

al., 2006). Curiosamente, se ha informado de que la inactivación del gen PARP-1 

en ratones conduce a la aceleración del envejecimiento (Piskunova et al., 2008). 

Nuestro análisis de IF reveló que el nivel de PAR aumento significativamente en 

ratones envejecidos no tratados, pero se acrecentó con el consumo crónico de 

etanol tanto en ratones jóvenes como envejecidos (Figura 13). Los ensayos in vitro 

han demostrado que la senescencia, una respuesta al estrés que se produce 

universalmente en los tejidos en condiciones fisiopatológicas, es estimulada en los 

hepatocitos por el etanol, lo que sugiere que desempeña un papel clave en la EHA 

(Dong et al., 2021; Jin et al., 2018); además, en cultivos de hepatocitos expuestos 

a etanol aumenta la actividad SA-β-gal, un biomarcador ampliamente utilizado de 

senescencia celular (Lu et al., 2023). Curiosamente, nuestros resultados mostraron 

que la actividad de la SA-β-gal aumento en los ratones de 18 meses no tratados, 

pero este incremento se observó a partir de los 12 meses y se potenció en ratones 

de 18 meses sometidos al modelo EHA (Figura 15A), lo que indica que el consumo 

crónico de etanol exacerbó la aparición de células senescentes en el hígado de 

ratones envejecidos. 

El acortamiento de los telómeros es un acontecimiento importante en la 

senescencia, que se correlaciona con los SAFH, un dominio de heterocromatina 

facultativo asociado a la detención irreversible del ciclo celular (Narita et al., 2006). 
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La pH2A.X, una histona de sustitución, es el segundo marcador más común de 

senescencia celular después de la actividad SA-β-gal, y es el marcador más 

sensible de DSB y acortamiento de telómeros (Sedelnikova et al., 2004). Nuestros 

resultados demostraron que el nivel de la pH2A.X se inducía en los hígados de 

ratones de 12 y 18 meses tanto no tratados como tratados con etanol, pero era 

mayor en los tratados con etanol (Figura 15B). Además, la mayoría de las células 

senescentes pueden mostrar un SASP e incrementar la producción masiva de 

citosinas proinflamatorias y factores de crecimiento. La IL-6, es una de las citosinas 

proinflamatorias básicas de los componentes del SASP (Calder et al., 2017). Se ha 

informado de que, en el hígado de ratas envejecidas, el ARNm de IL-6 aumenta 

principalmente en las CK, lo que sugiere que estas células son la fuente principal 

en los hígados envejecidos (Maeso-Diaz et al., 2018). Además, se produce un daño 

agudo y el hígado pierde funciones hepatocelulares e induce una regeneración 

compensatoria; y la IL-6, junto con los factores de crecimiento, favorece la 

proliferación de los hepatocitos al aumentar tanto la síntesis de ADN como la 

inestabilidad genómica (Nechemia-Arbely et al., 2011). Nuestros resultados 

mostraron que el consumo crónico de etanol aumento el nivel de IL-6 en ratones 

envejecidos (Figura 16). En conjunto, estos datos indican que el mecanismo de 

reparación del ADN se activa con el propio envejecimiento en un intento de revertir 

el daño celular, pero se potencia por el efecto citotóxico del consumo crónico de 

etanol, como un evento de daño temprano, tanto en las células hepáticas 

envejecidas como en las jóvenes; por lo tanto, este daño conduce al establecimiento 

de la senescencia celular, lo que contribuye a acelerar la progresión de la EHA 

durante el envejecimiento. 
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La oxidación provoca daños estructurales en las macromoléculas que se acumulan 

con la edad y contribuyen a alterar las vías de señalización, lo que provoca 

inadvertidamente el envejecimiento celular. Se ha demostrado que las redes de 

señalización reguladas por redox controlan el SASP, que desempeña un papel 

importante en la conducción de las enfermedades relacionadas con la edad 

(Chandrasekaran et al., 2017). La NXN es una enzima sensible al redox que 

mantiene la homeostasis redox, regula varias vías de señalización y elimina ERO 

(Idelfonso-García et al., 2022). Por lo tanto, determinamos el co-marcaje de la NXN 

con la pH2A.X y la SA-β-gal mediante análisis de IF e IHQ, respectivamente, para 

identificar una posible relación entre la senescencia celular y la presencia de la NXN, 

una enzima redox sensible que no se había asociado previamente con este proceso 

celular. Nuestros resultados mostraron que la NXN se co-localizo o detecto 

preferentemente junto a las células senescentes (Figura 17 y 18). Dado que la NXN 

elimina ERO (Idelfonso-García et al., 2022), estas pruebas sugieren claramente que 

la NXN se localiza dentro o cerca de las células senescentes para protegerlas del 

estrés oxidante producido por las propias células senescentes y/o por el 

metabolismo del etanol. 

