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1. RESUMEN

Idelfonso Garcia Osiris German. Respuesta de las interacciones 6xido-reduccion
(redox) sensibles de la nucleorredoxina (NXN) ante el estrés oxidante producido por
la enfermedad hepatica alcohdlica (EHA) durante el envejecimiento en el higado del
raton (bajo la direccion 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 dafio oxidante y la senescencia. Los efectos
adversos del consumo de etanol potencian las alteraciones asociadas al
envejecimiento y promueven varias enfermedades, entre ellas las hepaticas. La
NXN es una enzima redox sensible que ataca a las especies reactivas del oxigeno
(ERO) y regula procesos celulares claves, a través de interacciones proteina-
proteina. Aqui, determinamos el efecto del consumo crénico de etanol sobre las
interacciones redox dependientes de la NXN en el higado de ratones envejecidos.
Encontramos que el consumo cronico de etanol promueve preferentemente la
localizacion de la NXN dentro o junto a las células senescentes, disminuye su
capacidad de interaccion y altera la proporcion de interaccién de la NXN con las
proteinas FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1 durante el envejecimiento. Ademas,
incrementa el nivel de proteinas carboniladas y la proliferacion celular, y se invierte
las proporciones de colageno | y colageno Ill. En conclusién, demostramos un
fenbmeno emergente asociado a la alteracion de la homeostasis redox durante el
envejecimiento, el cual se demuestra a través de la disminucién de la capacidad de

la NXN para interaccionar con sus proteinas asociadas, que se ve potenciada por
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el consumo crénico de etanol en el higado de raton. Esta evidencia abre una
ventana atractiva para dilucidar las consecuencias tanto del envejecimiento como
del consumo cronico de etanol en las vias de sefializacion 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 | and collagen Ill 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. INTRODUCCION

2.1 Envejecimiento

El envejecimiento conduce al deterioro progresivo de la homeostasis a nivel
gendmico, celular y tisular, lo que aumenta el riesgo de diversas enfermedades. Se
ha descrito que el envejecimiento esta estrechamente relacionado con la aparicion
de alteraciones epigenéticas, inestabilidad gendmica, desgaste de los teldmeros,
pérdida de proteostasis, desregulacion de la deteccidn de nutrientes, comunicacion
intracelular alterada, disfuncion mitocondrial, agotamiento de las células madre,
senescencia celular, inflamacion e incremento del estrés oxidante (Lopez-Otin et al.,
2013). El envejecimiento influye mas que cualquier otro factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades crénicas. Ademdas, existe una considerable
superposicion entre las caracteristicas del envejecimiento y los mecanismos
patogénicos de estas enfermedades (Niccoli & Partridge, 2012).

El higado es un érgano metabdlico complejo esencial para mantener la homeostasis
de todo el cuerpo mediante la regulacion del metabolismo energético, la eliminacion
de xenobidticos y la biosintesis molecular, por lo tanto, los cambios en la funcion
hepética relacionados con la edad contribuyen a la susceptibilidad sistémica de las
enfermedades relacionadas con la edad. Por ejemplo, el higado regula el
metabolismo energético sistémico a través de la homeostasis hepatica de la glucosa
y los lipidos (Rui, 2014).

2.2 Caracteristicas del envejecimiento en el higado

Diversos estudios han examinado los efectos del envejecimiento en el tejido

hepatico, donde se observan principalmente cambios en los hepatocitos, ademas,



han reportado sobre los efectos del envejecimiento sobre alteraciones genéticas y

mitocondriales en este 6rgano (Figura 1).

[

Figura 1. Esquema general de las caracteristicas que contribuyen al proceso del
envejecimiento. En conjunto, los siguientes factores determinan el fenotipo del envejecimiento,
como la inestabilidad genémica, desgaste de los telomeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la
proteostasis, deteccién desregulada de nutrientes, disfuncién mitocondrial, agotamiento de las
células madre, comunicacion intercelular alterada y senescencia celular. Imagen modificada de
(Lopez-Otin et al., 2013).



2.2.1 Inestabilidad genémica

La inestabilidad gendémica resulta de la acumulacion del dafio genético a lo largo de
la vida promovido por factores exdgenos y a través de errores de replicacion del
ADN, estrés oxidante y cambios en la transcripcion genética (Lebel et al., 2011). En
los modelos de ratones envejecidos inducidos por mutaciones en la reparacion del
ADN, se ha demostrado que el higado envejecido acumula reordenamientos
genomicos (Gregg et al.,, 2012). Los higados de ratones envejecidos tienen
translocaciones cromosOmicas y deleciones, posiblemente mediadas por especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Lebel et al., 2011). El envejecimiento del higado tiene
una mayor incidencia de hepatocitos poliploides con una tasa reducida de sintesis
y reparacion del ADN (Basso et al., 1998). Debido a la evidencia antes mencionada,
la inestabilidad gendmica puede ser un iniciador importante del fenotipo de
envejecimiento en el higado (Bao et al., 2023).

2.2.2 Desgaste de los tel6meros

El ADN telomérico se acorta con un nimero creciente de divisiones celulares, y la
disfuncién de los telémeros provoca una respuesta de dafio al ADN (DDR). Esto, a
su vez, induce la detencion del ciclo celular y la expresién del factor proinflamatorio,
lo que en dltima instancia conduce al envejecimiento del organismo. La longitud de
los telébmeros esta 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 telomeros de ratones en

diferentes tejidos, encontro que los telomeros en el higado disminuyeron en longitud



en ratones envejecidos, junto con cambios en el hipocampo, la hipdfisis, la retina,
los riflones y la piel (Baek et al., 2019).

2.2.3 Alteraciones epigenéticas

Las alteraciones epigenéticas se refieren a cambios en el fenotipo o la expresion
genética causados por mecanismos distintos a los cambios en la secuencia del
ADN. Los mecanismos epigenéticos incluyen la metilacion del ADN, modificaciones,
remodelacion de la cromatina y alteracion transcripcional por el ARN no codificante
(ncRNA) (Sen et al., 2016).

La desregulacién de las redes transcripcionales y el estado de la cromatina que
sustentan la expresién genética es un factor crucial en el envejecimiento. Existe un
conjunto complejo de procesos involucrados en la regulacion de la expresion
genética influenciados por el envejecimiento, incluida la metilacion del ADN,
factores de transcripcion, marcas de histonas, posicionamiento de nucleosomas y
ncRNA (Benayoun et al., 2015).

En el higado, hay cambios relacionados con la edad en la metilacién del ADN que
se correlacionan con la edad cronolégica (Meer et al., 2018). Durante el
envejecimiento en el ratdbn se han observado muchos cambios en la red de
transcripcion, incluidas alteraciones importantes en la caja O de Forkhead (FOXO),
un factor de transcripcion clave implicado en el envejecimiento (Martins et al., 2016).
El posicionamiento de los nucleosomas también es fundamental para la expresion
genética y la mayoria de los procesos relacionados con el ADN. Hay cambios
relacionados con la edad en los nucleosomas en el higado del raton que contribuyen

a la disfuncién metabdlica (Bochkis et al., 2014).



El envejecimiento también afecta la expresion de algunos microRNA (miR). Estos
incluyen al miR-146 que influye en la funcion mitocondrial y la inflamacion (Rippo et
al., 2014); al miR-146a, miR-376¢c y miR-411 que estan asociados con la inflamacién
metabdlica (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 sintesis, plegamiento, tréfico y degradacién de proteinas
(Schneider et al., 2015). La alteracion de la proteostasis desencadena cambios
adaptativos en la célula. Para hacer frente a esta situacion, las células han
desarrollado multiples mecanismos para reducir el plegamiento incorrecto y eliminar
las proteinas mal plegadas. Uno de estos mecanismos es el desarrollo de
chaperonas, que se unen a cadenas peptidicas, 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 proteinas mal plegadas a través
del estrés del reticulo endoplasmico (RE) (Wakabayashi & Yoshida, 2013), estrés
oxidante y dafio celular dentro del higado (Karunadharma et al., 2015).

2.2.5 Deteccion de nutrientes desregulada

Las vias de deteccion de nutrientes median los efectos de la nutricion sobre el
envejecimiento y tienen un papel fundamental en la regulaciéon de la tasa de
envejecimiento. Las principales vias de deteccion de nutrientes incluyen la diana de
rapamicina en células de mamifero (INMTOR), SIRT y proteina quinasa activada por
monofosfato de adenosina (AMPK) (Bitto et al., 2015). El higado tiene el papel

central en la regulacion de la respuesta sistémica a la nutricion, por lo tanto, los
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cambios relacionados con la edad en las vias de deteccion de nutrientes en el
higado pueden tener efectos sistémicos sustanciales.

La sefializacion de AMPK en muchos tejidos disminuye con la edad, lo que afecta
la homeostasis celular y la funcion mitocondrial (Reznick et al., 2007). En el higado
de ratdn, el envejecimiento se asocia con una mayor fosforilacion y actividad de
AMPK. Sin embargo, las vias posteriores no se activan y existe una ausencia de la
respuesta a la hipoxia, lo que indica un deterioro general de la via AMPK (Mulligan
et al., 2005).

SIRT1 es un ort6logo clave de las histonas desacetilasas de clase Il que participan
en la regulacion de multiples dianas proteicas y de transcripcion relevantes para el
envejecimiento como p53, FOXO, el coactivador del receptor gamma 1 alfa (PGC-
1a) y el factor nuclear kB (NF-kB) (Anderson & Weindruch, 2010; Hubbard & Sinclair,
2014).

2.2.6 Disfuncion mitocondrial

Se han reportado muchos cambios en las mitocondrias en el higado envejecido,
incluidas mutaciones en el ADN mitocondrial (DNAmt) (Niemann et al., 2017), estrés
oxidante, alteracion de la fosforilacion oxidativa y cambios estructurales (Navarro &
Boveris, 2004). Estos cambios reducen la bioenergética celular y aumentan el dafio
oxidativo, pero también conducen a las ceélulas 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 demostré6 que un impulso hacia un

estado de senescencia celular implica la produccion de ERO a partir de una



disfuncion mitocondrial (Passos et al., 2010). En relacion 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 disfuncion mitocondrial y para la transicion hacia la senescencia
celular, y los impulsores para la produccion de un exceso de ERO dependen de las
interacciones entre las vias epigenéticas, de deteccion de nutrientes y de estrés
celular (Giorgi et al., 2018).

Adicionalmente se conoce que, en respuesta a los estimulos de estrés, la
sefializacion del RE es promovida por proteinas de choque térmico (HSP). Sin
embargo, se observa una marcada disminucion de HSP70, HSP27 y HSP90 en
hepatocitos senescentes de ratas viejas (Takahashi et al., 2002). Esta disminucién
en la disponibilidad y/o funcion de las HSP con la edad puede conducir a la
acumulacion de proteinas dafiadas y a la pérdida de la proteostasis.

La acumulacion de HSP promueve la respuesta a proteinas desplegadas (UPR),
una respuesta protectora altamente conservada que mantiene la homeostasis
celular. La desactivacion de la UPR relacionada con la edad en el RE y las
mitocondrias de los hepatocitos, se ha demostrado que causa acumulacion de
proteinas mal plegadas, aumento de la lipogénesis y lipotoxicidad, amplificacién de
ERO y sefalizacion de estrés inflamatorio, lo que lleva a una predisposicién general
a enfermedades hepaticas 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 acumulacion de mitocondrias y se

encuentran en un estado constante de activacion metabolica, lo que acelera la



diferenciacion de las células mieloides mediante modificaciones anémalas del ADN,
que influye en Ultima instancia a la capacidad de las células madre hematopoyéticas
para autofagocitarse (Ho et al., 2017). Ademas, estudios recientes han demostrado
que la expansion, el agotamiento o el mantenimiento de la reserva de células madre,
si los patrones de division celular no se controlan adecuadamente, se puede
producir un agotamiento prematuro de la reserva de células madre o trastornos
anormales del crecimiento y la diferenciacién que aceleran la senescencia celular
(Manzano-Lopez & Monje-Casas, 2020).

Los efectos del envejecimiento sobre las células progenitoras del higado no se han
estudiado ampliamente. En ratones, la vejez se ha asociado con una activacion y
proliferacion reducidas de las células progenitoras del higado in situ después de un
dafio hepético, pero con una capacidad proliferativa normal in vitro de las células
progenitoras del higado después del aislamiento. Se concluy6 que las respuestas
alteradas de las células madre en el higado envejecido son secundarias a la
inflamacion y no a déficits intrinsecos (Cheng et al., 2017).

2.2.8 Comunicacion intercelular alterada

La comunicacién intercelular se caracteriza normalmente por la liberacion de
factores solubles y afecta la funcién 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 inflamacion crénica y la senescencia pasiva de las células sanas (Xu et al., 2021).
La funcion del higado depende de la comunicacion intercelular entre hepatocitos,

células estelares hepaticas (CEH), células de Kupffer (CK) y las células endoteliales



sinusoidales (CES) al utilizar una amplia gama de sustratos que incluyen citosinas
como el factor de necrosis tumoral a (TNFa), 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
disminucién de la sintesis de vasodilatadores y un estado proinflamatorio que indica
una desregulacion de las células de los sinusoides hepaticos (Maeso-Diaz et al.,
2018). También, cabe sefialar que las CES, que se encuentra en la interfaz entre la
sangre y los hepatocitos, tendran un papel fundamental en la regulacion de la
interaccion entre el higado y las citosinas y factores de crecimiento circulantes, asi
como en la absorcidén de xenobioticos y endobibticos (Brenner et al., 2013).

2.2.9 Senescencia celular

La senescencia celular describe una detencion irreversible del ciclo celular y se cree
que se debe principalmente al desgaste de los telémeros. Esta asociado con la
secrecion de citosinas inflamatorias denominado SASP. La senescencia celular
asociada con el acortamiento de la longitud de los telémeros se ha confirmado en
higados del ser humano de edad avanzada (Capri et al., 2017). Ademas del
acortamiento de los telémeros, los cambios en el tamafio nuclear, el contenido de
ADN, el incremento de p21, fosfo-histona H2A.X (pH2A.X), la activacién de la B-
galactosidasa y la formaciéon de focos de heterocromatina asociados a la
senescencia (SAFH), se ha confirmado que son caracteristicas de la senescencia
en el higado del ser humano durante el envejecimiento normal y la enfermedad
hepatica (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

identificacion de (i) marcadores celulares (Figura 2) (White et al., 2015); (i) SASP



(Lasry & Ben-Neriah, 2015) y (iii) firmas genéticas de senescencia celular (Hudgins

et al., 2018).
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Figura 2. Biomarcadores de las células senescentes. El uso de varios marcadores moleculares
gue representan diferentes caracteristicas de la senescencia celular es necesario para identificar las
células senescentes. Los marcadores se dividen en categorias segun su funcién y la combinacion
de marcadores aumenta la validez de la identificacion 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 interaccion de factores genéticos y ambientales, como la



exposicion a toxinas, virus y, de particular interés, la influencia dietética; se ha
demostrado que la senescencia de los hepatocitos y la acumulacion de grasa en
ratones que envejecen dependen de la ingesta dietética de calorias vy
macronutrientes (Ogrodnik et al., 2017).

2.3 El envejecimiento se acelera por el consumo de etanol

El consumo cronico y excesivo de etanol es un problema de salud mundial, que
conduce a enfermedades clinicas y cambios patolégicos que causan la enfermedad
hepatica alcohdlica (EHA). La EHA se asocia con inflamacion y dafio hepatico o
fibrosis progresiva que generan tres estadios principales durante la enfermedad
(Stickel et al., 2017). Estos incluyen higado graso, hepatitis alcohdlica y cirrosis. El
higado graso es una caracteristica que esta presente en la mayoria de los
bebedores cronicos y se asocia con la ingesta cronica de etanol (Singh et al., 2017).
Un porcentaje significativamente menor de consumidores de etanol que beben en
exceso progresara a hepatitis alcohdlica, que se ha demostrado que es un precursor
de la cirrosis hepatica (Mathurin & Bataller, 2015). La EHA grave tiene un prondstico
muy bajo. Tanto la duracion como la cantidad de la ingesta de etanol son factores
de riesgo mas importantes que intervienen en el desarrollo de la EHA. El patron del
tipo de bebida y el patron de consumo juegan un papel menor en la determinacién
del riesgo (Dawson, 2011). Sin embargo, al parecer se requieren factores de riesgo
adicionales que aun no estan bien definidos en el progreso del dafio hepéatico mas
alla de la etapa de higado graso (Benedict & Zhang, 2017).

