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RESUMEN 

La enfermedad hepática alcohólica, es el producto del consumo crónico de bebidas 

alcohólicas, y representa un problema de salud pública a nivel mundial. Datos 

epidemiológicos muestran que el consumo de bebidas alcohólicas se ha incrementado 

en todo el mundo. De igual forma, el consumo de dietas altas en grasa, particularmente 

de colesterol, también ha aumentado a nivel mundial y nacional, lo cual sugiere que 

ambos factores pueden coexistir y así, promover mayor daño al hígado. El objetivo de 

este trabajo fue determinar si el consumo de colesterol agrava el daño hepático 

inducido por una dieta alcohólica. Ocupamos un modelo daño hepático conocido como 

modelo NIAAA, el cual ha sido reportado como uno de los mejores modelos para 

estudiar la enfermedad hepática alcohólica. Nuestros datos sugieren que la sobrecarga 

de colesterol en hígado promueve mayor sensibilización a los efectos tóxicos del 

alcohol en el inicio de la enfermedad hepática alcohólica, aumentando la necrosis 

hepática hasta 1.5 veces en ratones macho y la carga de lípidos hasta 5.5 veces en el 

tejido de ratones hembra. El cotratamiento de alcohol y colesterol promueve el 

incremento de enzimas relacionadas con la síntesis de glutatión y la destoxificación de 

xenobióticos mediante enzimas de fase II. El tratamiento crónico con alcohol 

sensibiliza a las células hepáticas hacia una muerte por apoptosis, sin embargo, este 

efecto es inhibido por el cotratamiento con colesterol. Estos resultados demuestran 

que el colesterol promueve resistencia a la apoptosis. Este fenómeno puede promover 

mayor compromiso hepático, al evitar que los hepatocitos dañados por el alcohol 

mueran de forma controlada, evitando el daño tisular.  
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ABSTRACT 

 

Alcoholic liver disease is the result of chronic alcohol consumption and represents a 

public health problem worldwide. Epidemiological data show that the consumption of 

alcoholic beverages has increased worldwide. Similarly, the consumption of high-fat 

diets, particularly high cholesterol diets, has globally increased, suggesting that both 

factors can coexist and promote greater liver damage. The goal of this work was to 

determine whether cholesterol consumption aggravates liver damage induced by an 

alcoholic diet. We occupy a liver damage model known as NIAAA model, which has 

been reported as one of the best models for the study of alcoholic liver disease. Our 

data suggest that liver cholesterol overload promotes further aggravation of the toxic 

effects of alcohol, increasing hepatic necrosis in male mice and lipid overload into 

female mice liver tissue. Chronic alcohol consumption induces the activation of phase 

II enzymes for xenobiotic detoxification in male mice. Cholesterol treatment increases 

protein levels of enzymes related to glutathione synthesis, suggesting that cholesterol 

increases levels of oxidants. On the other hand, the cotreatment of alcohol and 

cholesterol promotes the increase of enzymes related to glutathione synthesis and the 

detoxification of xenobiotics by phase II enzymes. Chronic alcohol treatment sensitizes 

the liver cells to apoptosis; however, this effect is inhibited by cholesterol treatment, 

which corroborates previous data from our group and others, showing that cholesterol 

promotes resistance to apoptosis. This phenomenon can promote increased liver 

engagement by preventing alcohol-damaged hepatocytes from dying in a controlled 

manner and as a result, preventing tissue damage. 
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1-Introducción 

El hígado es el órgano interno con mayor tamaño en el ser humano adulto y posee 

diferentes funciones en el metabolismo de biomoléculas y xenobióticos, así como 

de la síntesis de proteínas séricas (Muriel, 2017). Debido a su posición anatómica y 

a las múltiples tareas metabólicas que cumple, este órgano es susceptible al daño 

mediado por diversas agresiones como las infecciones virales, hábitos alimenticios, 

y la toxicidad mediada por el alcohol y su metabolismo (Rocco, 2014).  

La enfermedad hepática alcohólica (EHA) es el resultado del consumo excesivo de 

bebidas alcohólicas durante un largo período, con consecuencias culturales, 

económicas y para la salud en todo el mundo. Se estima que la EHA provoca 

alrededor del 5% de las muertes a nivel mundial (Avila et al., 2019; Brar, 2019). Al 

igual que la mayoría de las enfermedades hepáticas, la EHA se presenta 

frecuentemente en ausencia de signos clínicos, por lo tanto, se diagnostica en un 

estado avanzado, con un estrecho margen de tratamiento.  

El consumo de grandes cantidades de alcohol provoca un funcionamiento incorrecto 

del hígado, el cual puede ocasionar un amplio espectro de lesiones hepáticas que 

inician con la acumulación de lípidos en el parénquima hepático (esteatosis). Si el 

consumo de alcohol es crónico, la enfermedad hepática puede progresar a un 

proceso inflamatorio conocido como hepatitis, posteriormente la inflamación puede 

promover la activación de células estelares, provocando un mayor deposito de 

matriz extracelular, dejando un proceso conocido como fibrosis, cirrosis y 

eventualmente puede llegar al estado final de las enfermedades hepáticas, el 

carcinoma hepatocelular, el cual es un evento inflamatorio caracterizado por la 
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proliferación descontrolada (imagen 1) (Seitz et al., 2018; Szabo et al., 2019). 

Aproximadamente dos millones de personas mueren cada año por alguna 

enfermedad hepática crónica, particularmente en la fase cirrótica en donde más del 

50% de las muertes se deben a la ingesta crónica de alcohol (El-Din El-Sayed El-

Sisi et al., 2019).  

 

1.1 Epidemiología 

La EHA representa una de las principales patologías crónicas en todo el mundo y 

según diferentes informes, del 5 al 6% de las muertes mundiales son atribuibles al 

consumo de alcohol a nivel mundial (Szabo et al., 2019).  

El consumo per cápita de bebidas alcohólicas es diferente entre países y 

continentes, sin embargo, el consumo de alcohol en los países desarrollados es 

mayor, este fenómeno se correlaciona con la cirrosis hepática atribuible al consumo 

de bebidas alcohólicas. Debido a esto, el alcohol es considerado un factor de riesgo 

de muerte y pérdida de años de vida saludable, particularmente en la población 

económicamente activa. Es importante mencionar que el consumo de alcohol tiene 

efectos sistémicos, ya que se ha asociado con daño al miocardio, daño pancreático, 

renal, disfunción gástrica, trastornos cognitivos, entre otros (Mehta & Sheron, 2019). 

Sin embargo, existe evidencia de que el consumo moderado de alcohol tiene efectos 

protectores para la salud, aunque esta hipótesis sigue en discusión (Le Daré et al., 

2019; Hernández-Quiroz et al., 2020).  

Actualmente, el proceso patológico es estudiado desde una perspectiva 

multifactorial, donde el contexto genético, ambiental, y el género se consideran 
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factores de riesgo. En este contexto, el consumo de alcohol resulta en un hígado 

graso en el 90% de los consumidores crónicos, sin embargo, sólo el 35% de esta 

población desarrolla esteatohepatitis alcohólica y sólo el 20% desarrolla cirrosis 

alcohólica. Por esta razón, se ha propuesto que existen diferentes agentes que 

pueden influenciar la progresión de la enfermedad hepática alcohólica (Gao & 

Bataller, 2011; Seitz et al., 2018). Dentro de estos agentes modificadores, podemos 

mencionar las variantes genéticas que afectan la actividad de las enzimas que 

metabolizan al etanol, el género y la edad, y recientemente se ha considerado a la 

dieta como un agente de interés; principalmente, el consumo de dietas altas en 

grasa las cuales pueden acelerar los efectos tóxicos del etanol y su metabolito, el 

acetaldehído. (Meroni et al., 2018;  Li et al., 2019; Shimizu et al., 2012).  
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Table 2 Lipogenic Enzymes Regulated by SREBP-1c

Enzyme Abbreviation Function

Fatty Acid Synthase           FAS Synthesizes fatty acids from acetyl  

coenzyme A (CoA) and palmitate

Acyl CoA Carboxylase           ACC Synthesizes malonyl CoA from acetyl CoA

ATP Citrate Lyase           ACL Converts citrate and CoA to acetyl CoA

Stearoyl CoA Desaturase          SCD Synthesizes unsaturated fatty acids (oleate) 

from saturated fatty acids (stearate)

Malic Enzyme           ME Generates reducing equivalents (NADPH)  

for triglyceride synthesis
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Figure 2  Spectrum of alcoholic liver disease. Heavy ethanol consumption produces a wide 

spectrum of hepatic lesions. Fatty liver (i.e., steatosis) is the earliest, most common 

response that develops in more than 90 percent of problem drinkers who consume 

4 to 5 standard drinks per day. With continued drinking, alcoholic liver disease can 

proceed to liver inflammation (i.e., steatohepatitis), fibrosis, cirrhosis, and even liver 

cancer (i.e., hepatocellular carcinoma).
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Figura 1: Progresión de la enfermedad hepática. Tomada de Osna, 2017.  
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1.2 Metabolismo del etanol 

La biotransformación del etanol inicia, aunque en pequeñas cantidades, en la 

mucosa gástrica a través de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH); sin embargo, 

el etanol es oxidado preferentemente en el hígado por los hepatocitos, principales y 

más abundantes células del órgano (Teschke, 2018). Los hepatocitos poseen tres 

vías distintas para la oxidación del etanol, la vía principal es a través de la enzima 

ADH, la cual está localizada en el citoplasma celular y ocupa como coenzima al 

nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) para oxidar a la molécula de etanol. La 

segunda vía de biotransformación del etanol es a través del citocromo P450 2E1 

(CYP2E1), enzima localizada en el retículo endoplásmico liso. Finalmente, la tercera 

vía de biotransformación es mediante la catalasa residente de los peroxisomas, la 

cual ocupa una molécula de peróxido de hidrógeno para biotransformar al etanol. 