La carbonilación de proteínas es una modificación oxidativa postraduccional 

irreversible e irreparable que produce una fracción reactiva de carbonilo. Se ha 

demostrado que la carbonilación de proteínas está asociada a varias enfermedades, 

aumenta con la edad y está relacionada con el desgaste de enzimas específicas 

dependiente de la edad (Dalle-Donne et al., 2003). En particular, la carbonilación de 

proteínas aumenta en el hígado de ratones jóvenes expuestos al consumo crónico 

de etanol durante cuatro meses (Shearn et al., 2018). Observamos que la 
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carbonilación de proteínas aumentaron en ratones de 18 meses no tratados, pero 

el consumo de etanol administrado durante sólo ocho semanas, aumentó el nivel de 

proteínas carboniladas en el hígado de ratones jóvenes y envejecidos; esto indica 

que la carbonilación de proteínas es una modificación oxidativa temprana inducida 

por el etanol, y el envejecimiento contribuyó a potenciar este fenómeno (Figura 19). 

Un mecanismo plausible en los hígados envejecidos es que el aumento de la 

producción de las ERO por el consumo de etanol deteriora la estructura y la función 

de las mitocondrias y aumenta el contenido de proteínas carboniladas en estos 

organelos, pero no en el citosol celular, como se informó anteriormente (Dey & 

Cederbaum, 2006). Por otro lado, aunque la NXN no ha sido implicado en la 

senescencia celular, puede contribuir en base a su papel en la regulación de las 

ERO y de la homeostasis redox celular (Idelfonso-García et al., 2022). Nuestros 

resultados mostraron que el nivel de proteína de la NXN fue fuertemente inducido 

en el hígado de ratones jóvenes tratados con etanol, pero no en ratones envejecidos 

(Figura 20). Una explicación plausible de este fenómeno es que, en los animales 

jóvenes, la NXN todavía tiene plena capacidad para combatir el aumento del estrés 

oxidante para revertir el daño oxidante inducido por el etanol. Sin embargo, la 

actividad enzimática de la NXN ya había disminuido en los ratones envejecidos, 

como ocurre con las enzimas hepáticas metabolizadoras del etanol en las personas 

de edad avanzada (Meier & Seitz, 2008). Este declive generara la modificación 

oxidativa de la enzima NXN promovida por la carbonilación inducida por el consumo 

crónico de etanol, una hipótesis intrigante que necesita ser abordada. 

La NXN interactúa de manera redox-dependiente con siete proteínas hasta el 

momento, regula varios procesos celulares y se ha asociado a diferentes patologías 
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(Idelfonso-García et al., 2022). Como primera aproximación para dilucidar si sus 

relaciones de interacción proteína-proteína se modifican con el envejecimiento, 

evaluamos el estado de interacción de la NXN con las proteínas FLII, MYD88, 

CAMK2A y PFK1, que regulan la inmunidad innata, la inflamación, la plasticidad 

neuronal y la glucólisis, respectivamente. Mientras que el MYD88 se considera un 

eje de las vías de señalización inflamatoria río abajo de los TLR y otros receptores 

(Deguine & Barton, 2014), FLII, que también interactúa con MYD88, la cual es una 

proteína multifuncional y recientemente ha sido identificada como un regulador 

emergente de la inflamación (Ruzehaji et al., 2013). Durante un estímulo 

proinflamatorio, MYD88 se une a TLR4, lo que provoca la activación del NF-κβ para 

transcribir genes implicados en la inmunidad innata y la inflamación; sin embargo, 

para evitar la hiperactivación innecesaria de la vía TLR4/MYD88, FLII secuestra 

MYD88 de TLR4 a través de la NXN, al formar el complejo FLII/NXN/MYD88. 