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

cerveza, cuatro onzas de vino o 1,5 onzas liquidas de licores destilados contienen



aproximadamente 14 g o 0,6 onzas liquidas 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 dia de etanol durante 10 afios,
mientras que las mujeres parecen tener un mayor riesgo de desarrollar el mismo
grado de dafio hepatico al consumir 20-40 g por dia de etanol (Sharma & Arora,
2020).

En comparacion con los hombres, las mujeres son mas susceptibles a la patogenia
de la EHA. Las mujeres tienden a desarrollar la enfermedad hepatica 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
hepético del etanol contribuyan a una mayor susceptibilidad de las mujeres al dafio
hepatico inducido por el etanol (Ohashi et al., 2018).

2.4 Patogénesis de la EHA

El consumo crénico de etanol produce un amplio espectro de dafios hepaticos. El
higado graso, es decir, la esteatosis, es la respuesta mas comun y temprana que
se desarrolla en mas del 90 por ciento de los bebedores que consumen 4 o 5 tragos
estandar por dia. Si el consumo continuo, la enfermedad hepética inducida por el
etanol puede derivar en inflamacién del higado, es decir, esteatohepatitis, fibrosis,
cirrosis e incluso el carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 3). La compleja
interaccion de varios tipos distintos de células hepaticas es crucial para comprender

el dafio hepatico mediado por el etanol (Nagy et al., 2016).
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Figura 3. Progresion de la EHA. El espectro de la EHA varia desde esteatosis hasta fibrosis, cirrosis
y luego el CHC. Aproximadamente el 90% de los bebedores empedernidos desarrollan esteatosis
alcohdlica. Esta etapa es reversible al disminuir el consumo de etanol. Los factores de riesgo, como
el sexo, el patron de consumo de etanol, entre otros, pueden contribuir a la progresion de la EHA.
Alrededor de 20 al 40% de los pacientes con esteatosis alcohélica progresaran a esteatohepatitis
alcohdlica, que se caracteriza histologicamente por infiltracion de células inflamatorias,
especialmente neutréfilos y muerte de hepatocitos en el parénquima hepéatico. Algunos de esos
pacientes desarrollaran fibrosis hepética y posteriormente cirrosis. La cirrosis puede progresar ain
mas hasta convertirse en CHC. La hepatitis alcohdlica, una afeccidon que va de aguda a crénica de
la EHA, se presenta con sintomas clinicos, como infeccién y descompensacion, y puede ocurrir en
cualquier etapa de la progresion de la EHA. Los tratamientos para esta afeccion incluyen abstinencia,
corticosteroides y el trasplante de higado. Abreviaturas: VHC, virus de la hepatitis C; ALDH2,
aldehido deshidrogenasa 2; PNPLA3, proteina 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 higado, es decir, los hepatocitos, estas células expresan los niveles méas altos
de las principales enzimas oxidantes del etanol, la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH), que se encuentra en el citosol, y el citocromo P450-2E1 (CYP2ELl), 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 esta presente, la CAT tiene un papel secundario en el



metabolismo del etanol mediante el uso de peréxido de hidrogeno (H202) para

oxidar el etanol a acetaldehido (Ceni et al., 2014).
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Figura 4. Vias oxidativas del metabolismo del etanol. El etanol se metaboliza principalmente en
el citosol por la ADH para producir acetaldehido. En niveles elevados de consumo de etanol, una
enzima del RE, el CYP2EL, participa en el metabolismo del etanol a acetaldehido. Una reaccion
mediada por la CAT en los peroxisomas se considera una via metabdélica menor del metabolismo del
etanol, como resultado a estos eventos, el acetaldehido se metaboliza a acetato en las mitocondrias.
Esto da como resultado la formacion de nicotinamida adenina dinucleétido reducida (NADH) vy, por
lo tanto, cambia el estado oxido-reduccion (redox) de los hepatocitos, es decir, aumenta la proporcion
de NADH/NAD+. Tanto el metabolismo del etanol por CYP2E1 como la reoxidacion de NADH a
través de la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias dan como resultado la formacion
de ERO. Imagen modificada de (Gaviria C et al., 2016).

Existen tres sistemas metabdlicos principales que participan en el metabolismo
oxidante del etanol a acetaldehido. El primero es el sistema de ADH citoplasmatico
de los hepatocitos, que oxida el etanol en acetaldehido al usar la nicotinamida

adenina dinucleotido oxidada (NAD*) como cofactor. La ADH1, entre las otras

isoenzimas de ADH, juega un papel principal en el metabolismo del etanol en el



higado. El acetaldehido, que es producido por la ADH, se oxida a acetato por la
ALDH. EIl segundo sistema metabdlico principal del etanol son las enzimas del
CYP2EL1 que convierten las moléculas quimicas en metabolitos polares antes de la
excrecion. El CYP2EL se considera el componente principal de este sistema. En
condiciones fisiologicas normales, el CYP2EL cataliza la oxidacion de una pequefa
cantidad de etanol, alrededor del 10%, en acetaldehido. Sin embargo, se incrementa
en condiciones de abuso crénico de etanol debido a la induccion de la expresion del
CYP2EL. El tercer sistema metabdlico es la CAT una enzima que habita en los
peroxisomas, que se considera como el otro sistema metabdlico principal que
depende de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) para el
metabolismo oxidante. En adicion, si la concentracion de etanol en sangre y liquido
tisular es baja, se metaboliza principalmente por la via ADH. Sin embargo, si la
concentracion de etanol es superior a 10 mol/L, los otros dos sistemas enzimaticos
también comienzan a participar en el metabolismo del etanol (Osna et al., 2017).

El eje de la microbiota hepatica e intestinal se ha vinculado en las acciones
bidireccionales, y esto involucra la integracion de factores genéticos, dietéticos y
ambientales. La alteracién de la barrera intestinal explica las interrelaciones del
intestino, el higado y en ocasiones conduce a efectos negativos sobre este 6rgano.
Los microbios intestinales en la enfermedad hepatica se asocian principalmente con
el etanol. Esta accion reciproca establecida por los derivados intestinales ingresa
directamente al higado y conduce a las secreciones intestinales. Los péptidos
microbianos inducidos por el etanol aumentan el nivel de mediadores
proinflamatorios en los alrededores del higado, lo cual se interconecta con la barrera

epitelial, el revestimiento de la membrana mucosa y el microbioma intestinal. En el



desarrollo de la patogenia hepatica, un factor importante en el inicio de la respuesta
inflamatoria por parte de los macrofagos residentes del higado, es decir, las CK, es
la endotoxina o lipopolisacarido (LPS), un componente de la pared celular de las
bacterias gram negativas que se traslada desde la luz intestinal a la circulacion
portal para llegar al higado. Los niveles elevados de endotoxinas circulantes en la
hepatitis alcohdlica 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 higado, el LPS activa las CK
y las CEH al interactuar con el receptor tipo toll 4 (TLR4). Estas células producen
ERO asi como citosinas y quimiocinas proinflamatorias que, junto con el etanol,
contribuyen al dafio del tejido hepatico (Albillos et al., 2020).

2.5 Estrés oxidante

El estrés oxidante se puede definir como el incremento en la produccion de ERO,
las cuales son productos altamente reactivos derivados del oxigeno molecular (O2).
Estos compuestos se originan por mecanismos endégenos como el metabolismo
celular; y por mecanismos exdégenos como la exposicion a xenobioticos y a agentes
ambientales. Entre las ERO se encuentran el anién superoxido (0O?'), el H202, el
radical hidroxilo (OH") y el radical perhidroxilo (HO?"), entre otras (Ding et al., 2015).
Las ERO inducen modificaciones proteicas reversibles, principalmente a nivel de los
residuos que contienen azufre cisteina y metionina, lo que refleja una sefial redox.
El estrés oxidante puede causar cambios en la estructura de las proteinas, la
localizacion, las interacciones fisicas y las modificaciones postraduccionales a
través de la modificacion oxidativa de las cisteinas reactivas. Las especies de lipidos

que reaccionan con ERO sufren peroxidacion de lipidos y producen 4-



hidroxinonenal y malondialdehido, que pueden inducir varias formas de muerte
celular, incluidas la apoptosis y la ferroptosis. Los productos de peroxidacion de
lipidos también pueden unirse al ADN y mejorar la carcinogénesis mediante la
produccion de aductos eteno-ADN (Yang & Stockwell, 2016). Las proteinas que
reaccionan con las ERO modifican sus estructuras y funciones, lo que posiblemente
da como resultado neoantigenos que pueden inducir una respuesta inmunitaria
(Mueller et al., 2018).

En las CES del higado, el estrés oxidante altera la oxidacion de la espectrina. Se ha
demostrado que el estrés oxidante reduce la formacion de enlaces disulfuro y
provoca la acumulacién de proteinas desplegadas, lo que desencadena un estrés
adicional en el RE. Las células contrarrestan estas modificaciones en las proteinas
a través de las siguientes vias principales de sefalizaciébn, quinasa
transmembrana/endoribonucleasa 1 (IRE1) que requiere inositol, factor de
transcripcion activador 6 y quinasa ER similar a ARN de proteina quinasa. En
conjunto, forman la UPR, que se produce principalmente a través de la via de la
ubiquitina-proteasoma (Khambu et al., 2017).

La EHA se caracteriza por anomalias estructurales y funcionales en las mitocondrias
hepaticas, incluido el agrandamiento, dafio del DNAmt, niveles reducidos de
trifosfato de adenosina (ATP), sintesis de proteinas mitocondriales, aumento de la
produccion de ERO, y alteraciones en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial y la transicion de permeabilidad mitocondrial, lo que resulta en

apoptosis intrinseca y extrinseca (Garcia-Ruiz et al., 2013).



2.6 Senescencia celular: impacto del estrés oxidante

Las ERO se han convertido en un componente critico en la evolucion de la vida, sus
efectos sobre las rutas de sefializacion redox influyen en varios procesos
fisiolégicos, como la senescencia celular. La produccion de ERO es uno de los
principales activadores y estabilizadores de la senescencia celular; existen
evidencias que revelan la contribucion directa de las ERO tanto en la DDR como en
las vias activadas por redox y la induccién de acortamiento de los telomeros, que
da como resultado una DDR y la activacion de la senescencia celular.

La senescencia celular puede desencadenarse por dafio en el ADN causado por
estimulos internos o externos en los cromosomas Yy telémeros. Dos mecanismos
importantes de la senescencia celular son la senescencia replicativa, principalmente
relacionada con el acortamiento de los teldmeros durante el envejecimiento, y la
senescencia inducida provocada por el estrés celular, que generalmente se asocia
con dafios en el ADN, también llamada senescencia prematura. Diferentes factores
estresantes inducen la senescencia y, a menudo, se asocian con la regulacién de
p53. Algunos factores especificos que determinan la senescencia inducida por el
estrés son la disfuncion mitocondrial y el estrés del RE, que pueden inducir dafios
irreversibles en el ADN y activar los mecanismos moleculares de la senescencia.
Los factores de estrés inducen dafio en el ADN, en particular roturas de doble
cadena (DSB) del ADN, lo que desencadena la DDR. La activacion de esta via
conduce a la activacién de la ataxia telangiectasia mutada (ATM) y proteinas
quinasas relacionadas con RAD3 (ATR), y posteriormente, a la fosforilacion de p53

y la activacion de p21, lo que eventualmente resulta en la detencion del ciclo celular



(Kumari & Jat, 2021). Ademds, p21 y pl6 inhiben la fosforilacion del factor del
retinoblastoma (Rb), lo que le permite unirse al factor de transcripcion E2F y
contribuir asi a la detencion del ciclo celular. En resumen, diferentes vias de
sefalizacion celular relacionadas con la senescencia celular convergen en la
activacion de p53 y posteriormente en la activacion 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 mas 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 activacion de pl6, y se establece el estado senescente
gue ya no se puede revertir mediante la inhibicién 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 mayoria factores dependientes de NF-kB como la
interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL-1B3, la proteina 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) vy proteinas secretadas
insolubles/proteinas de MEC. El SASP puede reforzar la detencién del ciclo celular
inducida por la senescencia mediante mecanismos autocrinos o paracrinos y puede
modular el microambiente tisular mediante vias paracrinas (Kuilman et al., 2010).
2.7 Senescencia celular en el higado

La senescencia de las células hepaticas puede ser inducida por diversas

condiciones de estrés, como estrés metabolico, infecciones virales y estimulos



oncogénicos y también, puede ser inducida por el envejecimiento. La senescencia
de los hepatocitos parece ser un sello distintivo en la enfermedad hepatica cronica,
independientemente de la etiologia. El higado normal contiene un nivel constante
de hepatocitos senescentes (3-7%), pero en las enfermedades hepaticas crénicas
este porcentaje puede incrementar por arriba del 50% (Huda et al., 2019).

El dafio hepatico crénico contribuye a la induccion continua de células senescentes
0 senescencia “crénica”, lo que promueve la disfuncién hepatica y la progresion
tumoral. Ademds, el dafio hepatico crénico 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
morfologicos y bioquimicos similares a los ya reportados como marcadores de
senescencia celular entre los que encontramos, un numero reducido de
mitocondrias (disminucién en la biogénesis y/o aumento de la mitofagia), la
acumulacion de lipofuscina, la sobrexpresion de p21, pl6, p53, pH2A.X y el
incremento de la actividad de la B-galactosidasa asociada a la senescencia 0 SA-B-
gal (Hunt et al., 2019). La senescencia de los hepatocitos también conduce a la
SASP, lo que resulta en la produccion de mediadores proinflamatorios y alteraciones
en el microambiente tisular. Por ejemplo, la sefializacién del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) se involucra en la “propagacién” de la senescencia de una
célula a otra. Si se inhibe la sefializacion de TGF-B en ratones, se impide la
senescencia, se acelera la regeneracion 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 inhibicion de sus receptores (Huda

et al., 2019).



Uno de los principales factores de riesgo que inducen el estrés oxidante es el
consumo croénico de etanol. Del metabolismo del etanol resulta principalmente el
acetaldehido, un metabolito altamente mutagénico que genera aductos ciclicos en
el ADN, ademas, estd vinculado con la produccion de ERO. El dafio oxidante del
higado que conduce a la cirrosis, resultante del consumo elevado de etanol y la
consiguiente peroxidacion lipidica, puede conducir a la hepatitis cronica. En la EHA,
la presencia de hepatocitos senescentes positivos a p2l esta estrechamente
relacionada con el desarrollo de la fibrosis (Wan et al., 2017). De hecho, 5 semanas
de alimentacion con etanol en ratones conduce a la acumulacion de SA-B-gal y a la
regulacion positiva de los iniciadores de la senescencia, como el inhibidor del
activador del plasmindgeno-1 (PAI- 1) y la proteina de respuesta de crecimiento
temprano 1 (EGR-1) en los hepatocitos. Curiosamente, el silenciamiento de PAI-1
0 EGR-1 reduce la senescencia en los hepatocitos tratados con etanol al tiempo
que disminuye los niveles de marcadores profibréticos, lo que sugiere una relacion
directa entre el inicio de la senescencia y la progresion de la EHA (Meng et al.,
2017). De manera similar, la inhibicion del miR-34, que incrementa en muestras
clinicas de pacientes con EHA, pero disminuye el numero 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 progresion de la EHA (Aravinthan et al., 2013).
2.8 Mecanismos de proteccion y respuesta antioxidante

Bajo condiciones fisiologicas normales, la acumulacion de ERO esta limitada por
numerosos sistemas antioxidantes enddgenos que incluyen mecanismos

antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos. Estos pueden eliminar ERO



o prevenir su formacion. Las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD),
CAT y glutation (GSH), junto con otras proteinas, son responsables de la eliminacién
de ERO y de la restauracion del conjunto reducido de proteinas y lipidos. El etanol
inhibe la expresion de enzimas antioxidantes; por ejemplo, SOD1, y agota los
niveles de antioxidantes no enziméaticos, 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-glutationilacion, que reduce la
expresion de antioxidantes posteriores, como la SOD2, CAT y sestrina 3 a través
de la via de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) /Akt. Este proceso también aumenta la
generacion mitocondrial de H20z2, lo que facilita un mayor dafio 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 dafio
hepético inducido por el etanol. Las pequefas proteinas redox que contienen
disulfuro en la familia de la tiorredoxina (TRX) contribuyen al mantenimiento del
equilibrio redox en las células. La TRX es una proteina sensible a redox de 12 kDa
involucrada en el mantenimiento del equilibrio redox intracelular, la promocién del
crecimiento celular y la inhibicion de la inflamacion 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. Ademas del GSH,
enzimas de la familia de las TRX, como la nucleorredoxina (NXN), estan
involucradas en la eliminacién de ERO y en la regulacion de vias de sefializacion

redox sensibles.