Cabe mencionar que las tres vías que metabolizan al etanol tienen como resultado 

la generación del mismo producto, el acetaldehído (imagen 2) (Cederbaum, 2012; 

Gao & Bataller, 2011).  

El acetaldehído es una molécula muy reactiva, la cual puede reaccionar con 

moléculas orgánicas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, ocasionando una 

pérdida de la función de éstas (Osna et al, 2017; Guo & Ren, 2010). Dado los efectos 

tóxicos del acetaldehído, se ha desarrollado de forma evolutiva, un sistema de 

eliminación eficaz de este metabolito (Gallina & Duxin, 2020). Una vez generado el 

acetaldehído, éste es biotransformado en la mitocondria por la enzima aldehído 

deshidrogenasa 2 (ALDH2), la cual es una enzima con una Km (afinidad de la 
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enzima por su sustrato) muy baja (en el orden micromolar), esto genera que la 

enzima sea un sistema muy eficiente para eliminar al acetaldehído. La ALDH2 

convierte al acetaldehído en un producto menos tóxico, el acetato, el cual puede ser 

eliminado a través de la circulación, también puede ser utilizado como bloque 

constructor para lípidos, o bien ser modificado para ser utilizarse durante las 

modificaciones postraduccionales (Chen et al., 2014; Wilson & Matschinsky, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Vías de oxidación de etanol en el hígado. La enzima alcohol deshidrogenasa 
(ADH) es una enzima citosólica, mientras que la enzima aldehído deshidrogenasa 
(ALDH2) se localiza en la mitocondria. Ambas enzimas catalizan oxidaciones 
secuenciales que convierten al etanol en acetato. La oxidación del etanol a 
acetaldehído puede también llevarse a cabo por un sistema inducible y una vía 
accesoria de biotransformación mediada por el CYP2E1 y por la catalasa residente 
en peroxisomas respectivamente. Tomado de Osna, 2017.    
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El primer efecto de la biotransformación del etanol y el acetaldehído es sobre el 

metabolismo de los lípidos, produciendo un aumento en la lipogénesis de novo y 

una disminución en la oxidación de ácidos grasos. Este efecto ocasiona la  

acumulación de triglicéridos, ácidos grasos libres y colesterol, lo que resulta en un 

hígado graso (Seitz et al., 2018). En un subconjunto de bebedores, el consumo 

crónico de alcohol, además de hígado graso, puede presentarse un proceso 

inflamatorio, lo que se refiere como esteatohepatitis alcohólica, que es caracterizada 

por la presencia de estrés de retículo endoplásmico y estrés oxidante, caracterizada 

histológicamente por acumulación de lípidos en el tejido, infiltrado de células 

inflamatorias, deformación de la morfología del hepatocito, presencia de cuerpos de 

Mallory-Denk, y activación o no de células estelares hepáticas (CEH) (Beier & 

Arteel, 2010; Hoyt et al., 2017; Seitz et al., 2018). 

La inflamación crónica, la muerte de los hepatocitos y las lesiones al tejido hepático 

conducen a un depósito de matriz extracelular exacerbado conocido como fibrosis 

hepática (Reyes-Gordillo et al., 2014; Muriel, 2019) . La fibrosis avanzada causa 

pérdida en la arquitectura del parénquima hepático y la inhibición de la regeneración 

hepática, esto hace que el componente fibroso reemplace a las células hepáticas 

causando insuficiencia hepática y un daño sistémico. Por último, la etapa final de la 

EHA, el carcinoma hepatocelular (HCC), se desarrolla cuando el acetaldehído y las 

especies reactivas de oxígeno (ERO) producidas por la biotransformación del 

etanol, conducen a mutaciones en el ADN y a la transformación neoplásica del 

hepatocito (Setshedi et al., 2010). Cabe mencionar que durante el curso de la EHA, 

puede ocurrir un evento agudo llamado hepatitis alcohólica (HA), que se caracteriza 

por inflamación, reacción ductular, sepsis y falla hepática fulminante (Aguilar‐Bravo 
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et al., 2019; Argemi et al., 2019). La HA es un evento asociado con un alto índice 

de mortalidad (Cooley & Groblewski, 2020).  

 

1.3 Acetaldehído  

El acetaldehído es el producto principal del metabolismo oxidante del etanol, es una 

molécula con alta reactividad con biomoléculas, particularmente proteínas y ácidos 

nucleicos, con las cuales puede formar aductos y provocar un mal funcionamiento 

de estas moléculas (Simoni-Nieves, 2017). La eliminación del acetaldehído se lleva 

a cabo por la enzima mitocondrial ALDH2, la cual genera NADH y convierte al 

acetaldehído en acetato. El acetato resultante reacciona con la coenzima A para 

formar acetil-CoA, la cual se utiliza principalmente en la síntesis de ácidos grasos y 

colesterol (Guo & Ren, 2010). Se ha reportado el efecto del acetaldehído en la 

modulación  del metabolismo de lípidos en el hígado a través de los factores de 

transcripción SREBP-1c y PPAR, factores clave en la lipogénesis de novo y la 

oxidación de ácidos grasos respectivamente (Galli et al., 2001; Lluis et al., 2003).  

Muchos de los efectos del etanol, a nivel celular y fisiológico, se han atribuido al 

acetaldehído, estos efectos se han evaluado en varios modelos experimentales. 

Nuestro grupo de investigación ha reportado que, en un cultivo primario de 

hepatocitos de rata y en la línea celular HepG2, el acetaldehído afecta la función 

mitocondrial y disminuye la actividad de la superóxido dismutasa 2 (SOD2), una 

enzima clave en la detoxificación del anión superóxido, también se encontró que el 

tratamiento con acetaldehído resulta en una disminución de los niveles del glutatión 

(GSH) el principal antioxidante endógeno, y este fenómeno puede ser responsable 
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de la oxidación de lípidos y proteínas (Clavijo-Cornejo et al., 2014; Farfán Labonne 

et al., 2009; Olivares et al., 1997). También reportamos que el tratamiento con 

acetaldehído en células estelares hepáticas da lugar a una mayor secreción de 

colágena y TNF-α en comparación con las células no tratadas, un efecto que no se 

observó con el tratamiento con etanol (Gutiérrez-Ruiz et al., 2001). En otro trabajo, 

se reportó que la incubación de células de la línea celular E47 (células HepG2 que 

contienen un vector de expresión para el CYP2E1) con etanol, generó estrés 

oxidante a través de la depleción del GSH y la activación de NF-kB y AP1, ambos 

factores de transcripción involucrados en la respuesta celular al estrés y la 

inflamación. El tratamiento con acetaldehído, también promovió la activación de 

ambos factores de transcripción, sin embargo, este efecto no fue dependiente del 

estrés oxidante, debido a que el acetaldehído no promovió la disminución de los 

niveles de GSH, lo que sugiere que el mecanismo por el cual el acetaldehído 

promueve la activación de NF-kB y AP1, es independiente del estrés oxidante 

(Román et al., 1999). Cabe señalar que, aunque el acetaldehído no disminuye los 

niveles de GSH en la célula, este metabolito impide el transporte de GSH a las 

mitocondrias, un efecto dependiente del aumento del colesterol en la membrana 

mitocondrial, producto del estrés del retículo endoplásmico (Lluis et al., 2003; Ribas 

et al., 2014; Marí et al., 2014).  Además, el acetaldehído es una molécula altamente 

reactiva, que puede interactuar directamente con el ADN, causando lesiones  que 

pueden conducir a la inestabilidad genómica (Ceccaldi et al., 2016; Hodskinson et 

al., 2020).  
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1.4 Hipercolesterolemia y acumulación de colesterol en hígado 

Como se mencionó previamente, la historia natural de la EHA  puede ser acelerada 

en presencia de agentes ambientales o factores genéticos (Seitz et al., 2018). En 

este sentido, se ha observado cómo las dietas altas en lípidos, junto con el consumo 

de alcohol, pueden promover mayor compromiso hepático, particularmente en 

modelos experimentales en donde ambos agentes etiológicos promueven mayor 

carga de lípidos en el hígado, así como mayor inflamación y fibrosis (Souza et al., 

2015; Wang et al., 2010; Chang et al., 2015). Diversos modelos experimentales han 

descrito cómo los efectos oxidantes del etanol y su metabolito son potenciados en 

presencia de lípidos en los hepatocitos (Hernández et al., 2015), en un modelo in 

vitro, sin embargo, también en un estudio hecho en cultivo primario de hepatocitos 

de ratón, se observó que los efectos del etanol y el acetaldehído se ven mayormente 

potenciados cuando el lípido evaluado es el colesterol (López-Islas et al., 2016).  