(Hayashi et al., 2010). Encontramos que FLII incremento la proporción de 

interacción con la NXN en el hígado de ratones jóvenes, pero esta interacción 

disminuyó fuertemente en los ratones de edad sometidos al modelo de EHA, 

mientras que la proporción de interacción de MYD88 no cambio en estos grupos de 

animales; cabe destacar que, en los ratones de edad de 18 meses no tratados, la 

proporción de interacción FLII/NXN aumento (Figura 21). Esta evidencia sugiere 

que el consumo crónico de etanol disminuye la eficiencia de la NXN para interactuar 

con FLII, probablemente por el aumento de la carbonilación de proteínas inducida 

por el consumo crónico de etanol que afecta a las proteínas redox sensibles, como 

la NXN; un fenómeno que se sensibiliza por el envejecimiento, pero es exacerbado 

por el consumo crónico de etanol. 
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Recientemente, se informó que la NXN interactúa con CAMK2A y la oxida para 

mantener su estado oxidante y su actividad en las neuronas (Tran et al., 2021). La 

CAMK2A, una serina/treonina quinasa, es muy abundante en el cerebro y 

desempeña varias funciones mediadas por la regulación del Ca2+ intracelular, como 

la síntesis de neurotransmisores, la regulación de canales iónicos, la división celular, 

la contractilidad muscular y la transcripción génica (Idelfonso-García et al., 2022; 

Tran et al., 2021); sin embargo, hasta donde sabemos, no se ha investigado su 

función en el hígado. Observamos que la proporción de interacción NXN/CAMK2A 

disminuye en ratones envejecidos sometidos al modelo de EHA (Figura 23), como 

consecuencia del deterioro de la capacidad oxidasa de la NXN iniciado por el 

envejecimiento y aumentado por el consumo crónico de etanol, al modificar 

funciones dependientes de CAMK2A en el hígado que quedan por investigar. 

La PFK1 es una enzima reguladora crucial de la glucólisis asociada a la promoción 

de la proliferación de células cancerosas ya que se encuentra elevada en los tejidos 

cancerosos (Yalcin et al., 2009). Se ha demostrado que la NXN interactúa con la 

PFK1 y estabiliza su oligomerización para regular su actividad catalítica. Dado que 

la deficiencia de la NXN aumenta el NADPH y reduce los niveles de glutatión, dos 

importantes antioxidantes celulares generados a través de la vía de la pentosa 

fosfato, se ha propuesto que la PFK1 hace que las células sean más resistentes al 

estrés oxidante. Aunque aún se desconoce cómo la NXN estabiliza la 

oligomerización de la PFK1, se ha propuesto que existe un efecto conjunto entre la 

actividad de la NXN, la glicosilación, la fosforilación y la acilación, ya que la PFK1 

también está sujeta a estas modificaciones postraduccionales (Funato et al., 2013). 

Descubrimos que la proporción de interacción NXN/PFK1 disminuyó en los ratones 
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envejecidos no tratados, pero aumento en los sometidos a consumo crónico de 

etanol (Figura 24). Por lo tanto, esta evidencia sugiere que un mecanismo por el 

cual el consumo crónico de etanol durante el envejecimiento aumenta la 

proliferación celular (Figura 11 y 12), es a través de la estabilización de PFK1 por 

la contribución de la NXN, así como, por algunas modificaciones post-

traduccionales. Futuros análisis confirmarán esta propuesta.  
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9 CONCLUSIONES 

En resumen, demostramos el papel de la NXN durante el consumo crónico de etanol 

en el hígado de ratones envejecidos. Aportamos pruebas que demuestran que el 

consumo crónico de etanol empeora la alteración de las interacciones redox-

sensibles dependientes de la NXN promovidas por el envejecimiento en el hígado 

del ratón, como la de la NXN con las proteínas FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1. 

Aunque la capacidad de interacción de la NXN ya había disminuido para proteger el 

tejido hepático de los efectos adversos del consumo crónico de etanol, se localizó 

preferentemente en las células senescentes o junto a ellas. Esto estuvo 

acompañado de un aumento de la actividad SA-β-gal, de los niveles de PAR, 

pH2A.X e IL-6, de la carbonilación de proteínas y de la proliferación celular, así 

como de la modificación de la proporción de colágeno I y colágeno III (Figura 25). 