2.9 NXN

La NXN es un integrante relativamente desconocido de la familia de las TRX, la cual
esta involucrada en varios procesos fisioldgicos; entre ellos, la regulacion de la
respuesta al estrés oxidante. La NXN fue llamada asi debido a que fue localizada
inicialmente en el ndcleo celular, mas tarde se determind que se localiza
principalmente en el citoplasma y que es translocada al nucleo en respuesta al
estrés oxidante debido a que responde a los cambios redox que ocurren en las
células. Mdltiples evidencias indican que la NXN puede participar en la regulacion
de una gran variedad de fendmenos bioldgicos; por ejemplo, las vias de
sefalizacion relacionadas con la morfogénesis primaria y el mantenimiento de las
células madre, donde regula las reacciones redox (Funato & Miki, 2007). En este
sentido, la via de sefalizacion Wnt/B-catenina, participa en el control del desarrollo
temprano, la proliferacion y el destino celular, y su activacion depende de la
presencia de ERO. En esta via, Wnt se acopla a su receptor Frizzled, que transmite
la sefial a la proteina adaptadora Dishevelled (DVL). Las ERO pueden disociar el
complejo NXN/DVL a través de la oxidacion de la NXN, entonces, DVL puede inhibir
al complejo de destruccion de B-catenina; que estd compuesto por Axina, las
enzimas caseina cinasa 1a (CK1a) y el glucdégeno sintasa cinasa 3 (GSK3p), y
resulta en la acumulacion citosolica de B-catenina. Este proceso inhibe la
fosforilacion de p-catenina y por lo tanto su degradacion por la via
ubiquitina/proteasoma. La acumulacién de B-catenina genera su translocacion al
nacleo y la activacion de diversos factores de transcripcion que participan en la
proliferacion celular. Contrariamente, la fosforilacion de B-catenina en el citosol

impide su acumulacion; asi, si el nivel de la proteina es muy bajo, ésta no se



transloca al nucleo (Funato et al., 2006). Por tanto, la NXN regula negativamente la
via Wnt/B-catenina a nivel de DVL. Es posible que la NXN altere el estado de
fosforilacion de DVL mediante la modulacion de la funcidon de algunas quinasas y
fosfatasas. Se sabe también que, la NXN compite frecuentemente con la unién de
DVL a través del bloqueo del dominio PDZ-basico de DVL (Funato & Miki, 2007).
Recientemente se ha descubierto que DVL actia como un adaptador de doble
funcion debido a que su interaccion con la ubiquitina ligasa transmembranal
ZNRF3/RNF43 produce ubiquitinizacion y degradacion de los receptores Wnt; esto
trae como consecuencia la regulacion negativa de la via Wnt/B-catenina como parte
de un control estricto (Jiang et al., 2015).

Otra interaccion interesante de la NXN es la que lleva a cabo con Flightless-1 (FLII),
la cual es reclutada hacia la proteina conocida como gen 88 de respuesta primaria
de diferenciacion mieloide (MYD88) para formar un complejo que media la
regulacion negativa de la via de sefializacion del TLR4/MYD88, la cual activa al
factor de transcripcion NF-kB, que se encarga de la transcripcion de genes que
participan en la inmunidad innata y en la inflamacion; y la alteracién en su regulacién
se relaciona con procesos neoplasicos, enfermedades autoinmunes e infecciosas
(Hayashi et al., 2010). Entre las actividades de FLII, se encuentra la remodelaciéon
del citoesqueleto de actina, la regulacion negativa de la apoptosis y la invasion de
las células tumorales. Es importante mencionar que la NXN también interactda con
la proteina fosfatasa-2A (PP2A), una enzima que remueve los grupos fosfato a los
aminoacidos serina y treonina; esta enzima esta implicada en los procesos de
replicacion del ADN, transcripcion, traduccion y diferenciacién celular (Lechward et

al., 2006). NXN también interactia con la proteina Sec63, localizada en la



membrana del RE, cuya actividad esté relacionada con el transporte de proteinas al
interior del reticulo. Ademas, la NXN interactua con la enzima fosfofructoquinasa-1
(PFK1), principal enzima glicolitica y cuya alteracion esta implicada en la
reprogramacion metabalica del cancer (Funato et al., 2013). Sin embargo, recientes
investigaciones sugieren que algunas de las interacciones de la NXN con otras
proteinas, por ejemplo, PFK1, no son redox-dependientes (Nakao et al., 2015).
Recientemente, se ha identificado que la proteina quinasa Il alfa dependiente de
calcio/calmodulina (CAMK2A) también interactia con la NXN (Tran et al., 2021).
Mediante el uso del sistema de doble hibrido en levadura, de un analisis de
oxidacion diferencial del proteoma, asi como un modelo de ratones knockout para
la NXN, el cual elimina parcialmente su funcionamiento, los autores encontraron una
oxidacion reducida en las neuronas del hipocampo, incluida la oxidacion de
CAMK2A. La pérdida de funciones prooxidativas dependientes de la NXN se
manifestd6 como una reduccién 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 exploracién en ratones depende de CAMK2A
y, a su vez, la actividad de esta enzima esta fuertemente influenciada por la NXN,
los autores propusieron acertadamente que la NXN puede mantener la motivacion
y el placer en la exploracion, probablemente manteniendo la oxidacion y la actividad
de la CAMK2A (Tran et al., 2021).

En resumen, la NXN participa en la regulacion de varios procesos celulares clave,
incluida la proliferacién, la organogénesis, la progresion del ciclo celular, la

glucdlisis, la inmunidad innata e inflamacion, la motilidad y la contraccion, el



transporte de proteinas al reticulo endopldsmico y la plasticidad neuronal. Su
funcion estd determinada por cambios redox generados por las ERO y éstas a su
vez, activan vias de sefializacion implicadas en diferentes mecanismos celulares
tanto en condiciones normales como patolégicas (ldelfonso-Garcia et al., 2022).

Por otro lado, un analisis epigendmico realizado en muestras sanguineas de seres
humanos demostré que cierta poblacion presenta una metilacion en el gen de la
NXN, la cual incrementa su transcripcién y a su vez, incrementa la regulacion
negativa que ésta ejerce sobre la via Wnt, una via activada en cancer. Debido al
papel que la NXN juega en la regulacién del estrés oxidante, los autores sugieren
que esta metilacion inhibe la activacion de esta via, por lo que proponen a la
metilacion de la NXN como un marcador de bajo riesgo de cancer asociado a la
produccion del estrés oxidante. Esta investigacion resalta la relevancia de la NXN
no solo en la progresion de la senescencia sino a nivel de patologias como el cancer.
Por lo tanto, generar conocimiento sobre el papel de la NXN en la progresién de la
senescencia impactara en el papel de la NXN en el desarrollo del cancer hepatico,
una enfermedad que generalmente aparece en adultos mayores y que puede ser
promovido por el consumo cronico de etanol (Schottker et al., 2015). De manera
contrastante, recientemente fue reportado que la sobreexpresion de la NXN
promueve la diferenciacion adipogénica a través de la inhibicion de la via Wnt, y
proponen que puede funcionar como un factor proadipogénico que favorece la
obesidad y desordenes metabdlicos tales como la diabetes. En adicion, estas
alteraciones también estan asociadas con el envejecimiento, esta informacion nos
motiva a pensar que si por un lado el incremento de la expresion de la NXN

disminuye el riesgo al cancer, pero por otro lado, incrementa el riesgo de padecer



obesidad y desordenes metabdlicos, por lo tanto, serd pertinente también
considerar en qué momento de la progresion de la senescencia la NXN juega un rol
central (Bahn et al., 2015). En conjunto, esta informacion sustenta la investigacion
del papel de la NXN en la senescencia celular y en consumo crénico de etanol.

Como antecedente directo, recientemente se ha reportado que la NXN regula
procesos fibrogénicos y la produccién de fosfoinositidos ambos regulados por la
activacion de la via Wnt en respuesta al estrés oxidante generado por el
acetaldehido, un producto de oxidacion del metabolismo del etanol, y por el estrés
generado por el consumo crénico de etanol, respectivamente. En el primero, los
autores demostraron que la sobreexpresion de la NXN inhibe la translocacion de la
B-catenina al nucleo de CEH y en consecuencia la expresion de genes
profibrogénicos como el colageno 1 (Arellanes-Robledo et al.,, 2013); y en el
segundo, la sobreexpresion de la NXN inhibe la produccion del fosfatidilinositol 4
fosfato (P14P), como una consecuencia de la inhibicién de la via Wnt tanto en co-
cultivos de CEH y hepatocitos del ser humano, como en higados de ratones
sometidos al consumo cronico de etanol (Arellanes-Robledo et al., 2018). En
resumen, la NXN, una enzima oxidorreductasa, contribuye a la homeostasis redox
celular al regular diferentes vias de sefalizacion de manera dependiente de redox
y participa en la regulacion de varios procesos celulares clave, incluida la
proliferacion, la organogénesis, la progresion del ciclo celular, la glucdlisis, la
inmunidad e inflamacion innatas, la motilidad y la contraccion, transporte de
proteinas al RE, plasticidad neuronal (Figura 5); esta evidencia posiciona a la NXN
como un fuerte candidato para ser un regulador redox de la fisiologia celular y centro

de diferentes vias de sefializacion sensibles a redox en la patologia de la EHA.
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Figura 5. Esquema de las interacciones de la NXN, vias de sefializacion involucradas y
procesos celulares. La interaccion NXN/DVL regula la sefializacion WNT que influye en los
procesos de embriogénesis, proliferacion y diferenciacién. La interaccién NXN/PFK1 regula procesos
como la glucdlisis, el estado metabdlico celular global (GCSM) y la proliferacion mediante la
participacion del regulador de apoptosis y glucdlisis inducido por TP53 (TIGAR). La interaccién
NXN/PP2A probablemente esté involucrada en la proliferacion, el ciclo celular, el crecimiento celular
y la apoptosis a través de la regulacion de las vias de sefializacion proteina cinasa B (PKB)/Akt y
RAS/RAF/MEK/ERK. La interaccion FLI/NXN/MYD88 regula la sefializacion de NF-kB; en
consecuencia, influye en los procesos de inmunidad, inflamacion y crecimiento celular; ademas,
también influye en la dinamica del citoesqueleto (CD), la motilidad, la adhesién, la cicatrizacion de
heridas (WH) y la homeostasis de la cromatina. La interaccion NXN/SEC63 probablemente esté
implicada en la activacion de la sefalizacion IRE1a/BiP, que regula el transporte de proteinas al RE,
el crecimiento y la proliferacion de las células biliares. La interaccion NXN/CAMK2A influye en el
desarrollo neuronal, la plasticidad y los procesos dependientes de CA2+. Imagen modificada de
(Idelfonso-Garcia et al., 2022).



3 JUSTIFICACION

El higado es un 6rgano metabdlico complejo esencial para mantener la homeostasis
de todo el organismo mediante la regulacion del metabolismo energético, la
eliminacion de xenobidticos y la biosintesis molecular. Por lo tanto, el insulto crénico
puede modificar sustancialmente el funcionamiento de este Organo, y esta
sensibilidad aumenta con la edad. Uno de los factores clave en la progresion 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 hepatico.

Por su parte, la NXN, una enzima multifuncional redox sensible que actia como
oxidorreductasa, regula las ERO, y mantiene la integridad de los sistemas
antioxidantes mediante la regulacion de diferentes procesos celulares clave a través
de las interacciones proteina-proteina redox sensibles, que dependen en gran
medida del estado redox de las células. Por lo tanto, un area 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 crénico

de etanol en el higado del ratén.



4 HIPOTESIS
El consumo crénico de etanol potencia las alteraciones de las interacciones
proteina-proteina dependientes de la NXN, iniciadas por el envejecimiento en el

higado del raton.

Las bases que respaldan dicha hipotesis es que la NXN regula la homeostasis redox
celular y el consumo cronico de etanol genera un desbalance redox que puede
alterar la proporcion de interacciones redox sensibles de diferentes proteinas
implicadas en la regulacion de vias de sefializacidbn importantes para el

mantenimiento fisiolégico de los tejidos envejecidos.



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la participacion de la NXN en consumo cronico de etanol durante el

envejecimiento en el higado de ratén.

5.2 Objetivos especificos
- Evaluar las alteraciones celulares promovidas por la EHA durante el
envejecimiento en el higado de raton.
- Validar marcadores de senescencia celular modificados por la EHA durante
el envejecimiento en el higado de raton.
- Determinar el estatus de interaccion proteina-proteina dependiente de la

NXN durante la EHA en el envejecimiento en el higado de raton.



6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Modelo experimental

Para determinar el efecto que ejercen los estimulos oxidantes sobre la expresion de
la NXN y de algunas proteinas con las que interactua, tres grupos de ratones fueron
sometidos a una cinética de administracion 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 Investigacién y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, por medio de las
especificaciones de la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
correspondiente a las “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio”. Se realiz6 una evaluacion constante de los signos
clinicos 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 experimentacion deben ser
retirados en el momento en que presenten signos caracteristicos 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 investigacion.

Los ratones fueron proporcionados por la Unidad Produccién y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN para ser utlizados
exclusivamente de acuerdo al protocolo experimental nimero 0114-14, autorizado
después de una rigurosa evaluacion 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.



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 solucién de sacarosa
al 20% durante 8 semanas. Cada animal recibi6é una dosis Unica de LPS (1 mg/kg,
ip) en la ultima semana del consumo de etanol. La dosis de LPS se seleccioné 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 administracion del LPS (Figura 6).

Tanto a los animales de control como a los sometidos al modelo experimental se les
practico la eutanasia por puncion cardiaca bajo anestesia con isoflurano;
inmediatamente, se dividieron trozos de higado para aislar las proteinas y se

congelaron en nitrégeno liquido para su criopreservacion y se almacenaron a -80°C.
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Figura 6. Representacién esquematica del modelo de EHA en ratones jévenes y envejecidos.
Los grupos de animales representados por lineas negras continuas recibieron etanol al 20% (v/v)
durante 8 semanas, posteriormente recibieron una dosis Unica de LPS (1 mg/kg, i.p.) en la Ultima
semana, indicado con una flecha negra. Los grupos de animales representados por lineas 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 hepética alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de
12 meses; 18M: ratones de 18 meses.



6.2.1 Obtencién de las muestras

Durante la eutanasia, parte del tejido hepatico fue recuperado y conservado en
formaldehido al 4%; otra parte fue recuperada en laminas de corcho de 2 x 2 cm,
sumergidas en 2-metilbutano frio. Ademas, trozos del tejido hepatico fueron
congelados inmediatamente en nitrégeno liquido para su criopreservacion, y se
almacenaron a -80°C para su posterior analisis.

6.3 Analisis histopatol6gico y de inmunodeteccidn

Los tejidos hepéticos fijados en formaldehido al 4% se embebieron en parafina, se
realizaron cortes de 3 um de grosor, se desparafinaron y se rehidrataron
gradualmente. Para el examen histologico y la deteccion de la fibrosis, las secciones
se procesaron mediante la tinciobn de hematoxilina y eosina (H&E) y tricromica de
Masson (T-Ms), respectivamente.