Nosotros y otros grupos de trabajo hemos demostrado el papel diferencial que tiene 

el tipo de lípido en el daño hepático. El colesterol, a diferencia de otro tipo de lípidos, 

ha sido observado como un agente tóxico per se. El papel del colesterol en la EHA 

ha captado, en los últimos años, mayor atención de los estudios celulares y 

moleculares de cómo este lípido acelera la progresión de la enfermedad. Existen 

algunos reportes en la literatura en donde se observa que, el colesterol claramente 

acelera la EHA en modelos in vivo, sin embargo, dichos trabajos muestran los 

efectos de la combinación de ambos agresores a tiempos mayores a cuatro meses, 

por tanto, el mecanismo por el cual el colesterol pudiera estar comprometiendo al 

hígado no es claro (Krishnasamy et al., 2016; Li et al., 2019).  
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2-Justificación 

El abuso en el consumo de alcohol representa un problema de salud a nivel mundial, 

una de cada 10 personas es afectada en los países de occidente (Thursz, et al, 

2019).  Las enfermedades hepáticas relacionadas al consumo de alcohol afectan a 

más de 10 millones de personas en Estados Unidos de Norteamérica, con un costo 

anual de aproximadamente 166 billones de dólares por gastos de hospitalización 

(Nelson, et al., 2002). Datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican 

que el número de muertes por año ocasionadas por el consumo de alcohol fue de 

aproximadamente 3.3 millones a nivel mundial (5.9 % de todas las muertes) y con 

una tasa de morbilidad del 5.1% (Osna, et al, 2017). De acuerdo con la Encuesta 

Nacional de la Salud en su edición del 2012 (Ecuador, 2014), las enfermedades 

hepáticas crónicas en México ocupan el cuarto lugar entre las principales causas de 

mortalidad en el país, con un porcentaje del 5.3% de muertes a nivel nacional, y de 

acuerdo con la misma encuesta en su versión del 2018, la ingesta de bebidas 

alcohólicas ha incrementado en población cada vez más joven, por lo que es clara 

la importancia de las enfermedades hepáticas como problema de salud a nivel 

nacional. En los últimos años, nuestro grupo de investigación ha reportado que los 

efectos del etanol y, particularmente del acetaldehído, se ven potenciados por la 

presencia de lípidos como el colesterol, el cual agrava la enfermedad hepática 

alcohólica, lo cual influye en el pronóstico de los pacientes (López-Islas, et al, 2016). 

Datos de la OMS indican que la prevalencia de pacientes con hipercolesterolemia 

fue de alrededor del 40% en la década pasada, sin embargo, se estima que dicha 

cifra ha sido rebasada en la década actual, cabe mencionar que, de acuerdo con 
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datos de la ENSANUT 2018, cerca del 25% de la población mexicana encuestada 

(20-79 años) mencionó haber recibido un diagnóstico de hipercolesterolemia 

(ENSANUT, 2018). Debido a esto, es importante conocer los mecanismos por los 

cuales el consumo crónico de alcohol promueve daño al hígado en presencia de un 

ambiente con sobrecarga de colesterol, el cual es también un problema de salud 

pública en nuestro país por la ingesta de alimentos con alto contenido de este lípido.  

 

3-Pregunta de investigación 

¿Cuál es el efecto de la sobrecarga de colesterol en el inicio del daño hepático 

inducido por una ingesta crónica de etanol? 

 

4-Hipótesis 

Dado que el consumo crónico de alcohol produce daño hepático, el colesterol 

promoverá mayor compromiso del órgano cuando estos dos agentes coexistan en 

un modelo preclínico.  

 

5-Objetivo general 

Determinar la contribución del colesterol durante el inicio del daño hepático inducido 

por una ingesta crónica de alcohol. 
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5.1-Objetivos particulares 

1- Caracterizar el daño hepático en un modelo preclínico de daño por alcohol, 

en presencia o ausencia de colesterol.  

2- Evaluar los mecanismos por los cuales el colesterol promueve mayor daño 

hepático durante el consumo de alcohol. 

 

 

6-Material y métodos 

El trabajo con animales se realizó en el bioterio del Instituto Nacional de Cardiología 

Ignacio Chávez, bajo las normas establecidas por el comité para el cuidado y uso 

de los animales de laboratorio (CICUAL) de la misma institución. El estudio cumplió 

con los requisitos establecidos en la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999) 

así como, la guía de uso y cuidado de animales de experimentación de los Institutos 

Nacionales de Salud de Estados Unidos de Norteamérica (NIH por sus siglas en 

inglés). Todos los estudios se realizaron en ratones macho y hembras de la cepa 

C57BL/6J de 8-12 semanas de edad, la cual ha sido reportada como la mejor cepa 

para tratamiento con alcohol ad libitum. Los ratones se mantuvieron bajo 

condiciones controladas, en un ambiente libre de patógenos, con temperatura 

controlada y ciclo de luz-oscuridad de 12 h. Previo a los tratamientos con dietas 

especiales, los ratones fueron alimentados con una dieta balanceada LABDIET 

RODENT 5001.  

Usamos el protocolo conocido como modelo NIAAA (Bertola et al., 2013), el cual 

consiste en el consumo de una dieta líquida (dieta Lieber-DeCarli), adicionada con 
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etanol (5% concentración final) durante 10 días (consumo crónico) seguida de un 

tratamiento agudo (5g/kg) de una solución de etanol al 31.5% por vía intragástrica 

(binge). El tratamiento agudo en el último día de tratamiento tiene como objetivo 

elevar los niveles de etanol en sangre, imitando un evento agudo sobre crónico 

observado frecuentemente en bebedores crónico. Cabe mencionar que la 

administración intragástrica de alcohol acelera la farmacocinética de esta sustancia. 

Adicionalmente, se estudió el mismo modelo, pero con animales sometidos a una 

dieta líquida a la cual se le adicionó colesterol (1.25 % p/v). Los grupos 

experimentales se muestran en la imagen 3. 
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Figura 3: Grupos experimentales en el modelo de daño hepático por alcohol más 
colesterol. El número de ratones macho utilizados en el estudio fue de 5 ratones, 
mientras que de hembras fue de 3.  
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Al finalizar los tratamientos, los animales fueron sacrificados bajo anestesia con 

avertina (0.4 mg/kg). La sangre se colectó de la vena cava superior con ayuda de 

puntas estériles y se colocó en viales de plástico sin heparina. La sangre se 

centrifugó durante 15 min a 2000 rpm a 4ºC. El suero fue obtenido cuidadosamente 

de la fase superior del vial. El hígado fue removido y colocado en buffer de fosfatos 

(PBS) frío. El órgano fue seccionado y depositado en viales de 1.5 mL para las 

determinaciones bioquímicas y moleculares (imagen 4). Cabe mencionar que los 

órganos como el páncreas, riñones y corazón fueron recuperados con la finalidad 

de reducir el número de animales en posteriores estudios.  
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Figura 4: Marcadores bioquímicos de daño hepático y otras técnicas empleadas en 
el estudio para la determinación de los efectos del alcohol y colesterol en hígado 
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Las dietas utilizadas en este modelo experimental son comerciales (Dyets, Inc). Las 

dietas han sido previamente reportadas y proporcionan un excelente modelo para 

la alimentación de alcohol ad libitum en roedores (Lieber & Decarli, 1989; Lieber & 

DeCarli, 1982). Las dietas se pueden encontrar con los siguientes números de 

catálogo: 

• Lieber-DeCarli Regular Control Rat Diet. No. Catálogo: 710027 

Esta dieta contiene 1 kcal/mL, de las cuales el 35% de las calorías son derivadas 

de lípidos, 47% de carbohidratos y el 18% de proteínas. 

• Lieber-DeCarli Ethanol Rat Diet. No. Catálogo: 710260 

• Esta dieta contiene 1 kcal/mL, de las cuales el 35% de las calorías son 

derivadas de lípidos, 11% de carbohidratos,18% de proteínas y 36% del 

etanol. 

La composición y valores calóricos de cada dieta, de acuerdo con la hoja técnica, 

son mostrados en la imagen 4 y en la tabla 1 y 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35%

47%

18%

LIEBER-DECARLI REGULAR 
CONTROL DIET

Fat Carbohydrate Protein

35%

11%

18%

36%

LIEBER-DECARLI ETHANOL
DIET

Fat Carbohydrate Protein Ethanol

Figura 5: Composición en porcentaje de las dietas Lieber-DeCarli utilizadas en el estudio. 
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Tabla 1: Componentes de la dieta control Lieber-DeCarli. 