Además, dado que esta evidencia hasta donde sabemos, es la primera que 

demuestra la implicación de la NXN en el envejecimiento, nuestro hallazgo abre una 

ventana para intensificar la investigación dirigida en dilucidar hasta qué punto las 

interacciones de la NXN y sus vías de señalización río abajo están implicadas en el 

envejecimiento y en los retos a los que se enfrenta el hígado al ser expuesto a 

agentes tóxicos, como el etanol. En particular, como es bien sabido en la población 

general, el consumo de etanol es un predictor independiente de otras enfermedades 

hepáticas, como la cirrosis y el CHC en pacientes portadores de una infección 

crónica por el VHC, y de muerte en pacientes portadores de una infección por el 

VHC o B (Bellentani et al., 2010). Por lo tanto, es plausible que la alteración de las 

interacciones de la NXN pueda verse potenciada por los efectos concomitantes de 

la ingesta crónica de etanol y la infección por los virus de la hepatitis. Aunque esta 
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propuesta no fue abordada y ser una limitante de nuestra investigación, también es 

una hipótesis alentadora que surge de los hallazgos actuales. Por lo tanto, la 

implicación de la NXN en el envejecimiento representa un fenómeno emergente y 

atractivo que debería seguir investigándose. 

 
Figura 25. Resumen esquemático de los efectos del consumo crónico de etanol sobre las 

interacciones redox-sensibles dependientes de la NXN durante el envejecimiento. El consumo 

crónico de etanol empeora los efectos adversos del envejecimiento en (1) la proporción del 

COL1A1/COL3A1, (2) la proliferación celular, (3) el daño al ADN, (4) la actividad de la SA-β-gal, (5) 

el nivel y la localización de la proteína NXN, (6) la carbonilación de proteínas y, (7) la interacción de 

NXN con las proteínas FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1 en el hígado de ratón. CAMK2A, proteína 

quinasa II alfa dependiente de calcio/calmodulina; COL1A1, colágeno 1 alfa 1; COL3A1, colágeno 3 

alfa 1; PC, proteína carbonilada; FLII, Flightless-I; IL-6, interleucina 6; MYD88, Gen 88 de respuesta 

primaria de diferenciación mieloide; NXN, nucleorredoxina; PAR, poli (ADP-ribosa); PCNA, antígeno 

nuclear de células en proliferación; PFK1, fosfofructoquinasa 1; pH2A.X, fosfo-H2A.X(Ser139); SA-

β-gal, actividad de la β-galactosidasa asociada a la senescencia. 
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10 PERSPECTIVAS 

Evaluar cambios de la expresión génica alterados por la enfermedad hepática 

alcohólica durante el envejecimiento y la posible regulación dependiente de la NXN. 
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12 ANEXOS 

12.1 Publicaciones 
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31176654/  

Contribución de la publicación 

En esta investigación proponemos un modelo de CHC; en resumen, nuestros 

resultados demuestran que el DEN administrado crónicamente a 20 mg/kg induce 

el CHC, mientras que el DEN a 2,5 y 5 mg/kg es de utilidad para dilucidar su efecto 

sinérgico con otros agentes hepatotóxicos en ratones. 

Estos parámetros se establecieron mediante la evaluación de cambios 

histopatológicos, marcadores del CHC, como la enzima glutatión S-transferasa 

placentaria-1 (GSTP1), la citoqueratina-19 (CK19) y la prostaglandina reductasa-1 

(PTGR1); la evaluación del CYP2E1, una enzima metabolizadora de DEN; y la 

expresión del marcador de proliferación Ki67.  
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Contribución de la publicación 

Hemos documentado que los extractos acuosos de los estadios larvario y de pupa 

de T. molitor tuvieron propiedades quimioprotectoras durante la 

hepatocarcinogénesis temprana en ratones. Estos extractos acuosos bloquearon 

las alteraciones tempranas que preceden al establecimiento del CHC y aquellas 

asociadas a la aparición del CHC, como el desorden de la arquitectura hepática, la 

hipertrofia de los hepatocitos y la fibrogénesis, así como la proliferación celular. 