Para lainmunohistoquimica (IHQ) se realizaron cortes de 5 um, de cada uno de los
higados. Brevemente, el protocolo inicia después de que los tejidos son
desparafinados, posteriormente los tejidos fueron colocados en buffer de exposicién
de antigeno Tris-EDTA pH 9.0 (Para preparar 1 litro de solucién stock se mezclaron
1.21 g de Tris base, 0.37 g de EDTA, y 0.5 mL de Tween 20, posteriormente se
ajusté el pH), en bafio maria mediante una olla de presion durante 30 minutos. El
buffer se dej6 enfriar con los tejidos y se cambié por agua desionizada.
Posteriormente, los tejidos se lavaron con TBST 1X, y se realizo el bloqueo de la
peroxidasa endogena con el Kit Mouse/Rabbit inmunodetector HRP/DAB (BSB
0005, BioSB; Santa Barbara, CA, EE.UU.), durante 30 minutos, concluido el
blogueo, los tejidos se lavaron con TBST 1X. Se realiz6 un segundo bloqueo con

albumina de suero bovino (ASB) al 1% diluida en TBST 1X durante 30 minutos;



posteriormente, los tejidos se lavaron una vez mas con TBST 1X y se incubaron en
una camara humeda con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) diluido
en TBST 1X a 4°C durante toda la noche.

Concluida la incubacién 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 realiz6 un lavado
mas con TBST 1X. El revelado se realiz6 con 1 mL del buffer DAB-Sustrato mas
una gota de DAB-Cromégeno del Kit de inmunodeteccion (BSB 0005, BioSB; Santa
Barbara, CA, EE.UU.). Los tejidos se observaron al microscopio hasta que la sefal
aparecio, en un tiempo aproximado de 15 segundos a 1 minuto; posteriormente, se
removio la solucién de revelado de los tejidos con agua destilada. Por dltimo, los
tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina y montados con el medio Fluoroshield
Mounting Medium (ab104137; Abcam. Cambridge, MA; EE.UU.).

Para el analisis de inmunofluorescencia (IF), los tejidos se incubaron con Rodent
Decloaker 1X (RD913; BioCare Medical. Concord, CA; EE.UU.) en bafio maria
mediante una olla de presion durante 30 minutos para exponer epitopos. El buffer
se dej6 enfriar con los tejidos y se cambié por agua desionizada. Posteriormente,
los tejidos se lavaron con TBST 1X, y se incubaron los anticuerpos primarios anti-
Antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), anticuerpo anti-Poly ADP-
ribosa (PAR) y anticuerpo anti-pH2A.X (Tabla 1) durante la noche a 4°C; a
continuacion, los tejidos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en la
oscuridad con el anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-raton 1:300 (ab150112; Abcam.
Cambridge, MA; EE.UU.). Los nucleos se tifieron con DAPI (1:1000, 62247; Thermo

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



altimo, 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 cuantificacion de los nucleos positivos, se capturaron 10 campos
20X seleccionados al azar por muestra individual, obteniendo 50 imagenes por
grupo y un total de 150 imagenes. Los nucleos positivos se cuantificaron con el
software ImageJ 1.5 (Schneider et al., 2012). Las imagenes para los analisis de IHQ
e IF se capturaron con un microscopio ZEISS Axio-Al.

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos primarios

Anticuerpo Especie Dilucion Empresa No catalogo
Colageno 1 Al _
Conejo 1:200 Genetex GTX112731
(COL1Al)
Colageno 3 Al _ Novus
Conejo 1:200 . . NB600-594SS
(COL3A1) Biologicals
K167 (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) Raton 1:200 Invitrogen 13-3900

El doble marcaje para detectar la NXN y la pH2A.X se realizé mediante el protocolo
de IF en tejidos congelados. Las secciones de higado congeladas de 8 um de grosor
se lavaron dos veces en Buffer de fosfato salino (PBS) 1X frio, se fijaron con
formaldehido al 3,7% en PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron con PBS 1X y se incubaron durante 50 minutos en solucion de lavado
[0,25% Triton X-100 en PBS (PBST)]. Las secciones se bloquearon con ASB al 1%



en PBST durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se incubo el
anticuerpo primario anti-pH2A.X (Serl139) (1:50, 2577S; Cell Signaling; Danvers,
MA, EE.UU.) durante una noche a 4°C en la solucién 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 solucién de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. A continuacion, se incub6
el anticuerpo anti-NXN (1:25, GTX107039; GeneTex; Irvine, CA, EE.UU.) durante 2
horas a 4°C en una solucion 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 solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente en la oscuridad. Los nucleos se tifieron con DAPI (1:1000, 62247; Thermo
Scientific; Rockford, IL, EE.UU.) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por
altimo, los tejidos se lavaron con PBST, se escurrieron y se fijaron con Fluoroshield
Mounting Medium (ab104137; Abcam; Cambridge, MA, EE.UU.). Las imagenes se
capturaron en un microscopio confocal Leica TCS SP8 AOBS (Acousto-optical
Beam Splitter) DMI6000 (Wetzlar; DE), proporcionado por la Unidad de Microscopia
Confocal del Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV-IPN (México,
Ciudad de México).

6.4 Ensayo TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling)

El ensayo TUNEL se realizé con el kit Click-It TUNEL Alexa Fluor Imaging (C10245,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), con algunas modificaciones.
Brevemente, tras la rehidratacion, 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 continuacion, las secciones se



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 continuacion, el ADN fragmentado se detecté como se indica
en el kit Click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging, con la solucion 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 proces6 un control
negativo al afiadir la mezcla de reaccion sin enzima desoxinucleotidil transferasa
terminal, asi como un control positivo tratado con la enzima DNasa | (C10245;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) en una concentracion 1 pg/mL
durante 30 minutos para inducir roturas de la cadena de ADN. La deteccion de la
marca y las imagenes se capturaron con el microscopio confocal Leica TCS SP8
Acousto-optical Beam Splitter (DMI16000; Wetzlar, DE), proporcionado por la Unidad
de Microscopia Confocal del Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV-
IPN (México, Ciudad de México).

6.5 Actividad in situ de la SA-B-gal

La deteccion de la SA-B-gal se realiz6 como se ha descrito previamente (Dimri et
al., 1995). Brevemente, se montaron secciones de higado congeladas de 10 ym de
grosor en portaobjetos de vidrio, se fijaron con la solucién fijadora (1 mM MgClz, 0,1
M EGTA y 0,2% de glutaraldehido) durante 5 minutos, se lavaron con agua
desionizada y se incubaron a 37°C durante 24 horas con la solucion de tincion de
B-gal (0. 4 M de buffer acido citrico/sodio fosfato, pH 6; 5 mM de ferrocianuro de

potasico, 5 mM de ferricianuro de potasico, 1M de MgCl2 y 1 mg/mL de X-gal), y se



realiz6 un lavado con TBST 1X. A continuacion, las secciones se contratifieron con
hematoxilina, y las areas con células SA-B-gal-positivas se capturaron en 20
campos de 40x seleccionados al azar por muestra individual, es decir, 100
imagenes por grupo de tratamiento. Las imagenes se tomaron con un microscopio
ZEISS Axio-Al (Oberkochen, BW; DE).

Para detectar la co-localizacion entre la actividad SA-B-gal con la proteina NXN en
la misma seccién de tejido, se trataron secciones congeladas como se describié
previamente (ldelfonso-Garcia et al., 2024). Brevemente, tras la incubacion con la
solucion de tincién B-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 bloqued con
la peroxidasa endogena (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 continuacion, 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 sefial.
Finalmente, las secciones se contratifieron con hematoxilina, y las areas con el
doble marcaje para las células SA-B-gal-positivas y con sefial para la NXN se
capturaron en 10 campos de 40x y 100x seleccionados aleatoriamente por muestra
individual, con un total de 50 imagenes por grupo de tratamiento. Las imagenes se

capturaron con un microscopio ZEISS Axio-Al (Oberkochen, DE).



6.6 Determinacion de proteina total por Western Blot (WB)

6.6.1 Extraccion de proteina

Se procesaron 50 mg de tejido en un homogeneizador GLAS-COL 099C K64, con
0.5 mL de buffer de lisis no desnaturalizante (Tris-HCI 20 mM, pH 7.8, NaCl 137
mM, 10% de glicerol, 1% Nonidet P40, EDTA 2 mM, Na3vVO4 2 mM, PMSF 1 mM e
inhibidor de proteasas (05892970001; Merck; Darmstadt, HE; DE)). EI
homogeneizado se mantuvo en agitacion en una plataforma oscilante durante 20
minutos a 4°C; posteriormente, se centrifugd a 3,500 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Se recuper6 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 proteinas se
cuantificaron de acuerdo al protocolo de &cido bicinconinico o ABC (B9643; Sigma-
Aldrich, Purchase, NY; EE.UU.)

6.6.2 Cuantificacién de proteina

Las muestras correspondientes a cada uno de los tiempos de eutanasia, fueron
diluidas en una proporcion 1:15 (28 pL de Buffer de lisis + 2 uL de muestra tratada).
La curva estandar de calibracion se realizé a partir de diluciones seriadas a partir
de una concentracion inicial de ASB de 2 ug/uL, compuesta por 9 puntos,
identificados de la A la |. En tubos eppendorf de 0.6 mL se preparé una mezcla de
50 pyL de cada uno de los elementos tanto de las muestras como de la curva
estandar, mas 200 pL de una mezcla de ABC y sulfato de cobre (Relacion 50:1).
Dicha mezcla se incubo a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, en una placa
de 96 pozos se realizé la lectura a 562 nm en el espectrofotometro Epoch (BioTek;

Colmar; FR)
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Figura 7. Curva estandar para la cuantificacion de proteinas. La grafica muestra los valores de
las absorbancias por concentracién estandar de la ASB.

Posterior a la cuantificacion se colocé a cada una de las muestras 25 pL 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 analisis.

6.6.3 Analisis por WB desnaturalizante (SDS page)

EI'WB es una técnica que se emplea para el andlisis de proteinas especificas dentro
de una muestra bioldgica. La técnica se fundamenta en que todas las proteinas
presentan una carga eléctrica neta y se encuentran en una soluciéon 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 tamafio.
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 ug de



proteina en cada pozo, con un volumen correspondiente segun los valores de la
cuantificacion. La electroforesis se realizo inicialmente a 70 V, una vez observado
el frente de corrida en el gel separador se cambié a 120 V, y la corrida se detuvo a
las 2 horas aproximadamente. Se utilizé el buffer de corrida (BC) 1X a partir de un
stock 10X (Para preparar 1 litro de solucién stock se mezclaron 30 g de Tris base,
144 g de Glicina y 10 g de SDS). Una vez concluido la electroforesis se procedié
con la transferencia.

6.6.5 Transferencia de proteinas a membrana

Los geles resultantes de la electroforesis fueron transferidos a membranas de PVDF
previamente activadas en metanol durante 2 minutos, se realiz6 el ensamblaje de
los casetes de transferencia en el orden correspondiente (Anodo - esponja - filtro -
membrana - gel - filtro - esponja - catodo), sumergidos en buffer de transferencia
(BT) 1X a partir de un stock 10X (Para preparar 1 litro de solucion stock se
mezclaron 30.2 g de Tris base y 144.2 g de Glicina). La transferencia se realiz6 en
un sistema humedo de electrotransferencia, con una fuente de poder a 0.25 A (250
mA) durante 2.5 horas. Concluida la transferencia, las membranas fueron
blogueadas en una solucibn de TBST 1X y leche al 5%. El bloqueo de las
membranas se realiz6 durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Terminado el bloqueo, se realizaron 3 lavados en TBST 1X, cada uno de
5 minutos.

6.6.6 Inmunodeteccion en membrana de las proteinas de interés

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario, durante una noche a
4°C, en agitacion constante. El anticuerpo primario se diluyé en una solucion de

TBST 1X y 5% de leche (Tabla 2). Concluida la incubacién, el anticuerpo primario



fue retirado, y las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos en TBST 1X.
Posteriormente, la incubacion con el anticuerpo secundario se realizé durante 1
hora, a temperatura ambiente y en agitacion constante. De acuerdo a cada
anticuerpo primario, se utilizé un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
de rdbano (HRP), el cual fue diluido en una solucién de TBST 1X y 5% de leche
(Tabla 3). Para normalizar la proteina se utiliz6 a la Glutaraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) debido a su estabilidad y que no presenta cambios en

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

Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos primarios

Anticuerpo Pm (KDa) Especie Dilucion 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 Bi(’)\:g;‘; < AF-5718
FLII 145 Raton 1:3000 Santa Cruz B. SC-21716
MYD88 33 Ratén 1:4000 Cell Signaling 4283S
CAMK2A 56 Conejo 1:3000 Merck SAB4503250
PFK1 85 Ratén 1:4000 Santa Cruz B. SC-166722
Ig-HC 36 Ratén 1:5000 Proteintech 66009- 1-1g
GAPDH 36 Ratén 1:5000 Santa Cruz B. SC-51905

Por ultimo, para determinar la presencia de la proteina de acuerdo al peso molecular
conocido, las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia con el Kit

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Thermo Scientific; Rockford,



IL, EE.UU.), en un fotodocumentador mini HG9 de Uvitec Cambridge. Las imagenes

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

Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos secundarios

Anticuerpo Dilucion Empresa No catalogo
Anti- Raton 1:10000 Jackson 115-035-174
Anti-Conejo 1:10000 Jackson 211-032-171

6.7 Ensayo de Inmunoprecipitaciéon (IP)

Se utilizaron 3 mg de proteina total por muestra. Las proteinas totales de los tejidos
hepaticos se procesaron en tampén de lisis que contenia 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 proteinas de interés se inmunoprecipitaron con
una mezcla de perlas en complejo de proteina 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 proteinas precipitadas y
coprecipitadas se analizaron por WB y se normalizé con las regiones constantes
(cadenas pesadas) de las inmunoglobulinas utilizadas para el ensayo de IP.

Para revelar las proteinas 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



Cruz) y el anticuerpo anti-ratén (66009- 1-lg, 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 especificos de las cadenas ligeras de los anticuerpos
cabra anti-ratbon y de ratdn anti-conejo (115-035-174 y 211-032-171,
respectivamente. Jackson ImmunoRes Lab, Baltimore, PA; EE.UU.).

6.8 Determinacion de proteinas oxidadas

El contenido de carbonilo de las proteinas se detecté con el kit de oxidacion de
proteinas OxyBlot (S7150; Sigma-Aldrich, Purchase, NY; EE.UU.) con pequefas
modificaciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para derivatizar el
grupo carbonilo para la deteccion por WB, se mezclaron volumenes iguales de
lisado tisular (10 mg/mL) y SDS al 12%, seguido de la adicién de 2 volumenes de
20 mM de dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) en &cido trifluoroacético al 10%. La
mezcla se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos y se
afadié una solucién de neutralizacién del kit Oxyblot para detener la reaccion. Se
incluy6 un control no derivado por grupo. El anticuerpo primario fue un anticuerpo
policlonal de conejo contra dinitrofenilhidrazona (DNP, S7150) y se utilizé a una
dilucién de 1:150. El anticuerpo secundario conjugado con HRP (S7150) se utilizé
a una dilucion de 1:300.

6.9 Analisis densitométrico

La cuantificacion de las imagenes correspondientes de las muestras del modelo de
EHA y su respectivo control fueron analizadas por densitometria con el software
para procesamiento de imagenes Imagen J, del National Institutes of Health, version

1.50.



6.10 Analisis estadistico

Se realizé mediante el andlisis unidireccional de la varianza (ANOVA) para
comparaciones multiples, o la prueba t de Student para comparar so6lo 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.



7 RESULTADOS

7.1 El consumo cronico de etanol incrementa el peso corporal y el peso
relativo del higado durante el envejecimiento en los ratones

Aunque los ratones envejecidos sometidos al modelo de EHA registraron pesos
corporales mas elevados (ambos p < 0.0001) al final del consumo de etanol, es
decir, los ratones de 12 y 18 meses, en comparacion 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 jovenes no
fue diferente al final del experimento. Curiosamente, el porcentaje del peso relativo
del higado sélo aumenté en los ratones de 18 meses sometidos al modelo de EHA

(p < 0.0001) en comparacién con su respectivo control (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del consumo crénico de etanol sobre el peso corporal y el peso

relativo del higado de los ratones.

Peso corporal i
Gru po Edad Inicial i |(:?:] al F;g {;tel\?(gaéee Idﬁilgrz;éisoo

7S 15.28 £0.16 15.64 £0.14 553+£0.12

C 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

7S 17.66 £ 0.37 18.44 £ 0.30 4,97 +0.16

EHA 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. *Estadisticamente diferente del peso corporal inicial;
SEstadisticamente diferente de su respectivo grupo control; p < 0.0001.