• Lieber-DeCarli Regular Control Rat Diet. # Cat: 710027  

Ingredient Grams/L Kcal/L  

Casein 41.4 176.778 

L-cystine 0.5 2 

DL-methionine 0.3 1.2 

Corn oil 8.5 75.1 

Olive oil 28.4 251.056 

Safflower oil 2.7 23.86 

Maltose dextrin 115.2 456.192 

Cellulose 10 0 

Mineral mix  8.75 4.1125 

Vitamine mix 2.5 9.5 

Choline bitartrate  0.53 0 

Xanthan Gum 3 0 

 
 
Tabla 2: Componentes de la dieta alcoholica  Lieber-DeCarli. 

• Lieber-DeCarli Regular Control Rat Diet. # Cat: 710027  

Ingredient Grams/L Kcal/L  

Casein 41.4 176.778 

L-cystine 0.5 0 

DL-methionine 0.3 0 

Corn oil 8.5 75.1 

Olive oil 28.4 251.056 

Safflower oil 2.7 23.86 

Maltose dextrin 25.6 101.376 

Cellulose 10 0 

Mineral mix  8.75 4.1125 

Vitamine mix 2.5 9.5 

Choline bitartrate  0.53 0 

Xanthan Gum 3 0 

 

 

 

6.1 Pruebas de función hepática 

Se utilizaron tiras reactivas comerciales (Spotchem II, Kenshin-2) para la 

determinación cuantitativa en suero de marcadores de función hepática como la 

aspartato aminotransferasa (AST), la alanina aminotransferasa (ALT), así como 
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para la concentración de triglicéridos, HDL-c y colesterol total. La medición de estos 

parámetros se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (Rosales-Cruz et 

al., 2018).  

 

6.2 Histología 

La tinción de hematoxilina y eosina (HE) nos permite observar la arquitectura de un 

tejido. A través de esta tinción, podemos observar componentes celulares, así como 

también, cambios que pueden referirse a una patología o daño tisular. La 

hematoxilina tiene un pH básico, que se une fácilmente con componentes ácidos, 

como núcleos celulares, lo que resulta en un color violeta, mientras que la eosina 

se une a los componentes básicos, mostrando el citoplasma de color rosa. El 

protocolo para esta técnica fue el siguiente: 

Después de que los animales fueron sacrificados, una pequeña porción del lóbulo 

derecho se fijó en paraformaldehído al 4% durante al menos 24 h. Las porciones 

hepáticas se lavaron con agua y se deshidrataron en alcohol a diferentes 

concentraciones. Las pequeñas porciones de hígado se incluyeron en la parafina 

para cortes en microtomo. Se hicieron cortes de 6 micras de espesor y se colocaron 

en portaobjetos silanizados. Después, las muestras se desparafinaron en calor y se 

hidrataron en xileno, alcohol absoluto y alcohol al 95%. Posteriormente se agregó 

hematoxilina de Harris durante 15 min y luego se lavó con agua. Posteriormente, se 

eliminó el exceso de hematoxilina, y el contraste se mejoró mediante la adición de 

alcohol ácido. Los portaobjetos fueron lavados con agua y se colocaron en agua 

amoniacal. Posteriormente, los cortes se tiñeron con eosina durante 15 min. Los 
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portaobjetos fueron lavados con etanol al 95%, etanol absoluto y xileno. Finalmente, 

los portaobjetos fueron montados en bálsamo. Los cortes teñidos se visualizaron en 

un microscopio invertido AX10 (Axio Observer Z1 Zeiss).  

 

6.3 Determinación de colesterol total en tejido hepático 

La determinación de colesterol total en muestras de hígado de los diferentes grupos 

experimentales se realizó por métodos previamente reportados por nuestro grupo 

de investigación (Nuño-Lámbarri et al., 2016). Brevemente, se tomaron 0.03 g de 

hígado de cada ratón, el cual se homogenizó en 1mL de PBS con ayuda de un 

homogenizador de tejido tipo Potter-Elvehjem en viales de 1.5 mL, posteriormente 

se agregó al vial 20 L de KOH al 33% y 200 L etanol al 95%, enseguida se 

calentaron las muestras en agua a 60ºC durante 15 min en una parrilla eléctrica. 

Después, se agregaron 666 L de hexano y 200 L de agua al vial. Se colectó la 

capa superior que contiene al hexano y se secó con ayuda de un Speed-Vac durante 

60 min. Se añadieron 240 L de una solución de O-ftalaldehído disuelto en ácido 

acético (0.5 mg/mL) y 300 L de ácido sulfúrico concentrado, se agitaron los viales 

y se colocó el producto de la reacción en una placa de 96 pozos. Después, la 

muestra fue leída a una absorbancia de 550 nm por triplicado. La cantidad de 

colesterol fue determinada con ayuda de una curva estándar de colesterol. 

Finalmente, los datos fueron normalizados por cantidad de proteína, la cual fue 

cuantificada colorimétricamente utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA) 

(PierceTM, Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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6.4 Determinación de triglicéridos en tejido hepático 

Para este ensayo, utilizamos el estuche de cuantificación de triglicéridos (Sigma-

Aldrich, MAK266). En este ensayo, los triglicéridos se convierten en ácidos grasos 

libres y glicerol, que luego se oxida para generar un producto colorimétrico que 

puede ser cuantificado a 570 nm. El protocolo fue el siguiente: 

En primer lugar, se preparó una solución estándar de 0.2 mM de triglicéridos 

diluyendo 40 L del estándar de triglicéridos con 160 L de búfer de ensayo de 

triglicéridos. Se realizó una curva estándar de concentraciones conocidas de 

triglicéridos. Después, se realizó un homogenado de tejido hepático (0.03 g) y luego 

las muestras se calentaron a 80-100º C en un baño María de agua durante 5 min. 

Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente. Después, se centrifugaron con 

ayuda de una microcentrífuga para eliminar cualquier material insoluble. Se hizo 

una dilución 1:10 con agua destilada y se añadieron 50 L al pozo. A continuación, 

se añadieron 2  L de lipasa al pozo y la mezcla se incubó durante 20 minutos en 

un agitador horizontal. Se agregaron 50 L del reactivo “master reaction mix” a cada 

muestra y a la curva estándar, se incubó durante 60 minutos a temperatura 

ambiente en un shaker horizontal. La placa fue protegida de la luz con papel 

aluminio. Finalmente, la placa fue leída a 570 nm en un lector de placa multimodal 

Cytation TM (BioTek). 

La concentración final de triglicéridos se calculó con la ayuda de la solución estándar 

de triglicéridos. Finalmente, los datos fueron normalizados por cantidad de proteína, 

la cual fue cuantificada colorimétricamente utilizando el método del ácido 
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bicinconínico (BCA) (PierceTM, Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

 

6.5 Western blot 

Se preparó un homogenado de hígado (0.03 g) en 300 L de buffer de lisis (T-PER; 

Thermo Scientific, 78510) con inhibidores de proteasas y fosfatasas COMPLETE y 

phosSTOP respectivamente, utilizando un homogeneizador de dounce de plástico. 

La lisis se realizó en frio. Los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 

14,000 rpm a 4ºC durante 15 min. El sobrenadante se recuperó y se colocó en viales 

nuevos de 1.5 ml y se almacenó a -70º C. La concentración total de proteínas se 

determinó utilizando un kit de ácido bicinconínico (BCA) (PierceTM, Thermo 

Scientific) y con la ayuda de una curva estándar de albúmina, bajo instrucciones del 

fabricante.Los volúmenes equivalentes a 30-50 g de proteína se cargaron en geles 

de acrilamida de 8-12%. Las proteínas se separaron por electroforesis a 120 V 

durante 1.5 h.  Las proteínas se transfirieron a membranas PVDF de 0.2 m (GE 

Healthcare Life Science) durante 1,5 h a 120 V. Las membranas se bloquearon con 

leche al 5% libre de grasas durante 1 h a temperatura ambiente, y se realizaron tres 

lavados con TBS-T durante 7 minutos cada uno. Las membranas fueron incubadas 

con anticuerpos primarios dirigidos a las proteínas de nuestro interés (tabla 3) y  -

actina (1:10,000 dilución). A continuación, las membranas se lavaron con TBS-T. 

Después de eso, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario 

acoplado a peroxidasa de rábano durante 1.5 h a temperatura ambiente.  
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Las membranas fueron reveladas con 4 mL de sustrato luminiscente (luminol) y 40 

L de peróxido de hidrógeno. Finalmente, las bandas fueron escaneadas y 

visualizadas en sistema de imagen Chemidoc (Bio-Rad). Las intensidades de las 

bandas fueron cuantificadas por el software Fiji:ImageJ.  

 

Tabla 3: Anticuerpos empleados en los ensayos de Western blot. 