Nuestros resultados sugieren que las larvas de T. molitor, pero aún más 

notablemente las pupas, contienen compuestos bioactivos adicionales que están 

ausentes en la etapa adulta y exhiben potencial terapéutico contra las alteraciones 

tempranas que eventualmente conducen a la carcinogénesis hepática. Nuestros 

hallazgos alientan el consumo de larvas de T. molitor en poblaciones de alto riesgo 

de CHC, como estrategia preventiva. 
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Idelfonso-García OG, Alarcón-Sánchez BR, Vásquez-Garzón VR, Baltiérrez-Hoyos 

R, Villa-Treviño S, Muriel P, Serrano H, Pérez-Carreón JI, Arellanes-Robledo J. Is 

Nucleoredoxin a Master Regulator of Cellular Redox Homeostasis? Its Implication in 

Different Pathologies. Antioxidants (Basel). 2022 Mar 30;11(4):670. doi: 

10.3390/antiox11040670. PMID: 35453355; PMCID: PMC9030443. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35453355/  

Contribución de la publicación 

Hemos resumido la multifuncionalidad de la NXN en la fisiología celular y su 

implicación en diferentes patologías.  

La NXN, una enzima oxidorreductasa, contribuye la homeostasis redox celular al 

regular diferentes vías de señalización de manera redox dependiente. Al interactuar 

con siete proteínas, hasta ese momento; como son DVL, PP2A, PFK1, SEC63, 

MYD88, FLII y la CAMK2A. En conjunto, esta evidencia sitúa a la NXN como un 

fuerte candidato para ser un regulador redox maestro de la fisiología celular y como 

el centro de diferentes vías de señalización sensibles a redox y patologías 

asociadas. 
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Idelfonso-García OG, Alarcón-Sánchez BR, Guerrero-Escalera D, López-

Hernández NA, Pérez-Hernández JL, Pacheco-Rivera R, Serrano-Luna J, 

Resendis-Antonio O, Muciño-Olmos EA, Aparicio-Bautista DI, et al. Nucleoredoxin 

Redox Interactions Are Sensitized by Aging and Potentiated by Chronic Ethanol 

Consumption in the Mouse Liver. Antioxidants. 2024; 13(3):257.  

https://doi.org/10.3390/antiox13030257  

Contribución de la publicación 

Demostramos un fenómeno emergente asociado con la homeostasis redox alterada 

durante el envejecimiento, como lo demuestra la capacidad cada vez menor de la 

NXN para interactuar con proteínas asociadas, que se ve potenciado por el 

consumo crónico de etanol en el hígado del ratón. Esta evidencia abre una ventana 

atractiva para dilucidar las consecuencias del envejecimiento y el consumo crónico 

de etanol río abajo de las vías de señalización que son reguladas por interacciones 

redox sensibles dependientes de la NXN. 
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Idelfonso-García OG, Pacheco-Rivera R, Alarcón-Sánchez BR, Serrano-Luna J, 

Baltiérrez-Hoyos R, Vásquez-Garzón VR, Muriel P, Villa-Treviño S, Pérez-Carreón 

JI, Arellanes-Robledo J. Protocol to detect senescence-associated β-galactosidase 

and immunoperoxidase activity in fresh-frozen murine tissues. STAR Protoc. 2024 

Apr 10;5(2):103009. doi: 10.1016/j.xpro.2024.103009. Epub ahead of print. PMID: 

38602869; PMCID: PMC11017356. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38602869/ 

Contribución de la publicación 

En esta investigación proponemos un protocolo de doble marcaje para detectar in 

situ diferentes proteínas junto con la actividad de β-galactosidasa asociada a la 

senescencia (SA-βGal) en tejidos murinos recién congelados; en resumen, 

describimos los pasos para la colección de tejido, la preparación de las soluciones, 

la tinción con SA-βGal, la tinción con inmunoperoxidasa, la contratinción con 

hematoxilina, la observación microscópica y la cuantificación de la señal de la SA-

βGal con la de la proteína de interés.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38602869/
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Alarcón-Sánchez BR, Idelfonso-García OG, Guerrero-Escalera D, Piña-Vázquez 

C, de Anda-Jáuregui G, Pérez-Hernández JL, de la Garza M, García-Sierra F, 

Sánchez-Pérez Y, Baltiérrez-Hoyos R, Vásquez-Garzón VR, Muriel P, Pérez-

Carreón JI, Villa-Treviño S, Arellanes-Robledo J. A model of alcoholic liver disease 

based on different hepatotoxics leading to liver cancer. Biochem Pharmacol. 2024 

Apr 16:116209. doi: 10.1016/j.bcp.2024.116209. Epub ahead of print. PMID: 