7.2 El consumo cronico de etanol modifica los componentes de la MEC
durante el envejecimiento

En el higado normal, la arquitectura celular y los componentes de la MEC estan
perfectamente organizados en membranas basales que rodean los tractos portales
y la vena central, estas membranas se componen principalmente de colageno y
laminina (Abdel-Misih & Bloomston, 2010). El analisis histopatoldégico mediante la
tincion de H&E mostré un leve infiltrado inflamatorio junto con una desorganizacién
de los cordones hepéticos. Las células alteradas mostraron un aumento en el
tamafio de sus nucleos y citoplasma con nucleos hipocromaticos en ratones de 18
meses de edad tanto del grupo control como del grupo de EHA (Figura 8).
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Figura 8. Determinacion de la integridad del tejido hepatico de ratones envejecidos. Tincién de
H&E. La ampliacién es de 40 y 100x. Barra indica 50 uym.



La fibrosis hepatica y la cirrosis alcohodlica son afecciones asociadas con una
sintesis y depdsito excesivos de componentes del tejido conectivo, especialmente
coldgenos fibrilares en el parénquima del tejido hepatico (Hernandez-Gea &
Friedman, 2011). Tanto la fibrosis hepatica como la cirrosis alcohdlica son
enfermedades debilitantes y potencialmente mortales y conducir al desarrollo de
CHC (Nangliya et al., 2015). Las regiones fibréticas del higado se visualizaron
mediante el método T-Ms, que tifie las fibras de colageno de azul y los tejidos
normales de rojo. Como se muestra en la Figura 9, la tincion T-Ms revel6 una ligera
sefal de fibras de colageno en los tejidos hepéticos de ratones de 18 meses

sometidos al modelo de EHA.

EHA

Figura 9. Determinacion de los componentes de la MEC en el higado de ratones envejecidos.
Tincion de T Ms. La ampliacion es de 40 y 100x. Barra de escala indica 50 pm.



A continuacion, mediante analisis de IHQ, analizamos los niveles de COL1Al y
COL3A1, dos componentes clave de la MEC alterados durante la progresion de la
fibrosis hepatica (Karsdal et al., 2020). Como se muestra en la Figura 10A, el nivel
de COL1A1 aumento significativamente (p = 0.0158) en los ratones control de 12
meses en comparacion con los ratones control jovenes, es decir, ratones de 7
semanas; en particular, en el modelo de EHA, la COL1A1 aument6 en los ratones
de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001). Por el contrario, el nivel de la COL3Al
(Figura 10B) en los ratones control de 12 y 18 meses aumento significativamente
(ambos p < 0.0001), pero en el modelo de EHA, el nivel de la COL3A1 disminuyo (p
< 0.0001) en los ratones de 12 y 18 meses en comparacion con los ratones jévenes

sometidos al modelo de EHA.
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Figura 10. Determinacién de los componentes de la MEC en el higado de ratones envejecidos.
Analisis de IHQ y cuantificacion de la sefial de las proteinas COL1Al y COL3AL. La ampliacion es
de 40 y 100x. Barra indica 50 uym. Las graficas representan la media + SE. *Significativamente
diferente de 7W, **de 12M en comparacion con el grupo C, *de 7W, **de 12M en comparacion con
el grupo EHA, &de 7W, & de 12M, && de 18M en comparacién con el grupo de control respectivo; p
< 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepética alcohdlica; C: control; 7W:
ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.

7.3 La proliferacion celular aumenta con el consumo crénico de etanol durante
el envejecimiento

Esta demostrado que la capacidad regenerativa del higado disminuye con la edad
(Tang et al., 2022). Por lo tanto, para determinar el efecto del consumo crénico de
etanol en higados envejecidos, medimos los niveles de los marcadores de

proliferacion PCNA y KI67. El andlisis de IF revel6 que el numero de células PCNA-

positivas disminuyeron tanto en los ratones control de 12 como de 18 meses (ambos



p < 0.0001) en comparacion con los animales control jévenes; sin embargo, el
modelo de EHA aumento las células PCNA-positivas en los ratones de 18 meses (p
=0.0472), pero en los ratones de 12 meses disminuyo (p = 0.0023) en comparacion
con los animales jovenes. Las células PCNA-positivas disminuyeron en los ratones
de 7 semanas sometidos al modelo de EHA (p < 0.0001) en comparacion con los
respectivos controles jévenes (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la proliferacion celular en el tejido
hepatico de ratones envejecidos. Analisis de IF y cuantificacion de la sefial de la proteina PCNA.
La ampliacibn es de 20x. Barra indica 50 uym. Las barras representan la media + ES. *
Significativamente diferente de 7S, * de 7S, ** de 12M en comparacion con el grupo EHA, & de 7S
de 18M en comparacién con el grupo de control respectivo; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA:

modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de
12 meses; 18M: ratones de 18 meses.

El andlisis de IHQ revelé que el numero de células KI67-positivas en los ratones
control de 12 y 18 meses disminuyd (ambos p < 0.0001) en comparacion con los

animales control jovenes, mientras que en el modelo de EHA, este nUmero aumentd



(p < 0.0001) en los ratones de 18 meses en comparacion con los animales jovenes.
Por otra parte, los ratones jovenes y los de 12 meses sometidos al modelo de EHA
mostraron un numero reducido de las células KI67-positivas (p < 0.0001 y p =

0.0039, respectivamente) en comparacion con sus respectivos controles no tratados

(Figura 12).
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Figura 12. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la proliferacién celular en el tejido
hepético en ratones envejecidos. Analisis IHQ y cuantificacion de la sefial de la proteina KI67. La
ampliacion es de 20x. Barra de escala indica 50 ym. Las barras representan la media + ES. *
Significativamente diferente de 7S, * de 7S, ** de 12M en comparacion con el grupo de EHA, & de
7S, & de 12M, && de 18M en comparacion con el grupo control respectivo; p < 0.05. n =5
animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7
semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.



7.4 El consumo crénico de etanol incrementa un marcador de dafio al ADN en
el higado de ratones envejecidos

Un acontecimiento temprano en la respuesta a la DSB es el rapido reclutamiento y
activacion de la Poly ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1), que resulta en la
polimerizacion de la PAR, un marcador temprano de dafio en el ADN, seguido por
el reclutamiento de histonas en los sitios de dafio para estimular la remodelacion de
la cromatina y la reparacion del ADN (Schreiber et al., 2006). Para determinar el
estado del dafio en el ADN asociado al envejecimiento y/o promovido por el
consumo crénico de etanol, cuantificamos las células PAR-positivas mediante
andlisis de IF. Los resultados mostraron que la PAR aument6 en los higados de
ratones control de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en comparacion con los
animales jovenes. Cabe destacar que el modelo de EHA indujo niveles de la PAR
en los higados de ratones de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en comparacion
con los animales jovenes, pero el modelo de EHA también indujo fuertemente los
niveles de la PAR (p < 0.0001) en los ratones jévenes en comparacién con los
animales control jovenes, asi como en los higados de ratones de 12 y 18 meses
(ambos p < 0.0001) en comparacidén con sus respectivos controles no tratados

(Figura 13).
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Figura 13. Determinacion de marcadores de dafio al ADN inducido por el consumo crénico de
etanol en el higado de ratones envejecidos. (A) Analisis IF y (B) cuantificacion de la sefial de la
proteina PAR. La ampliacién es de 20x. Barra de escala indica 50 ym. Las barras representan la
media + ES. * Significativamente diferente de 7W, ** de 12M en comparacion con el grupo C, * de
7W, ** de 12M en comparacion con el grupo de EHA, ¢de 7W, & de 12M, %4& de 18M en comparacion
con su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad
hepética alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones
de 18 meses.

7.5 El consumo crénico de etanol favorece la muerte de las células hepéaticas
de ratones envejecidos

El dafio no resuelto al ADN puede afectar la funcion celular, promover el desarrollo
de enfermedades y acelerar el envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). Por lo tanto,
determinamos la fragmentacién del ADN, una caracteristica clave de la apoptosis
celular (Wang et al., 2016), mediante el ensayo de TUNEL. Se detecté un aumento

de células TUNEL-positivas en el higado 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 higado de ratones
envejecidos. Ensayo de TUNEL. La ampliacién es de 63x. Las imagenes muestran tejidos de
ratones de 18 meses sin tratamiento y aquellos que se sometieron al modelo de EHA. EHA: modelo
de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control. TUNEL: Terminal Transferase dUTP Nick End
Labeling.

7.6 El consumo crénico de etanol incrementa los marcadores de senescencia
celular en el higado de ratones envejecidos

Dado que no existe un Unico marcador inequivoco de senescencia celular,
determinamos la presencia de varios marcadores bien conocidos asociados a este
fenomeno, como la actividad de la SA-B-gal, la pH2A. X y la IL-6 (Kudlova et al.,
2022). Como era de esperar, el analisis histoquimico reveld que la actividad de la
enzima SA-B-gal aumentd en los higados de los ratones control de 18 meses de
edad en comparaciéon con los animales de 12 meses de edad y los animales
jovenes; curiosamente, la actividad de SA-B-gal fue fuertemente inducida en los

higados de los ratones de 12 y 18 meses de edad sometidos al modelo de EHA en

comparacion con los animales jovenes y con sus respectivos controles no tratados



(Figura 15A). El analisis WB revel6 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 cronico de etanol indujo el nivel de esta
proteina en todos los grupos de animales sometidos a este esquema, es decir,

ratones de 7 semanas, 12 y 18 meses (todos p < 0.0001).
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Figura 15. Determinacion de marcadores de senescencia celular inducidos por el consumo
cronico de etanol en el higado de ratones envejecidos. (A) Analisis histoquimico y cuantificacion
de la sefial de la actividad SA-B-gal. La ampliacién es de 20 y 40x. Barra de escala indica 50 um. (B)
Andlisis por WB y cuantificacién de los niveles de la proteina pH2A.X. Los niveles de proteina pH2A.X
se normalizaron con los de la proteina GAPDH, que se utilizé como control de carga. Las barras
representan la media + ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparacion con el
grupo C, * de 7W, ** de 12M en comparacion con el grupo de EHA, & de 7W, & de 12M, 4&& de 18M
en comparacion con su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de
enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses;
18M: ratones de 18 meses.




La citocina proinflamatoria IL-6 esta regulada positivamente en el SASP (Ghosh &
Capell, 2016). El andlisis de IHQ demostro que el area positiva para la IL-6 aumento
en los higados de los ratones control de 12 y 18 meses (ambos p < 0.0001) en
comparacion con los ratones jovenes. El modelo de EHA aumento su nivel sélo en
los ratones de 18 meses (p < 0.0001) en comparacion con los ratones de 7 semanas

y 12 meses, asi como con su respectivo control no tratado (Figura 16).
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Figura 16. Determinacién de un marcador del SASP inducido por el consumo crénico de
etanol en el higado de ratones envejecidos. Analisis IHQ y cuantificacién de la sefial de la proteina
IL-6. La ampliacion es de 20x. Barra de escala indica 50 ym. Las barras representan la media + ES.
* Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparacion con el grupo C, * de 7S, ** de 12M
en comparacion con el grupo de EHA, & de 7S, & de 12M, 4&& de 18M en comparacion con su
respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica
alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18
meses.



7.7 El consumo croénico de etanol promueve la localizacién preferente de la
NXN cerca de o en las células senescentes del higado de ratones envejecidos
Con base en el aumento de la actividad de la enzima SA-B-gal en el higado de
ratones de 18 meses (Figura 15A) a continuacion, determinamos si existia un
posible vinculo entre los marcadores de senescencia y la NXN en el tejido hepético
de ratones envejecidos. La doble tincion de la NXN con la proteina pH2A.X mediante
el analisis de IF en el higado de ratones de 18 meses, reveld que la NXN se localizé
preferentemente en el ndcleo y el citoplasma de las células senescentes o

adyacentes en los animales sometidos al modelo de EHA (Figura 17).
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Figura 17. Co-marcaje de laNXN con pH2A.X en el higado de ratones envejecidos. Doble tincion
de las proteinas NXN y pH2A.X mediante andlisis IF. Las flechas blanca y azul sefialan la localizacién
nuclear y citoplasmatica de la NXN, respectivamente. La ampliacion es de 63x. Las imagenes
muestran tejidos de ratones de 18 meses. EHA: modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C:
control.
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Adicionalmente, la doble tincién de la NXN con la actividad SA-B-gal mediante
analisis de IHQ en el higado de ratones de 18 meses, revel6 que la NXN se localizo
preferentemente en el ndcleo y el citoplasma de las células senescentes o

adyacentes en los animales sometidos al modelo de EHA (Figura 18).

SA B gal/NXN

Flgura 18. Co-manrcaje de NXN con la actividad SA- B gal en el higado de ratones envejecidos.
Dobile tincion de las proteinas NXN y pH2A.X mediante andlisis IF. Las flechas blanca y azul sefialan
la localizacion nuclear y citoplasmatica de la NXN, respectivamente. La ampliacion es de 63x. Las
imagenes muestran tejidos de ratones de 18 meses. EHA: modelo de enfermedad hepética por
etanol; C: control.

7.8 El consumo cronico de etanol aumenta las proteinas carboniladas en el
higado de ratones envejecidos

Entre una amplia gama de modificaciones derivadas de las ERO, la carbonilacion

de biomoléculas es una de las principales caracteristicas del estrés oxidante y



determina el grado de oxidacién asociado con el dafio celular, el envejecimiento y
varios trastornos relacionados con la edad (Fedorova et al., 2014). El andlisis de las
proteinas carboniladas mostré que en los ratones control de 18 meses incremento
(p = 0.0197) en comparacion con los animales control jovenes; curiosamente, el
consumo cronico de etanol promovio el nivel de proteinas carboniladas en el higado
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

comparacién con sus respectivos grupos controles no tratados (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la carbonilacion de proteinas. Se
hicieron dos pools de tres muestras individuales cada uno al mezclar cantidades iguales de
proteinas. La determinacion de las proteinas carboniladas fue mediante el andlisis OxyBlot. Las
barras representan la media + ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparacion
con el grupo C, * de 7S, ** de 12M en comparacion con el grupo EHA, & de 7S, & de 12M, && de
18M en comparacién con su respectivo grupo control; p < 0.05. n =5 animales/grupo. EHA: modelo
de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12
meses; 18M: ratones de 18 meses.

Por otro lado, la medicién del nivel de proteina de la NXN reveld que, si bien no se
observaron cambios entre los grupos control, el consumo crénico de etanol estimuld

su nivel en los ratones de 7 semanas sometidos al modelo de EHA (p = 0.0047);

este fendmeno no se observé en los ratones de 12 y 18 meses (Figura 20).
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Figura 20. Efecto del consumo crénico de etanol sobre los niveles de la proteina NXN en el
higado de ratones envejecidos. Analisis por WB de la proteina NXN. El nivel de proteina de la NXN
se normalizé con el de GAPDH, que se utiliz6 como control de carga. Las barras representan la
media = ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en comparacion con el grupo C, * de 7S,
** de 12M en comparacion con el grupo EHA, & de 7S, & de 12M, && de 18M en comparacion con
su respectivo grupo control; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica
alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18
meses.

7.9 El consumo crdénico de etanol potencia las alteraciones promovidas por el
envejecimiento en las interacciones dependientes de la NXN en el higado de
raton

Esta bien establecido que la NXN interactia de forma redox-dependiente con varias
proteinas como FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1, entre otras, para regular la actividad
rio abajo de diferentes vias de sefializacion y, como consecuencia, contribuye a la
homeostasis redox celular (Idelfonso-Garcia et al., 2022). Ademas, algunas de las
interacciones de la NXN redox-sensibles se han visto afectadas por el consumo

cronico de etanol (Arellanes-Robledo et al., 2021; Arellanes-Robledo et al., 2018).

Por lo tanto, para determinar si el envejecimiento modifica la proporcion de las



interacciones redox-sensibles de NXN/FLII, NXN/MYD88, NXN/CAMK2A vy
NXN/PFK1, y si el consumo cronico de etanol empeora las alteraciones inducidas
por el envejecimiento en el higado, realizamos analisis de IP a partir de extractos
de proteinas totales.