Proteína Anticuerpo Compañía Dilución 

GST FL-218 

Sc-292368 

Santa Cruz 1:1000 

GPx 1/2 D(12) 

Sc-133160 

Santa Cruz 1:1000 

SOD2 (A-2) 

Sc-133134 

Santa Cruz 1:1000 

GCS (H-338) 

Sc-22755 

Santa Cruz 1:1000 

GPx 4 (E-12) 

Sc- 166570 

Santa Cruz 1:1000 

Bax D-21 

Sc-6236 

Santa Cruz 1:1000 

Bcl-2 (C-2) 

Sc-7382 

Santa Cruz 1:500 

Bcl-xL (H-5) 

Sc-8392 

Santa Cruz 1:500 

Actin A2066 Sigma-Aldrich 1:10000 
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6.6 Actividad de caspasa 3 

Para determinar la actividad de la caspasa 3, se utilizó el ensayo comercial Ac-

DEVD-AMC Caspase-3 fluorogenic substrate BD de Pharmagen bajo instrucciones 

del fabricante y como se reportó previamente en nuestro grupo (Domínguez-Pérez 

et al., 2019). El ensayo contiene un tetrapéptido flurogénico sintético (Ac-DEVD-

AMC) que se utiliza para cuantificar la actividad de la caspasa 3 en lisados de 

células apoptóticas. La caspasa 3 corta el tetrapéptido entre D y AMC, liberando el 

tripéptido fluorescente AMC que es cuantificado por espectrofluorometría a una 

longitud de onda de excitación de 380 nm y una longitud de emisión de 420-460 nm. 

Para este ensayo, se homogenizó una pequeña fracción de hígado (0.03 g) en buffer 

de lisis y la muestra se incubó en hielo durante 30 min. Se utilizó una placa de 96 

pozos en donde se colocaron 20 L del lisado, posteriormente se agregaron 5 L 

del tetrapéptido fluorogénico a cada pozo que contenga el homogenado y se incubó 

durante 1 h a 37ºC. La placa fue leída en un lector de placa multimodal Cytation TM 

(BioTek). 

 

6.7 Oxidación de lípidos  

Se homogenizó una fracción de hígado (0.05g) y se homogenizó en 1 mL de agua 

destilada con un homogenizador tipo potter. Se tomaron 300 L del homogenizado 

de hígado y se agregaron 700 L de Tris-HCl 150 mM pH 7.4 para completar 1 mL. 

Se agregaron 200 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15%. Se colocaron las 

muestras en baño María durante 45 min. Posteriormente las muestras fueron 
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centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min y se leyó el sobrenadante a 532 nm en un 

lector de placa multimodal Cytation TM (BioTek). 

 

6.8 Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como el promedio ± SEM (error estándar de la media) 

de al menos tres experimentos independientes. En todos los ensayos se llevó a 

cabo un análisis de varianza (ANOVA), seguida por la prueba post hoc de Tukey 

para la comparación de grupos, utilizando el software Graph Pad Prism versión 8. 

Las diferencias entre los diferentes grupos fueron consideradas estadísticamente 

significativas cuando el valor de p fue <0.05. Para el análisis de agrupación 

jerárquica, y la generación del heat map con los datos de las pruebas de función 

hepática y determinaciones bioquímicas, se utilizó el software Rstudio, previa 

normalización de los datos mediante el Z-score de cada parámetro.  

 

7-Resultados 

Dado que el alcohol es una substancia con valor calórico, en el presente estudio se 

ocuparon dietas isocalóricas con el objetivo de evaluar los efectos tóxicos del 

alcohol y sus metabolitos y no de las calorías que esta sustancia proporciona. La 

adición de colesterol a la dieta control y a la dieta alcohólica, no afectó el contenido 

calórico de las dietas, esto debido a que el colesterol, a diferencia de otro tipo de 

lípidos, es una molécula con aporte calórico de cero. La medición del consumo de 

la dieta líquida se realizó de forma diaria previo a la colocación de un nuevo 

bebedero con dieta durante los catorce días de tratamiento. 
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Al someter a los ratones al modelo NIAAA, observamos que tanto el etanol, como 

el colesterol, no tuvieron efecto sobre el consumo de la dieta líquida tanto en 

machos como hembras, como se puede observar en la figura 1A y figura 1B 

respectivamente. Sin embargo, encontramos una disminución, en ratones macho, 

en el consumo de la dieta alcohólica al agregarle colesterol durante los primeros 

tres días del cotratamiento, figura 6A, aunque posteriormente el consumo fue 

comparable con los demás grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para determinar si la dieta alcohólica provoca una ganancia en el peso corporal, 

diariamente se registró la media del peso corporal de los ratones en los diferentes 

grupos experimentales. En la figura 2A y 2B se observa que el peso corporal se 

mantuvo durante los 14 días de tratamiento con las dietas isocalóricas en machos 

Figura 6: Consumo de las diferentes dietas líquidas durante el transcurso del 

modelo NIAAA. A) Variación en el consumo de dieta en ratones C57BL/6J machos. 

B) Variación en el consumo de dieta en ratones C57BL/6J hembras HC: dieta alta 

en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol.  
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y hembras respectivamente. Las figuras 7C y 7D muestran la comparación entre el 

promedio del peso inicial y final de los diferentes grupos experimentales en machos 

y hembras respectivamente, en las cuales se observa claramente que las dietas no 

alteran el peso corporal de los ratones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es bien sabido que los modelos experimentales de daño por alcohol tienen 

diferentes grados de mortalidad. Diferentes reportes en la literatura indican que, la 

Figura 7: La dieta alcohólica no altera el peso corporal. Los diferentes grupos 

experimentales fueron tratados con una dieta líquida control durante tres días, 

posteriormente se le adhirió una dieta alcohólica suplementada o no con colesterol, 

lo cual no provocó pérdida del peso corporal durante el tratamiento con  alcohol en 

ratones macho(A) y hembras (B), ni al final del tratamiento en machos (C) y 

hembras (D). HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta 

alcohólica más colesterol. 
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mortalidad del modelo NIAAA es menor respecto a otros modelos de daño hepático 

por alcohol. Nosotros observamos, que la dieta alta en colesterol no ocasionó 

muerte prematura en ratones macho; sin embargo, la dieta alcohólica promovió la 

muerte prematura de un ratón a los seis días de tratamiento con alcohol, efecto que 

fue aumentado por la adición de colesterol a la dieta alcohólica (figura 8A). Por otro 

lado, en hembras no observamos menor sobrevida al tratamiento con la dieta 

alcohólica, aunque si observamos muerte prematura durante el cotratamiento 

(figura 8B). Esto puede deberse al número de individuos utilizados en machos y 

hembras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Previamente, nuestro grupo de investigación reportó que una dieta 

hipercolesterolémica (2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio) promueve la 

sobrecarga de colesterol en el hígado, sensibilizando al órgano a un segundo insulto 

(Nuño-Lámbarri et al., 2016; Rosales-Cruz et al., 2018). En el presente trabajo, los 

Figura 8: La dieta alcohólica más colesterol provoca la muerte prematura en ratones 

macho (A) y hembras (B) sometidos al modelo NIAAA. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: 

dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol.    
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ratones fueron sometidos a una cantidad menor de colesterol (1.25% p/v) con las 

dietas líquidas, ya que las dietas con 2% de colesterol han sido consideradas por 

diversos grupos de investigación como una cantidad excesiva.  

Con el objetivo de conocer si una ingesta menor de colesterol provoca compromiso 

hepático a un segundo agresor, como el consumo de alcohol.  

Después de 10 días de tratamiento con las diferentes dietas, y posterior al sacrificio 

de los animales, se realizó un registro fotográfico del hígado de los diferentes grupos 

experimentales. La figura 9A muestra los hígados de los diferentes grupos 

experimentales. Encontramos que en los hígados de los ratones tratados con la 

dieta alcohólica más colesterol, el color del órgano fue pálido (una característica del 

hígado graso) en comparación con hígados de ratones sometidos a la dieta control. 

Los ratones tratados solo con la dieta alcohólica también mostraron un cambio en 

la coloración, ligeramente más pálidos.  