38621424. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38621424/ 

Contribución de la publicación 

En esta investigación proponemos un modelo útil para explorar las alteraciones y 

etapas cronológicas asociadas a la enfermedad hepática alcohólica (ALD) así como 

para abordar enfoques terapéuticos. Demostramos que el modelo de ALD de 

múltiples hepatotóxicos (MHT-ALD) induce a la Alcohol Deshidrogenasa 1A, un 

metabolizador de etanol y a la Nucleorredoxina, una enzima redox sensible; 

promueve la esteatosis asociada con la formación de gotas lipídicas, incrementa la 

inflamación identificada por la infiltración de neutrófilos hepáticos, aumenta el nivel 

de MYD88, una proteína involucrada en la respuesta inflamatoria, y la aparición 

temprana de senescencia celular. También, el MHT-ALD induce la fibrosis hepática 

acompañada de un desbalance entre la muerte celular y la proliferación 

compensatoria; adicionalmente, induce rasgos histopatológicos de malignidad que 

correlaciona con el incremento del marcador de carcinoma hepatocelular, GSTP1.   

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38621424/
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12.2 Congresos 

2023. Nucleoredoxin-dependent functioning is dysregulated by chronic 

ethanol consumption and is associated with the establishment of cellular 

senescence in the liver of aged mice 

O.G. Idelfonso-García, B.R. Alarcón-Sánchez, Héctor Serrano, V.R. Vásquez-

Garzón, S. Villa-Treviño, Pablo Muriel, J.I. Pérez-Carreón, J. Arellanes-Robledo. 

Aportación del trabajo en el congreso 

Demostramos que, durante el envejecimiento el consumo crónico de etanol 

exacerba la senescencia celular, aumenta el estrés oxidante, disminuye el nivel de 

la proteína NXN, altera las interacciones proteínicas dependientes de la NXN y 

modifica el perfil de expresión génica en el hígado. 

Además, nuestros resultados sugieren que la NXN desempeña un papel central en 

la protección de las células hepáticas frente al estrés oxidante exacerbado por el 

consumo crónico de etanol en ratones jóvenes, pero no en ratones envejecidos.  
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2023. Low doses of different hepatotoxins induce ethanol-related liver disease 

and drive hepatocellular carcinoma 

B.R. Alarcón-Sánchez, O.G. Idelfonso-García, V.R. Vásquez-Garzón, P. Muriel, J.I. 

Pérez-Carreón, S. Villa-Treviño, J. Arellanes-Robledo. 

Aportación del trabajo en el congreso 

Aportamos pruebas que demuestran que la administración simultánea de etanol 

disuelto en sacarosa y dosis bajas de LPS y DEN exacerba las alteraciones 

asociadas a la EHA al producir efectos deletéreos progresivos en el hígado que 

conducen al CHC.  

Adicionalmente, introducimos un modelo prometedor de EHA por múltiples 

hepatotóxicos para recapitular con mayor precisión la patogénesis asociada a la 

EHA y eventualmente, identificar dianas terapéuticas para el tratamiento de los 

diferentes estadios por los que cursa la EHA.  
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2023. Nucleoredoxin activity is altered by oxidative stress generated by 

chronic ethanol consumption and is associated with increased cellular 

senescence in the liver of aged mice 

OG. Idelfonso García, BR. Alarcón-Sánchez, VR. Vásquez-Garzón, S. Villa-

Treviño, Pablo Muriel, Héctor Serrano, JI. Pérez-Carreón, J. Arellanes-Robledo. 

Aportación del trabajo en el congreso 

Nuestros resultados demostraron que el modelo de EHA aumenta el estrés oxidante 

durante el envejecimiento. El nivel de la enzima NXN se redujo en el hígado de 

ratones envejecidos sometidos al modelo de EHA, pero lo más interesante es que 

la proporción de interacción de las proteínas reguladas por la NXN, como FLII, fue 

modificado de forma importante por el modelo de EHA. Esta evidencia sugirió que 

las ERO producidas por la EHA oxidan las proteínas y sensibilizan las células 

hepáticas y como resultado, se altera la regulación dependiente de la NXN, un 

fenómeno que acelera el establecimiento de la senescencia celular en el hígado de 

ratones envejecidos. 
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