Los resultados demostraron que la NXN fue inmunoprecipitada, y las proteinas FLII,
MYD88, CAMK2A, y PFK1 fueron eficientemente co-precipitadas. Cabe destacar
que en los ratones control de 18 meses de edad, la proporcion de interaccion de
NXN/FLII aumenté considerablemente (p < 0.0001), pero el mayor incremento de
esta proporcion de interaccion se observo en los ratones de 7 semanas de edad
sometidos al modelo de EHA, que disminuy6 gradualmente en los ratones de 12 y
18 meses de edad (ambos p < 0.0001). En patrticular, en los ratones de 18 meses
sometidos al consumo crénico de etanol, esta proporcion de interaccién también
disminuyé (p < 0.0001) en comparacion con su respectivo control no tratado (Figura

21).
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Figura 21. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la interaccion NXN/FLII en el higado
de ratones envejecidos. La proteina total extraida de los ratones se incub6 para precipitar la NXN
en complejo con las proteinas que interactda al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la
seccién de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno
con cantidades iguales de proteinas. (A) Se utilizd6 el analisis de WB para detectar el
inmunoprecipitado de la NXN y la proteina FLII coprecipitada. (B) Cuantificacién por densitometria
de la intensidad de las proteinas NXN y FLIl. Se detectaron bandas de cadena pesada de
inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de proteina.
Las barras representan la media + ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en
comparacion con el grupo C, * de 7S, ** de 12M en comparacién con el grupo de EHA, & de 7S, &&
de 12M, &&& de 18M en comparacion con el grupo de control respectivo; p < 0.05. n = 5
animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7
semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.

La proporcion de interaccion de NXN/MYD88 se encontrd fuertemente disminuida
(p < 0.0001) en los ratones control de 18 meses en comparacion con los ratones
control jévenes y de 12 meses; sin embargo, se redujo de forma similar en ratones

joévenes y de edad sometidos al modelo de EHA, incluso por debajo de la proporciéon

de interaccién observada en sus respectivos controles, especialmente en ratones



de 7 semanas y de 12 meses (p = 0.0001 y p < 0.0001, respectivamente) en

comparacién con sus respectivos ratones control no tratados (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del consumo crénico de etanol sobre lainteraccion NXN/MYD88 en el higado
de ratones envejecidos. La proteina total extraida de los ratones se incub6 para precipitar la NXN
en complejo con las proteinas que interactda al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la
seccién de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno
con cantidades iguales de proteinas. (A) Se utiliz6 el analisis de WB para detectar el
inmunoprecipitado de la NXN y la proteina MYD88 coprecipitada. (B) Cuantificacion por
densitometria de la intensidad de las proteinas NXN y MYD88. Se detectaron bandas de cadena
pesada de inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de
proteina. Las barras representan la media *+ ES. * Significativamente diferente de 7S, ** de 12M en
comparacion con el grupo C, & de 7S, & de 12M en comparacién con el grupo de control respectivo;
p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S:
ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.

Por otra parte, la proporcién de interaccion del complejo NXN/CAMK2A se indujo en
ratones de 7 semanas de edad (p = 0.0018) del modelo de EHA en comparacion
con su control no tratado, pero disminuyo6 gradualmente, en los ratones de 18 meses

de edad (p = 0.0426) en comparacion con ratones de 7 semanas de edad. Los



controles no tratados mostraron una tendencia creciente no significativa durante el

envejecimiento (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la interaccion NXN/CAMK2A en el
higado de ratones envejecidos. La proteina total extraida de los ratones se incubé para precipitar
la NXN en complejo con las proteinas que interactda al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica
en la seccién de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada
uno con cantidades iguales de proteinas. (A) Se utilizé el analisis de WB para detectar el
inmunoprecipitado de la NXN y la proteina CAMK2A coprecipitada. (B) Cuantificacién por
densitometria de la intensidad de las proteinas NXN y CAMK2A. Se detectaron bandas de cadena
pesada de inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de
proteina. Las barras representan la media + ES. * Significativamente diferente de 7S en el grupo C,
* de 7S en comparacién con el grupo de EHA; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de
enfermedad hepatica alcohdlica; C: control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses;
18M: ratones de 18 meses.

Por ultimo, la proporcion de interaccion del complejo NXN/PFK1 en los animales no
tratados mostro una disminucion gradual y significativa (p = 0.0121) en los ratones

de 18 meses en comparacion con los animales jévenes; por el contrario, este

complejo de interaccion fue inducido por el consumo crénico de etanol en los



ratones de 18 meses (p < 0.0001) en comparacién con su respectivo control no
tratado (p < 0.0001), asi como, en comparacioén con ratones de 7 semanas y 12
meses (p = 0.0001 y p = 0.0011, respectivamente) sometidos al modelo EHA

(Figura 24).
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Figura 24. Efecto del consumo crénico de etanol sobre la interaccion NXN/PFK1 en el higado
de ratones envejecidos. La proteina total extraida de los ratones se incubé para precipitar la NXN
en complejo con las proteinas que interactta al utilizar un anticuerpo anti-NXN como se indica en la
seccién de materiales y métodos. Se hicieron dos grupos de tres muestras individuales cada uno
con cantidades iguales de proteinas. (A) Se utilizé el andlisis de WB para detectar el
inmunoprecipitado de la NXN y la proteina PFK1 coprecipitada. (B) Cuantificacién por densitometria
de la intensidad de las proteinas NXN y PFK1. Se detectaron bandas de cadena pesada de
inmunoglobulina (Ig-HC), utilizadas para el ensayo de IP, para normalizar los niveles de proteina.
Las barras representan la media = ES. * Significativamente diferente de 7S en el grupo C, * de 7S,
** de 12M en comparacion con el grupo de EHA, & de 18M en comparacion con su grupo control
respectivo; p < 0.05. n = 5 animales/grupo. EHA: modelo de enfermedad hepatica alcohdlica; C:
control; 7S: ratones de 7 semanas; 12M: ratones de 12 meses; 18M: ratones de 18 meses.



8 DISCUSION DE RESULTADOS

El deterioro del funcionamiento del higado debido al envejecimiento contribuye a la
progresion de las enfermedades hepaticas 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-1(3, la IL-6 y el ligando 7 de
quimiocina (CXCL7), para inducir la infiltracion de neutrofilos. A continuacion, el
estrés oxidante excesivo derivado de los neutrdfilos induce la DSB vy restringe la
proliferacion de células progenitoras hepaticas, o que conduce al deterioro de la
regeneracion del higado (Cheng et al., 2017). Las evidencias indican que un higado
envejecido es mas susceptible a los dafios debidos al abuso del etanol (Seitz &
Stickel, 2007), lo que exacerba el estrés oxidante y desequilibra el estado redox, al
desempeniar un papel critico 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-Garcia et al.,
2022), en este estudio nos propusimos determinar la implicacién de la NXN en el
higado de ratones envejecidos sometidos al consumo cronico de etanol, e
identificamos que algunas interacciones redox de la NXN se sensibilizan con el
envejecimiento y empeoran con el consumo crénico de etanol, lo que potencia el
mal funcionamiento hepatico, como se comenta adelante.

Tras un dafio hepatico, las CEH experimentan un complejo proceso de activacion y
se convierten en la principal fuente de deposicion 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



COL1A1 disminuye, el de la COL3A1 aumenta; sin embargo, en los tejidos fibréticos
hepaticos esta proporcion homeostatica de colageno I/1ll se invierte (Karsdal et al.,
2020). Esta proporcion alterada puede encontrarse en el higado de personas
envejecidas y estar asociada a un estado proinflamatorio crénico de bajo grado
(Adrover et al.,, 2016). Aunque la tincion de T-Ms no detectdé claramente la
deposicion de fibras de colageno, los analisis de IHQ revelaron que el consumo
cronico de etanol aumento el nivel de la COL1A1l y disminuy0 el de la COL3Al en
el higado de ratones envejecidos. Este fendmeno va acompafiado de un leve
infiltrado inflamatorio y una desorganizacién de los cordones hepaticos (Figura 10).
Aunque las fibras de colageno no se detectaron mediante la tincion de T-Ms, un
procedimiento menos sensible que la inmunodeteccién, esta evidencia indica que
tanto la inversion de la proporcion de colageno I/l como el leve infiltrado
inflamatorio se vieron favorecidos por el envejecimiento en el higado de animales
sometidos al modelo de EHA. Esta alteracion inicial progresar a una peor condicion
si el higado continla expuesto a un insulto crénico por uno o mdultiples factores
promotores durante un tiempo prolongado.

La proliferacién celular es un proceso esencial para el crecimiento y el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Algunos marcadores de
proliferacion ampliamente utilizados, como las proteinas PCNA y KI67, han sido
tiles para identificar alteraciones en el proceso de proliferacion celular (Bologna-
Molina et al.,, 2013). Aunque el higado es un érgano con un alto potencial
proliferativo que favorece su regeneracion tras la eliminacion parcial de tejido o dafio
celular, un fendmeno conocido como proliferacion compensatoria, su capacidad

regenerativa disminuye con el envejecimiento (Pibiri, 2018). Se ha informado que el



consumo cronico de etanol durante 24 meses, aumenta la proliferacion de células
hepaticas desde el inicio hasta los 7 meses de consumo de etanol; curiosamente, a
los 12 meses desaparece, pero a los 18 meses la proporcion de proliferacion 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 cronico de etanol aumento los niveles de estas proteinas en los ratones
de 18 meses (Figura 11 y 12). Una explicacion plausible para este resultado,
contrastado con los datos reportados (Mendenhall et al., 1993), es que la
proliferacion compensatoria inducida por los efectos hepatotoxicos del consumo
cronico de etanol, se potencia en los momentos iniciales de la exposicion al etanol
y posteriormente, las células se adaptan a la citotoxicidad del etanol, como ocurre
con la exposicion a altos niveles de LPS promovida por la disfuncién de la barrera
intestinal inducida por el etanol (Rao, 2009). Esto se debe a que en el momento de
la evaluacion, en nuestro modelo de EHA, los animales habian sido sometidos al
consumo de etanol sélo 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 habian sido alimentados con etanol durante 18 meses a la misma edad.
Por lo tanto, la induccién de la proliferacibn compensatoria por el etanol esta
asociada al inicio de la exposicion de las células hepaticas al consumo cronico de
etanol.

El estrés oxidante inducido por el etanol conduce a la senescencia celular mediante
el aumento de la produccion de las ERO y la reduccion de la actividad del sistema

antioxidante celular, lo que aumenta el dafio al ADN (Dey & Cederbaum, 2006). En



la DDR, la PARP dependiente del ADN, especialmente la PARP-1, reconoce
rapidamente tanto los extremos de una sola hebra como los de la DSB. A
continuacion, se sintetiza PAR, una molécula de sefializacion del dafio al ADN que
permite una evaluacion celular rapida y eficaz, y concentra factores clave de la via
de reparacion de la rotura de la cadena sencilla en el lugar del dafio (Schreiber et
al., 2006). Curiosamente, se ha informado de que la inactivacion del gen PARP-1
en ratones conduce a la aceleracién del envejecimiento (Piskunova et al., 2008).
Nuestro analisis de IF revelé que el nivel de PAR aumento significativamente en
ratones envejecidos no tratados, pero se acrecentd con el consumo cronico de
etanol tanto en ratones jovenes 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 fisiopatoldgicas, es estimulada en los
hepatocitos por el etanol, lo que sugiere que desempeifia un papel clave en la EHA
(Dong et al., 2021; Jin et al., 2018); ademas, en cultivos de hepatocitos expuestos
a etanol aumenta la actividad SA-B-gal, un biomarcador ampliamente utilizado de
senescencia celular (Lu et al., 2023). Curiosamente, nuestros resultados mostraron
que la actividad de la SA-B-gal aumento en los ratones de 18 meses no tratados,
pero este incremento se observo a partir de los 12 meses y se potencid en ratones
de 18 meses sometidos al modelo EHA (Figura 15A), lo que indica que el consumo
cronico de etanol exacerbo la aparicion de células senescentes en el higado de
ratones envejecidos.

El acortamiento de los teldmeros es un acontecimiento importante en la
senescencia, que se correlaciona con los SAFH, un dominio de heterocromatina

facultativo asociado a la detencién irreversible del ciclo celular (Narita et al., 2006).



La pH2A.X, una histona de sustitucion, es el segundo marcador mas comun de
senescencia celular después de la actividad SA-B-gal, y es el marcador mas
sensible de DSB y acortamiento de telomeros (Sedelnikova et al., 2004). Nuestros
resultados demostraron que el nivel de la pH2A.X se inducia en los higados de
ratones de 12 y 18 meses tanto no tratados como tratados con etanol, pero era
mayor en los tratados con etanol (Figura 15B). Ademas, la mayoria de las células
senescentes pueden mostrar un SASP e incrementar la produccibn masiva de
citosinas proinflamatorias y factores de crecimiento. La IL-6, es una de las citosinas
proinflamatorias basicas de los componentes del SASP (Calder et al., 2017). Se ha
informado de que, en el higado 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 higados envejecidos (Maeso-Diaz et al., 2018). Ademas, se produce un dafio
agudo y el higado pierde funciones hepatocelulares e induce una regeneracion
compensatoria; y la IL-6, junto con los factores de crecimiento, favorece la
proliferacion de los hepatocitos al aumentar tanto la sintesis de ADN como la
inestabilidad gendmica (Nechemia-Arbely et al., 2011). Nuestros resultados
mostraron que el consumo crénico de etanol aumento el nivel de IL-6 en ratones
envejecidos (Figura 16). En conjunto, estos datos indican que el mecanismo de
reparacion del ADN se activa con el propio envejecimiento en un intento de revertir
el dafo celular, pero se potencia por el efecto citotoxico del consumo cronico de
etanol, como un evento de dafo temprano, tanto en las células hepaticas
envejecidas como en las jovenes; por lo tanto, este dafio conduce al establecimiento
de la senescencia celular, lo que contribuye a acelerar la progresion de la EHA

durante el envejecimiento.



La oxidacion provoca dafios estructurales en las macromoléculas que se acumulan
con la edad y contribuyen a alterar las vias de sefalizacion, lo que provoca
inadvertidamente el envejecimiento celular. Se ha demostrado que las redes de
sefializacion reguladas por redox controlan el SASP, que desempefia un papel
importante en la conduccion 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 vias de sefializacion y elimina ERO
(Idelfonso-Garcia et al., 2022). Por lo tanto, determinamos el co-marcaje de la NXN
con la pH2A.X y la SA-B-gal mediante andlisis de IF e IHQ, respectivamente, para
identificar una posible relacion entre la senescencia celular y la presencia de la NXN,
una enzima redox sensible que no se habia 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 (ldelfonso-Garcia 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 carbonilacién de proteinas es una modificacion oxidativa postraduccional
irreversible e irreparable que produce una fraccién reactiva de carbonilo. Se ha
demostrado que la carbonilacion de proteinas esta asociada a varias enfermedades,
aumenta con la edad y esta relacionada con el desgaste de enzimas especificas
dependiente de la edad (Dalle-Donne et al., 2003). En particular, la carbonilacion de
proteinas aumenta en el higado de ratones jovenes expuestos al consumo crénico

de etanol durante cuatro meses (Shearn et al.,, 2018). Observamos que la



carbonilacion de proteinas aumentaron en ratones de 18 meses no tratados, pero
el consumo de etanol administrado durante sélo ocho semanas, aumenté el nivel de
proteinas carboniladas en el higado de ratones jévenes y envejecidos; esto indica
que la carbonilacion de proteinas es una modificacion oxidativa temprana inducida
por el etanol, y el envejecimiento contribuyd a potenciar este fenémeno (Figura 19).
Un mecanismo plausible en los higados envejecidos es que el aumento de la
produccion de las ERO por el consumo de etanol deteriora la estructura y la funcion
de las mitocondrias y aumenta el contenido de proteinas carboniladas en estos
organelos, pero no en el citosol celular, como se informé 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 regulacion de las
ERO y de la homeostasis redox celular (Idelfonso-Garcia et al., 2022). Nuestros
resultados mostraron que el nivel de proteina de la NXN fue fuertemente inducido
en el higado de ratones jovenes tratados con etanol, pero no en ratones envejecidos
(Figura 20). Una explicacion plausible de este fenomeno es que, en los animales
jovenes, la NXN todavia tiene plena capacidad para combatir el aumento del estrés
oxidante para revertir el dafio oxidante inducido por el etanol. Sin embargo, la
actividad enzimatica de la NXN ya habia disminuido en los ratones envejecidos,
como ocurre con las enzimas hepéticas metabolizadoras del etanol en las personas
de edad avanzada (Meier & Seitz, 2008). Este declive generara la modificacion
oxidativa de la enzima NXN promovida por la carbonilacion inducida por el consumo
cronico de etanol, una hipotesis intrigante que necesita ser abordada.