Previamente, reportamos que el consumo de una dieta alta en colesterol promueve 

hepatomegalia (Rosales-Cruz et al., 2018) Posterior al sacrificio de los animales, 

registramos el peso del hígado. Al graficar el cociente peso del hígado/peso ratón 

no se observó cambio en los ratones macho con ninguna de las dietas utilizadas 

(figura 9B).   
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Después de los tratamientos, los ratones hembra fueron sacrificadas y se evaluó la 

morfología del hígado. En la figura 10A se muestra una imagen representativa de 

los hígados de los diferentes grupos experimentales. Las hembras tratadas con la 

dieta control más colesterol presentaron una coloración pálida más notoria del 

hígado que los machos. Este fenómeno también fue observado en los ratones 

tratados con la dieta alcohólica más colesterol. Cabe mencionar que en el grupo 

tratado solo con la dieta alcohólica se observó una morfología similar a la del grupo 

control. Registramos el peso del hígado al finalizar los tratamientos. Observamos 

Figura 9: La dieta alcohólica suplementada con colesterol provoca esteatosis 

hepática en machos. A) Se observó que la dieta alcohólica provoca una coloración 

pálida del hígado, sin embargo, este fenómeno se observó con mayor claridad 

cuando se adicionó colesterol a la dieta alcohólica. B) Cociente peso del hígado entre 

peso corporal de cada ratón. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, 

EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol.  
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que, al igual que en machos, ninguno de nuestros tratamientos promovió 

hepatomegalia (figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La histología hepática (figura 11A) por tinción con hematoxilina y eosina, muestra 

una ligera esteatosis microvesicular, dilatación del sinusoide hepático y desorden 

del parénquima en los ratones machos tratados con la dieta alcohólica. La histología 

en ratones hembra tratadas con colesterol muestra una esteatosis microvesicular y 

un marcado infiltrado inflamatorio. Por otro lado, el cotratamiento indujo una 

esteatosis microvesicular, mayor desorden del parénquima hepático respecto a los 

Figura 10: La dieta alcohólica suplementada con colesterol provoca esteatosis 

hepática en hembras. A) Los hígados de los ratones hembra tratadas con colesterol 

y en combinación de alcohol mas colesterol muestran un hígado con esteatosis. B) 

Cociente peso del hígado entre peso corporal de cada ratón HC: dieta alta en 

colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol.  
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demás grupos en ratones hembra. Con la finalidad de corroborar la presencia de 

esteatosis se determinó la concentración de lípidos en tejido hepático de los ratones 

macho. Se observó que la adición de colesterol durante 10 días incrementa los 

niveles de este lípido hasta 4 veces la concentración que en el grupo control. En el 

grupo tratado sólo con la dieta alcohólica se observó una tendencia al alza en la 

concentración de colesterol en tejido (figura 11B). Por otro lado, al medir la 

concentración de triglicéridos en tejido hepático encontramos que, en el grupo 

tratado solo con colesterol los niveles de triglicéridos incrementaron de forma 

significativa, sin embargo, este efecto no se observó en el cotratamiento. Al igual 

que en la concentración de colesterol en tejido, se observó que el etanol no 

incrementa los triglicéridos hepáticos (figura 11C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PV: Portal vein, BD: Bile duct, CV: Central vein 
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Dado que la acumulación de lípidos en el hígado es el primer signo de enfermedad 

hepática, decidimos evaluar si el colesterol y el alcohol promueven una perdida en 

la función del órgano. El daño hepático promovido por el etanol y el colesterol fue 

confirmado, en ratones macho, mediante la cuantificación en suero de la actividad 

enzimática de marcadores de función hepática como son las transaminasas. En la 

figura 12A se muestra que la actividad de la AST fue incrementada de forma 

estadísticamente significativa por el tratamiento con colesterol y por la adición de 

colesterol a la dieta alcohólica, sin embargo, la dieta alcohólica per se, no 

incrementó la actividad enzimática en suero de la AST. La figura 12B muestra la 

actividad enzimática de la ALT en suero de ratones macho al finalizar los 

tratamientos. A diferencia de la AST, la dieta alta en colesterol no incrementó los 

niveles de la ALT en suero, sin embargo, la dieta alcohólica promovió un aumento 

significativo de esta enzima en suero, efecto que fue similar en el grupo tratado con 

ambos agentes tóxicos. Los resultados anteriores indican de forma muy clara que, 

la combinación de la ingesta crónica de alcohol y colesterol, promueven daño 

hepático de tipo necrótico. Dado que, la dieta alta en colesterol puede promover la 

acumulación de colesterol en el sistema circulatorio, así como en tejidos 

Figura 11: La dieta alcohólica suplementada con colesterol provoca esteatosis 

hepática en ratones macho. A) Se observó que la adición de colesterol provoca 

acumulación de lípidos en hígado, sin embargo, este fenómeno se observó con 

mayor claridad cuando se adicionó colesterol a la dieta alcohólica. B) Contenido de 

colesterol total en tejido hepático de los diferentes grupos experimentales. C) 

Cuantificación de triglicéridos en tejido hepático. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: 

dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol, PC: control positivo 

(dieta Western). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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extrahepáticos, nosotros medimos la concentración de lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) en suero de ratones macho tratados con las diferentes dietas. 

Encontramos que, al finalizar los tratamientos, los niveles de HDL fueron similares 

entre los diversos grupos experimentales (figura 12C). Finalmente, evaluamos la 

concentración de triglicéridos en suero, en donde encontramos que solo el 

cotratamiento incrementa los niveles de este lípido en suero respecto al grupo 

control.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: El cotratamiento de alcohol más colesterol altera la funcionalidad hepática 

en ratones macho. El cotratamiento de la dieta alcohólica provocó un aumento en la 

actividad de AST y ALT, ambos marcadores de daño y funcionalidad hepática. HC: 

dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más 

colesterol. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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A diferencia de los machos, las hembras tratadas con las diferentes dietas no 

mostraron cambio en la actividad en suero de enzimas marcadoras de daño 

hepático como las transaminasas (figura 13A y 13B), sin embargo, la dieta 

alcohólica fue el único tratamiento que provocó un aumento en la concentración de 

triglicéridos en suero comparado con el control (figura 13D), efecto que no fue 

observado en machos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: El cotratamiento de alcohol más colesterol no altera la funcionalidad 

hepática en ratones hembra. El cotratamiento de la dieta alcohólica provocó un 

aumento, que no fue estadísticamente significativo, en la actividad de AST y ALT, 

ambos marcadores de daño y funcionalidad hepática. HC: dieta alta en colesterol, 

EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol. *P<0.05. 
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La histología hepática de los ratones hembra (figura 14A) muestra una mayor carga 

de lípidos en el parénquima hepático de los ratones tratados con la dieta control 

más colesterol, sin embargo, en las hembras tratadas con la dieta alcohólica más 

colesterol se observó una esteatosis mixta, en la cual se observa mayor desorden 

del parénquima hepático en comparación con los ratones tratados con la dieta 

control. Cabe mencionar que en este grupo se encontró mayor infiltrado inflamatorio 

en las áreas correspondientes al sinusoide. Por otro lado, la dieta alcohólica per se 

promueve el desarrollo de una esteatosis microvesicular en hembras, mismo efecto 

que fue observado en machos. Para corroborar la sobrecarga de lípidos en el tejido 

hepático, se determinó la concentración de colesterol y triglicéridos en tejido. En la 

figura 14B se observa que la adición de colesterol a las dietas liquidas, aumenta 

hasta siete veces la concentración de este lípido respecto al grupo control. La dieta 

alcohólica, al igual que en machos, incrementó los niveles de colesterol, aunque de 

acuerdo con el análisis estadístico realizado, dicho incremento no fue 

estadísticamente significativo. En el grupo tratado con alcohol más colesterol se 

observó un incremento significativo en la concentración de triglicéridos (figura 14C), 

fenómeno que no fue observado en machos. De esta forma, el incremento en la 

concentración de colesterol y triglicéridos encontrada en ratones hembra tratadas 

con alcohol más colesterol, corrobora lo observado en la histología hepática del 

mismo grupo. 
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Dado que el consumo de dietas altas en colesterol está asociado con 

hipercolesterolemia (aumento de colesterol en sangre), lo cual puede predisponer 

al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y promover un daño sistémico, 

decidimos evaluar los niveles de colesterol en suero de los diferentes grupos 

Figura 14: La dieta alcohólica suplementada con colesterol provoca esteatosis hepática 

en hembras. Se observó que, a diferencia de los machos, la adición de colesterol provoca 

acumulación de lípidos en hígado, sin embargo, este fenómeno fue también observado 

en el cotratamiento de alcohol más colesterol. B) Cuantificación de colesterol total en 

hígado de ratones hembra. C) Cuantificación de triglicéridos en tejido hepático de 

hembras. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta 

alcohólica más colesterol, PC: Dieta Western. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 

****P<0.0001. 

PV: Portal vein, BD: Bile duct, CV: Central vein 
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experimentales. Sorprendentemente, la dieta alta en colesterol no promovió el 

incremento de este lípido en suero de ratones macho, sin embargo, el co-

tratamiento sí provoca un incremento en la concentración sérica de colesterol, lo 

cual pudiera sugerir la incapacidad del hígado para el manejo de lípidos debido al 

daño hepático inducido por el cotratamiento (figura 15A). Por otro lado, a diferencia 

de los machos, la dieta alta en colesterol dejó un incremento significativo en la 

concentración de este lípido en suero. Opuesto a lo observado en machos, el 

cotratamiento no incrementó los niveles de colesterol sérico en ratones hembra 

(figura 15B). Cabe mencionar que la dieta alta alcohólica no tuvo efectos sobre la 

concetración sérido de colesterol tanto en machos como hembras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: La dieta alta en colesterol provoca una hipercolesterolemia de manera 

diferencial entre machos y hembras. A) Concentración sérica de colesterol en 

machos. B) Concentración sérica de colesterol en hembras. HC: dieta alta en 

colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol. 

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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Con la finalidad de comparar los datos obtenidos de pruebas de función hepática y 

otros valores bioquímicos entre machos y hembras, se realizó un análisis de 

agrupamiento. Los datos obtenidos en las pruebas ya mencionadas fueron 

normalizados mediante el Z-score para obtener una unidad tipificada, con el objetivo 

de comparar datos entre los diferentes géneros, machos y hembras. Con los datos 

obtenidos en la normalización, se realizó un mapa de calor (heat map) con 

dendograma, con la finalidad de observar que género presentó mayor compromiso 

hepático durante los diferentes tratamientos. Después de la normalización, los 

valores del Z-score por debajo de la medía fueron representados con color verde, 

por otro lado, los valores por arriba de la media fueron representados con color rojo, 

a mayor distancia de la media de un parametro, el color se intensificó hacia el verde 

o rojo, de acuerdo con el valor bioquímico. Finalmente, los valores cercanos a la 

media de cada parámetro, fueron representados con color negro. 

En la figura 16 se observa de forma clara que, las hembras presentaron mayor 

sobrecarga de lípidos en tejido hepático, datos que coinciden con el análisis 

histológico, particularmente cuando son tratadas con alcohol más colesterol, Es de 

notarse que los niveles de AST fueron más elevados en hembras respecto a los 

machos. Por otro lado, se observó que la dieta alcohólica y el cotratamiento 

incrementaron los niveles séricos de colesterol, triglicéridos y ALT, comparado con 

hembras ante los mismos tratamientos.  

De esta forma, observamos claramente que, las hembras presentan una mayor 

susceptibilidad a desarrollar esteatosis hepática debida al cotratamiento, de igual 
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manera, los machos desarrollan un mayor daño necrótico, a juzgar por el valor de 

ALT encontrado cuando fueron tratados con la dieta alcohólica más colesterol.  
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Figura 16: Heatmap de datos bioquímicos y de pruebas de función hepática. La escala 
de color indica el rango de cada dato de las determinaciones bioquímicas. 
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Una de las principales consecuencias de la sobrecarga de colesterol a nivel hepático 

es la generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Mari, 2006), efecto que 

también es provocado por el etanol y su metabolismo. Debido a esto, se evaluó la 

oxidación de lípidos, como un efecto provocado por el incremento de las ERO en  

machos. La oxidación de lípidos fue evaluada por la reacción de especies reactivas 

al ácido tiobarbitúrico (TBARS). Sorprendentemente, la sobrecarga de colesterol 

hepático inducido por la dieta alta en colesterol, y la dieta alcohólica, no generaron 

un incremento en la oxidación de lípidos (figura 17A). Debido a este resultado, 

decidimos evaluar algunas proteínas encargadas de la destoxificación de las ERO. 

Se determinó el contenido de proteínas antioxidantes mediante Western blot.  La 

figura 17B muestra que la dieta alta en colesterol y el cotratamiento, incrementan el 

contenido proteico de la cisteína-glutamato ligasa (GCS), primer enzima involucrada 

en la síntesis de GSH, lo cual sugiere que dichos tratamientos demandan la síntesis 

de este antioxidante endógeno. Por otro lado, la GSH-S transferasa (GST), enzima 

encargada en reacciones de conjugación en reacciones de fase II para la 

eliminación de xenobióticos, se incrementó de forma significativa por el tratamiento 

de alcohol y la adición de colesterol a éste. Finalmente, los diferentes tratamientos, 

no afectaron el contenido proteico de la superóxido dismutasa 2 y la glutatión 

peroxidasa 1 y 2 respecto al control. De esta forma, se observa claramente que los 

tratamientos experimentales promueven el incremento y uso del GSH como 

mecanismo de protección y detoxificación, lo cual puede responder el por qué no 

encontramos diferencia en el ensayo de oxidación de lípidos por TBARS (figura 

17A).  
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Bajo condiciones de estrés, una célula puede activar mecanismos de protección 

celular con el objetivo de disminuir el daño, sin embargo, cuando estos mecanismos 

de protección son superados, la célula activará mecanismos de muerte celular 

controlada, como la apoptosis, la cual minimiza el daño tisular, a diferencia de otro 

tipo de muerte, como la necrosis. Por otro lado, nuestro grupo de trabajo y otros, 

hemos reportado recientemente, que el colesterol puede promover resistencia a la 

apoptosis por mecanismos que implican cambios en la dinámica mitocondrial 

(Domínguez-Pérez, et al, 2019). Debido a esto se evaluó si los tratamientos con 

Figura 17: El tratamiento de alcohol más colesterol promueve la síntesis y uso del 

GSH. A) Ensayo de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), muestra 

ninguno de los tratamientos promueve un incremento en la oxidación de lípidos. B) 

Contenido proteico de enzimas antioxidantes. La actina fue usada como control de 

carga. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohólica, EtOH + HC: dieta 

alcohólica más colesterol. 



53 

 

alcohol, colesterol y/ó la combinación de ambos promovían la apoptosis celular en 

las muestras de tejido hepático de ratones macho. En la figura 18A, se muestra la 

actividad de la caspasa 3, una enzima considerada como ejecutora de la apoptosis, 

sin embargo, observamos que los tratamientos no modificaron la actividad de esta 

enzima, lo cual sugiere que la apoptosis no es activada por ninguno de los 

tratamientos. Con el objetivo de conocer de una forma más detallada si los 

diferentes tratamientos pudieran estar impidiendo la apoptosis, se evaluó el 

contenido proteico de diversos factores involucrados en la apoptosis celular. En la 

figura 18B, se muestra el contenido de proteínas antiapoptóticas y proapoptóticas 

evaluadas por Western blot. Observamos que la dieta alcohólica, al margen del 

modelo NIAAA, provoca una disminución en el contenido de proteínas 

antiapoptóticas como Bcl-2 y Bcl-xL, además del incremento de la proteína Bax, la 

cual tiene una función proapoptótica. Estos resultados, en conjunto con la actividad 

de la caspasa 3, sugieren que aunque la dieta alcohólica no provoca muerte celular 

por apoptosis, puede sensibilizar al hígado para que ésta se lleve a cabo, muy 

probablemente, posterior a los tiempos evaluados. Por otro lado, encontramos que 

la adición de colesterol a las dietas líquidas no afecta la presencia de factores 

antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-xL, lo cual sugiere que, en nuestro modelo, el 

colesterol está ejerciendo un efecto de protección a la muerte por apoptosis. 

Finalmente, la figura 18C muestra el cociente entre el contenido proteico de Bax y 

Bcl-2, en donde se aprecia claramente que la dieta alcohólica sensibiliza a la muerte 

por apoptosis, efecto que es prevenido por la adición de colesterol. Cabe mencionar 

que el cociente se realiza entre Bax y Bcl-2 por la interacción física que tienen 

ambas proteínas, además del papel antagónico de Bcl-2 sobre la actividad de Bax. 
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Figura 18: La sobrecarga de colesterol en tejido hepático inhibe la sensibilización a la 

apoptosis ejercida por el consumo crónico de etanol. A) Actividad de caspasa 3 en los 

diferentes grupos experimentales. Se utilizó una muestra de tejido hepático de un ratón 

tratado con Jo2 (300mg/kg) como control positivo de apoptosis. B) Contenido proteico 

de proteínas relacionados con la apoptosis, evaluadas mediante la técnica de Western 

blot. C) Cociente de Bax/Bcl-2, mostrando la sensibilidad a la apoptosis ejercida por los 

diferentes tratamientos experimentales HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta 

alcohólica, EtOH + HC: dieta alcohólica más colesterol. *P<0.05, **P<0.01. 
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8- Discusión 

El consumo crónico de alcohol es uno de los principales factores etiológicos de daño 

hepático en países a nivel mundial. Datos epidemiológicos sugieren que además de 

la cantidad y tipo de alcohol consumidos, las dietas altas en lípidos pueden 

promover el desarrollo de esteatosis hepática, entre otros problemas 

gastrointestinales (Seitz et al., 2018; Mitra et al., 2020). Como se mencionó 

previamente, otros grupos de investigación y el nuestro, hemos demostrado que 

más que la cantidad de lípido ingerido, es el tipo de lípido el que puede promover 

con mayor facilidad el desarrollo de la enfermedad hepática. En este sentido, se ha 

determinado que el colesterol provoca efectos inflamatorios, oxidantes y también 

funciona como un promotor de tumores (Domínguez-Pérez et al., 2019; Marí et al., 

2006; López-Islas et al., 2016; Enríquez-Cortina et al., 2017; Simoni-Nieves et al., 

en preparación).  

En este trabajo utilizamos uno de los modelos considerado como de los más 

adecuados para el estudio de los efectos del consumo crónico de alcohol en el inicio 

del daño hepático. Utilizando este modelo agregamos colesterol a este modelo con 

la finalidad de generar sobrecarga de este lípido en el hígado y así estudiar los 

efectos que tiene el alcohol y el colesterol cuando estos agentes coexisten en la 

dieta.  