La NXN interactta de manera redox-dependiente con siete proteinas hasta el

momento, regula varios procesos celulares y se ha asociado a diferentes patologias



(Idelfonso-Garcia et al., 2022). Como primera aproximacion para dilucidar si sus
relaciones de interaccion proteina-proteina se modifican con el envejecimiento,
evaluamos el estado de interaccion de la NXN con las proteinas FLII, MYD88,
CAMK2A y PFK1, que regulan la inmunidad innata, la inflamacién, la plasticidad
neuronal y la glucdlisis, respectivamente. Mientras que el MYD88 se considera un
eje de las vias de sefalizacion inflamatoria rio abajo de los TLR y otros receptores
(Deguine & Barton, 2014), FLII, que también interactia con MYD88, la cual es una
proteina multifuncional y recientemente ha sido identificada como un regulador
emergente de la inflamacion (Ruzehaji et al., 2013). Durante un estimulo
proinflamatorio, MYD88 se une a TLR4, lo que provoca la activacion del NF-kf3 para
transcribir genes implicados en la inmunidad innata y la inflamacion; sin embargo,
para evitar la hiperactivacion innecesaria de la via TLR4/MYD88, FLIl 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 proporcién de
interacciéon con la NXN en el higado de ratones jovenes, pero esta interaccion
disminuy6 fuertemente en los ratones de edad sometidos al modelo de EHA,
mientras que la proporcion de interaccion de MYD88 no cambio en estos grupos de
animales; cabe destacar que, en los ratones de edad de 18 meses no tratados, la
proporcién de interaccién FLII/NXN aumento (Figura 21). Esta evidencia sugiere
gue el consumo cronico de etanol disminuye la eficiencia de la NXN para interactuar
con FLII, probablemente por el aumento de la carbonilacion de proteinas inducida
por el consumo crénico de etanol que afecta a las proteinas redox sensibles, como
la NXN; un fendbmeno que se sensibiliza por el envejecimiento, pero es exacerbado

por el consumo crénico de etanol.



Recientemente, se informd que la NXN interactia 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
desempeiia varias funciones mediadas por la regulacién del Ca?* intracelular, como
la sintesis de neurotransmisores, la regulacion de canales i6nicos, la divisién celular,
la contractilidad muscular y la transcripcion génica (Idelfonso-Garcia et al., 2022;
Tran et al., 2021); sin embargo, hasta donde sabemos, no se ha investigado su
funcion en el higado. Observamos que la proporcion de interaccion 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 crénico de etanol, al modificar
funciones dependientes de CAMK2A en el higado que quedan por investigar.

La PFK1 es una enzima reguladora crucial de la glucdlisis asociada a la promocion
de la proliferacion de células cancerosas ya que se encuentra elevada en los tejidos
cancerosos (Yalcin et al., 2009). Se ha demostrado que la NXN interactda con la
PFK1 y estabiliza su oligomerizacién para regular su actividad catalitica. Dado que
la deficiencia de la NXN aumenta el NADPH y reduce los niveles de glutation, dos
importantes antioxidantes celulares generados a través de la via de la pentosa
fosfato, se ha propuesto que la PFK1 hace que las células sean mas resistentes al
estrés oxidante. Aunque aun se desconoce como la NXN estabiliza la
oligomerizacion de la PFK1, se ha propuesto que existe un efecto conjunto entre la
actividad de la NXN, la glicosilacion, la fosforilacion y la acilacion, ya que la PFK1
también esta sujeta a estas modificaciones postraduccionales (Funato et al., 2013).

Descubrimos que la proporcion de interaccion NXN/PFK1 disminuyo en los ratones



envejecidos no tratados, pero aumento en los sometidos a consumo cronico de
etanol (Figura 24). Por lo tanto, esta evidencia sugiere que un mecanismo por el
cual el consumo crénico de etanol durante el envejecimiento aumenta la
proliferacion celular (Figura 11y 12), es a través de la estabilizacion de PFK1 por
la contribucion de la NXN, asi como, por algunas modificaciones post-

traduccionales. Futuros analisis confirmaran esta propuesta.



9 CONCLUSIONES

En resumen, demostramos el papel de la NXN durante el consumo crénico de etanol
en el higado de ratones envejecidos. Aportamos pruebas que demuestran que el
consumo crénico de etanol empeora la alteracion de las interacciones redox-
sensibles dependientes de la NXN promovidas por el envejecimiento en el higado
del ratén, como la de la NXN con las proteinas FLIl, MYD88, CAMK2A y PFK1.
Aunque la capacidad de interaccion de la NXN ya habia disminuido para proteger el
tejido hepatico de los efectos adversos del consumo crénico de etanol, se localiz6
preferentemente en las células senescentes o junto a ellas. Esto estuvo
acompanado de un aumento de la actividad SA-B-gal, de los niveles de PAR,
pH2A.X e IL-6, de la carbonilacién de proteinas y de la proliferacién celular, asi
como de la modificacion de la proporcion de colageno | y colageno 1l (Figura 25).
Ademas, dado que esta evidencia hasta donde sabemos, es la primera que
demuestra la implicacion de la NXN en el envejecimiento, nuestro hallazgo abre una
ventana para intensificar la investigacion dirigida en dilucidar hasta qué punto las
interacciones de la NXN y sus vias de sefalizacién rio abajo estan implicadas en el
envejecimiento y en los retos a los que se enfrenta el higado al ser expuesto a
agentes toxicos, como el etanol. En particular, como es bien sabido en la poblacién
general, el consumo de etanol es un predictor independiente de otras enfermedades
hepaticas, como la cirrosis y el CHC en pacientes portadores de una infeccion
cronica por el VHC, y de muerte en pacientes portadores de una infeccion por el
VHC o B (Bellentani et al., 2010). Por lo tanto, es plausible que la alteracion de las
interacciones de la NXN pueda verse potenciada por los efectos concomitantes de

la ingesta cronica de etanol y la infeccion por los virus de la hepatitis. Aunque esta



propuesta no fue abordada y ser una limitante de nuestra investigacion, también es
una hipétesis alentadora que surge de los hallazgos actuales. Por lo tanto, la
implicacion de la NXN en el envejecimiento representa un fenbmeno emergente y

atractivo que deberia seguir investigandose.

Consumo crdonico de etanol
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Figura 25. Resumen esquematico de los efectos del consumo crdnico de etanol sobre las
interacciones redox-sensibles dependientes de la NXN durante el envejecimiento. El consumo
cronico de etanol empeora los efectos adversos del envejecimiento en (1) la proporcion del
COL1A1/COL3AL, (2) la proliferacion celular, (3) el dafio al ADN, (4) la actividad de la SA-B-gal, (5)
el nivel y la localizacion de la proteina NXN, (6) la carbonilacién de proteinas y, (7) la interaccién de
NXN con las proteinas FLII, MYD88, CAMK2A y PFK1 en el higado de ratén. CAMK2A, proteina
quinasa Il alfa dependiente de calcio/calmodulina; COL1A1, colageno 1 alfa 1; COL3A1, coldgeno 3
alfa 1; PC, proteina carbonilada; FLII, Flightless-I; IL-6, interleucina 6; MYD88, Gen 88 de respuesta
primaria de diferenciacién mieloide; NXN, nucleorredoxina; PAR, poli (ADP-ribosa); PCNA, antigeno
nuclear de células en proliferacion; PFK1, fosfofructoquinasa 1; pH2A.X, fosfo-H2A.X(Ser139); SA-
B-gal, actividad de la B-galactosidasa asociada a la senescencia.
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Evaluar cambios de la expresion génica alterados por la enfermedad hepatica

alcohdlica durante el envejecimiento y la posible regulacion dependiente de la NXN.
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Carreon Jl, Arellanes-Robledo J. Chronic administration of diethylnitrosamine to
induce hepatocarcinogenesis and to evaluate its synergistic effect with other
hepatotoxins in mice. Toxicol Appl Pharmacol. 2019 Sep 1; 378:114611. doi:
10.1016/j.taap.2019.114611. Epub 2019 Jun 6. PMID: 31176654.
https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/31176654/

Contribucién de la publicacién

En esta investigacion proponemos un modelo de CHC; en resumen, nuestros
resultados demuestran que el DEN administrado cronicamente a 20 mg/kg induce
el CHC, mientras que el DEN a 2,5y 5 mg/kg es de utilidad para dilucidar su efecto

sinérgico con otros agentes hepatotoxicos en ratones.

Estos parametros se establecieron mediante la evaluacion de cambios
histopatoldgicos, marcadores del CHC, como la enzima glutation S-transferasa
placentaria-1 (GSTP1), la citoqueratina-19 (CK19) y la prostaglandina reductasa-1
(PTGR1); la evaluacion del CYP2EL, una enzima metabolizadora de DEN; y la
expresion del marcador de proliferacion Ki67.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Hepatocellular carcinoma (HCC) arises after a long period of exposition to etiological factors that might be either
Cyp2el Activity independent or collectively contributing. Several rodent models resemble human HCC; however, the major
Hepatocellular Carcinoma limitation of these models is the lack of chronic injury that reproducibly mimics the molecular alterations as it
Liver Ribrsis occurs in humans. Thus, we hypothesized that chronic administration of different DEN treatments identifies the
l;:;l:fie‘r,:lg: Sici best-fit dose to induce the HCC and/or to determine whether small DEN doses act synergistically with other
Rl known hepatotoxins to induce HCC in mice. C57BL/6 J male mice were intraperitoneally injected twice a week
for 6 weeks with different DEN doses ranging from 2.5 to 40 mg/kg body weight; then, selected doses (2.5, 5 and
20 mg/kg) for 6, 10, 14, and 18 weeks. We demonstrated that DEN at 20 mg/kg promoted reactive oxygen
species and 4-hydroxynonenal production, cell proliferation inflammatory infiltrate, and fibrosis, which in turn
induced liver cancer by week 18. These parameters were established by evaluating histopathological changes,
HCC markers such as glutathione S-transferase placental-1 (Gstp1), Cytokeratin-19 (Ck19) and prostaglandin
reductase-1 (Ptgrl); that of Cyp2el, a DEN metabolizing enzyme; and the expression of the proliferation marker
Ki67. While DEN at 2.5 and 5 mg/kg increased Gstpl and Ck19, DEN at 20 mg/kg decreased them and Cyp2el
expression and activity. In summary, our results demonstrate that DEN chronically administrated at 20 mg/kg
induces the HCC, while DEN at 2.5 and 5 mg/kg could be useful in elucidating its synergistic effect with other

hepatotoxic agents in mice.

1. Introduction cancer and second cause of cancer related mortality, and represents a
major health problem worldwide (Llovet et al., 2016). Cirrhosis is the
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary liver most common chronic liver disease that results from a long-term liver

Abbreviations: 4-HNE, 4-hydroxynonenal; DEN, Diethylnitrosamine; HCC, Hepatocellular carcinoma; ROS, Reactive Oxygen Species
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Zepeda-Bastida A, Ocampo-Lépez J, Alarcon-Sanchez BR, Idelfonso-Garcia OG,
Rosas-Madrigal S, Aparicio-Bautista DI, Pérez-Carreon Jl, Villa-Trevifio S,
Arellanes-Robledo J. Aqueous extracts from Tenebrio molitor larval and pupal
stages inhibit early hepatocarcinogenesis in vivo. J Zhejiang Univ Sci B. 2021 Dec
15;22(12):1045-1052. English. doi: 10.1631/jzus. B2100201. PMID: 34904416;
PMCID: PMC8669325. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34904416/

Contribucién de la publicacion

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 aparicion del CHC, como el desorden de la arquitectura hepatica, la

hipertrofia de los hepatocitos y la fibrogénesis, asi como la proliferacion celular.

Nuestros resultados sugieren que las larvas de T. molitor, pero ain mas
notablemente las pupas, contienen compuestos bioactivos adicionales que estan
ausentes en la etapa adulta y exhiben potencial terapéutico contra las alteraciones
tempranas que eventualmente conducen a la carcinogénesis hepatica. Nuestros
hallazgos alientan el consumo de larvas de T. molitor en poblaciones de alto riesgo

de CHC, como estrategia preventiva.
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Hepatocellular carcinoma (HCC), which is the
most frequent primary liver malignancy, is ranked as
the sixth most common cancer and the third leading
cause of cancer-related deaths worldwide, with its
incidence expected to continue rising. One of the rea-
sons is that most patients are diagnosed at an advanced
stage when therapeutic options are ineffective. The
development of HCC is attributed to a chronic exposi-
tion to either one or a combination of low amounts of
different hepatotoxins, such as in hepatitis virus infec-
tion, alcohol consumption, aflatoxin from contaminated
foods, metabolic factors, and exposure to chemical
carcinogens from tobacco smoke (Forner et al., 2018).
Integrative studies combining exome sequencing, tran-
scriptome analysis, and the genomic characterization of
HCC have shown that these etiological factors may raise
the frequency of particular genetic alterations, resulting in
ntra-tumor heterogeneity that presents a huge challenge
for treatment. For example, mutations in the catenin 3-1
(CTNNBI) gene (a proto-oncogene in the WNT signal-
ing pathway that encodes the B-catenin transcription
factor) are strongly associated with alcohol-related
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HCC, whereas mutations in the telomerase reverse
transcriptase (7ERT) promoter and tumor protein
p53 (1P53) genes are the most commonly observed in
hepatitis B virus (HBV)-associated HCC (Calderaro
et al., 2017; Cancer Genome Atlas Research Network,
2017). The above findings emphasize the molecular
diversity of HCC and the associations of different
etiologies with distinct mechanisms in HCC progres-
sion. Consequently, prevention strategies are still
attractive for HCC management.

Historically, edible insects have been consumed
for thousands of years because of their nutritional and
medicinal properties. Insects are rich in proteins,
essential amino acids, and unsaturated fatty acids, and
some species further contain substantial amounts of
minerals and vitamins. The antibacterial and anticancer
potential of either the whole insect body or isolated
bioactive compounds has also been investigated (Rat-
cliffe et al., 2011). Tenebrio molitor is a coleopteran
insect of the Tenebrionidae family, and is considered
as a harmful pest of stored grain worldwide (Gao et al.,
2018). The development of 7' molitor includes four
life stages: egg, larva, pupa, and adult. The larvae and
adults of 1. molitor are commonly known as yellow
mealworms and mealworm beetles, respectively.
Owing to their high nutritional value, mealworm beetles
have been used as food and medicine in various forms,
such as protein powder, oil, chitin, and a whole worm
(Gao et al., 2018). Interestingly, the oil extract of T.
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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.nim.nih.gov/35453355/

Contribucién de la publicacion

Hemos resumido la multifuncionalidad de la NXN en la fisiologia celular y su

implicacion en diferentes patologias.

La NXN, una enzima oxidorreductasa, contribuye la homeostasis redox celular al
regular diferentes vias de sefializacion de manera redox dependiente. Al interactuar
con siete proteinas, hasta ese momento; como son DVL, PP2A, PFK1, SEC63,
MYD88, FLII y la CAMK2A. En conjunto, esta evidencia sitia a la NXN como un
fuerte candidato para ser un regulador redox maestro de la fisiologia celular y como
el centro de diferentes vias de sefializacion sensibles a redox y patologias

asociadas.
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Abstract: Nucleoredoxin (NXN), an oxidoreductase enzyme, contributes to cellular redox homeostasis
by regulating different signaling pathways in a redox-dependent manner. By interacting with seven
proteins so far, namely disheveled (DVL), protein phosphatase 2A (PP2A), phosphofructokinase-1
(PFK1), translocation protein SEC63 homolog (SEC63), myeloid differentiation primary response
gene-88 (MYDB88), flightless-I (FLII), and calcium/calmodulin-dependent protein kinase II type
alpha (CAMK2A), NXN is involved in the regulation of several key cellular processes, including
proliferation, organogenesis, cell cycle progression, glycolysis, innate immunity and inflammation,
motility, contraction, protein transport into the endoplasmic reticulum, neuronal plasticity, among
others; as a result, NXN has been implicated in different pathologies, such as cancer, alcoholic and
polycystic liver disease, liver fibrogenesis, obesity, Robinow syndrome, diabetes mellitus, Alzheimer’s
disease, and retinitis pigmentosa. Together, this evidence places NXN as a strong candidate to be
a master redox regulator of cell physiology and as the hub of different redox-sensitive signaling
pathways and associated pathologies. This review summarizes and discusses the current insights on
NXN-dependent redox regulation and its implication in different pathologies.

Keywords: oxidative stress; oxidoreductase; redox regulation; thioredoxin

1. Introduction

Thioredoxins (TRX) are small thiol-oxidoreductase enzymes that regulate cellular
redox homeostasis, and their functioning depend on the cyclic reduction-oxidation of a
single disulfide group in the enzymes [1]. TRX superfamily includes conventional TRX,
glutaredoxin, protein disulfide isomerase and NXN [2]. NXN gene was first cloned and
overexpressed in cell cultures and, since NXN was identified as a nuclear protein, it was
named nucleoredoxin, the first member of the TRX superfamily localized into the nucleus.
Further analysis revealed that NXN shuttles between the cytosol and nucleus despite the
lack of the typical nuclear localization signal and nuclear export signal sequences [3-5].
NXN is an antioxidant enzyme that participates in the regulation of several cell processes

Antioxidants 2022, 11, 670. https:/ /doi.org/10.3390/antiox11040670
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Resendis-Antonio O, Mucifio-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

Contribucién de la publicacion

Demostramos un fendmeno emergente asociado con la homeostasis redox alterada
durante el envejecimiento, como lo demuestra la capacidad cada vez menor de la
NXN para interactuar con proteinas asociadas, que se ve potenciado por el
consumo cronico de etanol en el higado del ratén. Esta evidencia abre una ventana
atractiva para dilucidar las consecuencias del envejecimiento y el consumo crénico
de etanol rio abajo de las vias de sefalizacion que son reguladas por interacciones

redox sensibles dependientes de la NXN.
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Abstract: Aging is characterized by increased reactive species, leading to redox imbalance, oxidative
damage, and senescence. The adverse effects of alcohol consumption potentiate 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 altered redox homeostasis during aging,

as shown by the declining capability of NXN to interact with partner proteins, which is enhanced
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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.nchi.nim.nih.qov/38602869/

Contribucién de la publicacion

En esta investigacion proponemos un protocolo de doble marcaje para detectar in
situ diferentes proteinas junto con la actividad de B-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA-BGal) en tejidos murinos recién congelados; en resumen,
describimos los pasos para la coleccion de tejido, la preparaciéon de las soluciones,
la tincion con SA-BGal, la tincion con inmunoperoxidasa, la contratincion con
hematoxilina, la observacién microscépica y la cuantificacion de la sefial de la SA-

BGal con la de la proteina de interés.
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Double labeling to identify different markers in the same tissue section represents a useful tool
either for in situ diagnosis or characterization of molecular associations. Here, we present a
protocol to detect senescence-associated B-galactosidase (SA-BGal) and immunoperoxidase
(IPO) activity in fresh-frozen murine tissues. We describe steps for tissue collection, solution
preparation, SA-BGal staining, IPO staining, hematoxylin counterstaining, microscopic
observation, and signal quantification. This protocol can be used to detect in situ proteins
alongside SA-BGal activity.

Publisher’s note: Undertaking any experimental protocol requires adherence to local institutional
guidelines for laboratory safety and ethics,
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Contribucidén de la publicacion

En esta investigacion proponemos un modelo util para explorar las alteraciones y
etapas cronoldgicas asociadas a la enfermedad hepatica alcohdlica (ALD) asi como
para abordar enfoques terapéuticos. Demostramos que el modelo de ALD de
multiples hepatotoxicos (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 formacion de gotas lipidicas, incrementa la
inflamacion identificada por la infiltracion de neutréfilos hepaticos, aumenta el nivel
de MYD88, una proteina involucrada en la respuesta inflamatoria, y la aparicion
temprana de senescencia celular. También, el MHT-ALD induce la fibrosis hepética
acompafiada de un desbalance entre la muerte celular y la proliferacion
compensatoria; adicionalmente, induce rasgos histopatolégicos de malignidad que

correlaciona con el incremento del marcador de carcinoma hepatocelular, GSTP1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The worst-case scenario related to alcoholic liver disease (ALD) arises after a long period of exposure to the
Alcohol consumption harmful effect of alcohol consumption along with other hepatotoxics. ALD encompasses a broad spectrum of
Animal model liver-associated disorders, such as steatosis, steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma
Cgllnlar ik (HCC). Based on the chronic administration of different hepatotoxics, including ethanol, sucrose, lipopolysac-
Diethylnitrosamine 7 2 3 v 5 A A
Lipopolysaccharide charide, and low doses of diethylnitrosamine over a short period, here we aimed to develop a multiple hepa-
Stctose totoxic (MHT)-ALD model in the mouse that recapitulates the human ALD-associated disorders. We demonstrated
that the MHT-ALD model induces ADH1A and NXN, an ethanol metabolizer and a redox-sensor enzyme,
respectively; promotes steatosis associated with the induction of the lipid droplet forming FSP27, inflammation
identified by the infiltration of hepatic neutrophils-positive to LY-6G marker, and the increase of MYD88 level, a
protein involved in inflammatory response; and stimulates the carly appearance of cellular senescence identified
by the senescence markers SA-B-gal activity and p-H2A.X*1%_ It also induces fibrosis associated with increased
desmin, a marker of hepatic stellate cells whose activation leads to the deposition of collagen fibers, accompanied
by cell death and compensatory proliferation revealed by increased CASP3-mediated apoptosis, and KI67- and
PCNA-proliferation markers, respectively. It also induces histopathological traits of malignancy and the level of

Abbreviations: ALD, alcoholic liver disease; BW, body weight; CEC, chronic ethanol consumption; DEN, diethylnitrosamine; DSC, DEN-sucrose control; H&E,
hematoxylin and cosin; HCC, hepatocellular carcinoma; HSC, hepatic stellate cells; IHC, immunohistochemistry; LPS, lipopolysaccharides; M'sT, Masson’s trichrome;
MHT, multiple hepatotoxic; epMHT, endpoint MHT approach; stMHT, short-term MHT approach; NTC, nontreated control; epNTC, endpoint NTC; sINTC, short-term
NTC; ROS, reactive oxygen species; SA-f-gal, senescence-associated p-galactosidase; SC, sucrose control; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick
end labeling; WB, western blot. Symbols: ADH1A, alcohol dehydrogenase 1A; CASP3, caspase-3; CYP2E1, cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; FSP27,
fat-specific protein 27; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GSTP1, glutathione S-transferase Pi-1; p-H2A.X*''%" histone H2A.X phosphorylated at
Serine139; KI67, proliferation marker protein Ki-67; LY-6G, lymphocyte antigen 6 family member G6D; MYD88, myeloid differentiation primary response gene 88;
NXN, nucleoredoxin; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; TLR, toll-like receptor.

* Corresponding authors at: Department of Cell Biology, CINVESTAV-IPN, Av. Instituto Politécnico Nacional 2508, San Pedro Zacatenco, Gustavo A. Madero,
Mexico City 07360, Mexico (B.R. Alarcon-Sanchez), Laboratory of Liver Diseases, INMLEGEN, Periférico Sur 4809, Arenal Tepepan, Tlalpan, Mexico City 14610,
Mexico (J. Arellanes-Robledo).
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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

0O.G. Idelfonso-Garcia, B.R. Alarcon-Sanchez, Héctor Serrano, V.R. Vasquez-

Garzon, S. Villa-Trevifo, Pablo Muriel, J.I. Pérez-Carreén, J. Arellanes-Robledo.

Aportacion del trabajo en el congreso

Demostramos que, durante el envejecimiento el consumo crénico de etanol
exacerba la senescencia celular, aumenta el estrés oxidante, disminuye el nivel de
la proteina NXN, altera las interacciones proteinicas dependientes de la NXN vy

modifica el perfil de expresion génica en el higado.

Ademas, nuestros resultados sugieren que la NXN desempefia un papel central en
la proteccidn de las células hepdticas frente al estrés oxidante exacerbado por el

consumo croénico de etanol en ratones jovenes, pero no en ratones envejecidos.
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Aging is a natural process that causes progressive loss of tissue and organ function over time (1). Several altered molecula
mechanisms triggering human aging have been reported, such as oxidative stress, DNA damage response, among others (2),
promoting some tissues to enter into a permanent cell cycle arrest. Most cells in these tissues cannot proliferate but remain
metabolically active for an extended period of time, which are called senescent cells {3). Aging exacerbate the progression of
alcoholic liver disease (ALD), which is with a prog and gt of cellular functions, thereby
leading to the development o* age-related liver n_mmmmm (4). When reactive oxygen species (ROS) produced by ethanol

exceed the cap ty of the 1t system, the cells exposed to oxidative stress undergo either
strong %m:._:n:c_._m or cell ummS Thus, ~=m Sw_:gmzm:nm of redox balance is crucial for the fate of cells exposed to increased

ROS. (NXN), a red that targets ROS, u_m<m a om::m_ role in maintaining the integrity
of the system by rm< cellular p through reck i (5); however, the NXN
i 1t in cellular during ALD pi . has not been investigated.
Aim

To ine the i of NXN in ALD p 1 during aging in the mouse liver.

Method

ALD was recapitulated in 7-week-old (young) C57BL/6J female mice, 12-month-old (adult) and 18-month-old (aged) by the
chronic ethanol {20%) consumption in 20% of sucrose for eight weeks and a single n0mm of o_uo_<mmnn:m:nm (1 mgikg). We
evaluated cellular senescence markers, NXN protein level and NXN. pr pr ir status, as well as,
gene expression profile changes by transcriptomic analysis.

Conclusions

During aging, the chronic alcohol cellular oxidative stress, decreases NXN
protein level, disrupts NXN-dependent protein interactions, and modifies the gene expression profile in the liver compared with
parameters from young livers. Of note, NXN is preferenti localized into the nuclei of senescent cells. Our results strongly
suggest that NXN play a central role in protecting liver cells from exacerbated oxidative stress produced by chronic alcohol
consumption in young but not in aged mice.

>or:o<<_mnmm_so:nm
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2023. Low doses of different hepatotoxins induce ethanol-related liver disease

and drive hepatocellular carcinoma

B.R. Alarcon-Sanchez, O.G. Idelfonso-Garcia, V.R. Vasquez-Garzén, P. Muriel, J.1.

Pérez-Carreodn, S. Villa-Trevifio, J. Arellanes-Robledo.
Aportacion del trabajo en el congreso

Aportamos pruebas que demuestran que la administracion simultanea 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 higado que

conducen al CHC.

Adicionalmente, introducimos un modelo prometedor de EHA por mdltiples
hepatotoxicos para recapitular con mayor precision 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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Instituto Nacional

Introduction P Results de Medicina Genémica
<
Chronic alcohol abuse is one of the main causes of morbidity and mortality since promotes alcohol-related liver disease (ALD) .k - : : . . .
worldwide. This condition may be attributed to multiple hits driving several liver alterations'?. Excessive ethanol intake Chronic m»:mao.\.mtnjlmm DEN and LPs (MHT model) with BW gain and induces liver structural disarrangement,
an

@

promotes the production of reactive oxygen spe (ROS) and increases both portal and systemic circulation of
lipopolysaccharides {LPS), which exacerbate ROS and potentiate the liver damage?®. Since hepatocellular carcinoma (HCC)
may be the late ALD stage, the synergistic effect of ethanol and diethylnitrosamine (DEN), a hepatic carcinogen, has been
tested*; however, the combined effect of different hepatototoxics has been limited.

Aim

+ 8C
The aim of this work was to determine if the administration of ethanol dissolved in sucrose and low doses of LPS and DEN A55g0ss * -= DSC
induces HCC, as an in vivo model of ALD induced by multiple hepatotoxins (MHT model), as occurs in humans. N & v NTC

Method

C57BL/6J female mice were administered with ethanol and low doses of LPS and DEN. Firstly, after an ethanol adaptation
period, mice were allowed to drink ad fibitum a mixture of 20% (wiv) sucrose containing 20% ethanol for 18 weeks as the only

Body weight (g)

source of drinking fluid. and DEN and LPS were di: in PBS and ir injected twice a week. While DEN was
administered at 7 mgikg body weight (BW) for 15 weeks during ethanol LPS was admini at 1 mgkg BW 003 6 9 9245 180 AU
alongside the period of time of ethanol consumption. In addition to animals subjected to MHT model, ti groups were Time (week)

included as sucrose control (SC), DEN plus sucrose control (DSC), and nontreated control (NTC). While MHT groups were
euthanized at 6, 9, 12, 15, 18 and 25 weeks; SC, DSC and NTC groups were euthanized at 18 and/or 25 weeks.

Conclusions

Figure 1. Effect of MHT madel an mice bady weight, PUot shouws werkiy cocorded AN of mice
rcunhout experimentol

Considering that ALD progression naturally occurs as the result of combined effects of multiples hits, we provide evidence
showing that the simultaneous administration of ethanol dissolved in sucrose, and low doses of LPS and DEN exacerbates
ALD-associated alterations by producing progressive deleterious mamﬂm on the liver driving the HCC. Thus, here we introduce

P 27 ptictopl el it IMIT i 038 0 i HEE, Mosson's

w 400x; barin NTC group req 205m,

a promising multi-hit ALD model to better i ALD- is and eventually, to identify therapeutic
t: ts for the treats it of ALD st 2
SURSRE RN SiHges, MHT model is proli ion, ethanol ism, LPS-i il it ion, and it is markers
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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 Garcia, BR. Alarcon-Sanchez, VR. Vasquez-Garzén, S. Villa-

Trevifo, Pablo Muriel, Héctor Serrano, Jl. Pérez-Carreon, J. Arellanes-Robledo.

Aportacion 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 higado de
ratones envejecidos sometidos al modelo de EHA, pero lo mas interesante es que
la proporcion de interaccion de las proteinas reguladas por la NXN, como FLII, fue
modificado de forma importante por el modelo de EHA. Esta evidencia sugirié que
las ERO producidas por la EHA oxidan las proteinas y sensibilizan las células
hepéticas y como resultado, se altera la regulacién dependiente de la NXN, un
fendmeno que acelera el establecimiento de la senescencia celular en el higado de

ratones envejecidos.
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estrés oxidante producido suscritos miembros del jurado:
por la enfermedad hepatica
alcoholic§ durante el DRA. NORMA EDITH LOPEZ DIAZ GUERRERO
envejecimiento en el higado DR. PABLO MURIEL DE LA TORRE
del ratén. DR. GERARDO BLANCAS FLORES
DR. JULIO ISAEL PEREZ CARREON
. >
Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
[ Vode W Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacion de la
oty Disertacién Piblica cuya denominacién aparece al margen,
ee o) para la obtencién del grado de:
s AR DOCTOR EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
y DE: OSIRIS GERMAN IDELFONSO GARCIA
B> (e y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
Ry R\ de Estudios Superiores de la Universidad Auténoma
oW X Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
_GSIRIS GERMAN IDELFONSO GARCIA
shn e ALUMNO
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REVISO
Acto continuo, la presidenta del jurado comunicéd al
interesado el resultado de la evaluacidén y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
RANO DE LA PAZ
DIRECTORA Bt MAS ESCOLARES
. 4 L J

AN\

Casa abierta al tiempo

ACTA DE DISERTACION PUBLICA

DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS

s

GOMEZ OLIVARES

PRESIDENTA

Vet ey Db

DRA. NORMA EDITH LOPEZ DIAZ GUERRERO

DR. PABLO MURIEL DE LA TORRE

-
VOCAL 1 SECRETARIO

DR. GERARDO BLANCAS FLORES DR JULIO ISAEL PEREZ CARREON