Nuestros datos muestran que en un ambiente con sobrecarga de colesterol, en un 

modelo de tratamiento crónico con alcohol provoca un mayor compromiso hepático 

en un modelo preclínico de estadío inicial de EHA. El modelo NIAAA ha sido 

utilizado ampliamente como un modelo de esteatohepatitis aguda, el cual permite 
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determinar el mecanismo de daño en el inicio de la enfermedad hepática alcohólica 

(Bertola et al., 2013; Ma et al., 2020; Xu et al., 2020). En este sentido, el modelo 

permite en el presente estudio caracterizar los efectos de la ingesta de alcohol en 

un ambiente con sobrecarga de colesterol. Existen en la literatura varios estudios 

en donde se ha reportado el efecto del alcohol y colesterol en combinación en 

modelos murinos, sin embargo, estos reportes muestran los efectos de estos tóxicos 

en modelos crónicos de al menos cinco semanas de tratamiento, en donde se 

describe como la combinación de ambos agentes en combinación, aceleran la 

progresión de la EHA, precipitando el desarrollo de estadios más avanzados de la 

enfermedad como la inflamación, la fibrosis y el carcinoma hepatocelular (Ma et al., 

2020; Li et al., 2019; Li et al., 2016; Krishnasamy et al., 2016). Nuestro trabajo 

permite caracterizar la fase inicial del daño hepático inducido por el alcohol y el 

colesterol, identificar marcadores tempranos de la enfermedad y conocer 

mecanismos por los cuales el colesterol puede agravar los efectos del alcohol. Por 

otro lado, debido a la respuesta diferencial de los efectos del consumo de alcohol 

entre hombres y mujeres, se consideró relevante evaluar la diferencia entre ratones 

de diferente sexo en nuestro modelo preclínico.  

Observamos que, la adición de alcohol y colesterol a las dietas Lieber-DeCarli 

comercial no afectó el consumo de las dietas liquidas, las cuales son isocalóricas, 

lo que permite evaluar los efectos del alcohol y no de las calorías que ésta sustancia 

proporciona. Por otro lado, el colesterol al ser un lípido sin aporte calórico, nos 

permite evaluar los efectos de este en un contexto de toxicidad. Algunos trabajos 

experimentales reportan que la administración crónica de alcohol disminuye el 

consumo de la dieta (Guillot et al., 2019; Kwon et al., 2014). En contraste, la adición 
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de estos agentes no afectó el consumo en nuestro modelo, como ha sido reportado 

previamente (Li et al., 2019). Este fenómeno puede explicarse debido al tiempo de 

tratamiento del diseño experimental. Algunos trabajos muestran que el 

acetaldehído, y no el etanol, es la substancia que provoca aversión al consumo de 

alcohol (Neumark et al., 2004; Guillot et al., 2019). En nuestro modelo, el tiempo y 

la cepa de los ratones (ALDH2+/+) evitan la acumulación del acetaldehído, por lo cual 

el efecto de aversión a la dieta alcohólica no es observado, fenómeno que si fue 

observado en el diseño experimental con disulfiram (datos no mostrados), fármaco 

que inhibe la actividad de la ALDH y por tanto aumenta los niveles de acetaldehído 

de forma sistémica. De igual forma, los diferentes tratamientos no afectaron el peso 

corporal de los ratones en ambos géneros como se muestra en la figura 7. Este 

resultado concuerda con lo reportado por Li y col (2019), en donde un tratamiento 

con alcohol, o colesterol, y la combinación de ambos durante cinco semanas no 

afectó el peso corporal en ratones de la cepa ICR (Li et al., 2019). Así mismo, las 

diferentes dietas no afectaron el cociente entre el peso del hígado y el peso corporal 

del ratón, como se observa en las figuras 9 y 10. Está reportado que el alcohol 

acelera el transporte reverso del colesterol y de su excreción a través de la vía biliar, 

lo que es utilizado por el sistema como un mecanismo de protección para evitar la 

acumulación de dicho lípido en el hígado (Li et al., 2016). Por otro lado, la misma 

sobrecarga de colesterol promueve una inhibición en genes responsables de la 

síntesis de ácidos biliares, aunque dicho efecto ha sido atribuido al colato de sodio 

(Solsona-Vilarrasa et al., 2019; Enríquez-Cortina et al., 2017), compuesto que 

usualmente acompaña al colesterol en diferentes dietas comerciales, por lo tanto el 

incremento en el peso del hígado observado por Domínguez-Pérez y colaboradores, 
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puede deberse a la inhibición en la eliminación del colesterol del hígado a través de 

la vía biliar que promueve el colato de sodio, y no necesariamente al colesterol. 

Cabe mencionar que en nuestro trabajo, no se agregó colato de sodio a las dietas 

líquidas, lo cual puede explicar la ausencia en la ganancia de peso del órgano.  

En la figura 8 se muestra como el cotratamiento con alcohol y colesterol promueve 

la muerte prematura de los ratones, tanto en machos como en hembras. 

Recientemente, otro grupo de investigación reportó los mismos datos que nuestro 

grupo, donde indican que, en el modelo NIAAA, la dieta alcohólica induce un 20% 

de mortalidad en ratones macho (Luther et al., 2020), este efecto no fue observado 

en hembras, esto puede deberse a la diferencia en el número de animales ocupados 

en el estudio, ya que en machos se tuvo una n de cinco ratones y en hembras una 

n de tres.  

Posteriormente, realizamos una evaluación histológica con el objetivo de conocer 

cómo los diferentes tratamientos pudieran afectar la arquitectura del parénquima 

hepático. Observamos que la adición de colesterol a la dieta líquida control indujo 

una esteatosis microvesicular y alteraciones en el parénquima hepático, la cual fue 

más notoria en hembras respecto a machos, como se muestra en las figuras 11 y 

14. La dieta alcohólica promovió una esteatosis microvesicular y alteraciones en el  

parénquima hepático tanto en machos como en hembras. Por otro lado, la 

combinación de alcohol y colesterol provocó un desarreglo del parénquima hepático 

y la presencia de células inflamatorias a lo largo del campo observado, en hembras 

se observó una esteatosis mixta, mayor desorden del parénquima hepático y 

presencia de infiltrado inflamatorio a lo largo del campo observado, sugiriendo que 

en hembras la sobrecarga de lípidos en el tejido hepático es mayor. A pesar de que 
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en el presente trabajo no se caracterizó el infiltrado inflamatorio, múltiples reportes 

en la literatura muestran que el tratamiento con alcohol promueve el reclutamiento 

de neutrófilos como primer mecanismo de eliminación de células dañadas y de 

patógenos. Sin embargo, en modelos crónicos ha sido reportado que los principales 

tipos celulares de carácter inflamatorio son en primer lugar los macrófagos y 

después los neutrófilos (Gao et al., 2019; Gao & Tsukamoto, 2016; Ren et al., 2020; 

Chang et al., 2015). Debido a la naturaleza del modelo NIAAA, y a la morfología de 

las células inflamatorias en los cortes teñidos con hematoxilina y eosina, se sugiere 

que las células del infiltrado inflamatorio podrían ser neutrófilos. 

Con la finalidad de corroborar el tipo de lípido que el hígado almacenó en respuesta 

a los tratamientos, se consideró importante determinar la concentración de 

colesterol total y triglicéridos tanto en machos como en hembras. Los resultados 

muestran que la adición de colesterol a la dieta control y alcohólica incrementó la 

cantidad de este lípido en tejido hepático tanto en machos como hembras. Por otro 

lado, el consumo crónico de alcohol no mostró incremento significativo respecto al 

grupo control. Al evaluar la concentración de triglicéridos, encontramos un efecto 

diferencial entre géneros. Observamos que en ratones macho la concentración de 

triglicéridos incrementó solo en el tratamiento con la dieta alta en colesterol, efecto 

que no fue observado en hembras, por otro lado el cotratamiento provocó un notable 

aumento de triglicéridos, como se aprecia en la histología hepática. El incremento 

en la concentración de triglicéridos en machos debido al tratamiento con la dieta alta 

en colesterol, correlaciona con una disminución en la concentración de triglicéridos 

en suero (figura 12D), lo cual sugiere que el incremento de este lípido, más que por 

lipogénesis de novo, podría ser por el transporte de triglicéridos al hígado, esto con 
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el objetivo de esterificar al colesterol y disminuir los efectos tóxicos del colesterol 

libre (Marí et al., 2006; Marí et al., 2014).  

Como se muestra en la figura 12, el tratamiento con colesterol tanto con la dieta 

control como en la alcohólica, provocó un incremento significativo en la AST a nivel 

sérico. Al evaluar la actividad en suero de la ALT, un marcador más específico de 

daño hepático, encontramos que la dieta alcohólica y el cotratamiento con colesterol 

incrementa de forma significativa los niveles de la ALT sérica. Estos datos sugieren 

que la adición de colesterol a la dieta alcohólica promueve mayor compromiso 

hepático, como ha sido reportado recientemente (López-Islas et al., 2016; 

Krishnasamy et al., 2016).  

Al realizar un análisis de agrupamiento y la generación de un heat map (figura 16), 

encontramos que el cotratamiento en ratones hembra promueve una mayor 

acumulación de lípidos en el tejido hepático respecto a los ratones macho. Por otro 

lado, el gráfico sugiere que el co-tratamiento en machos promueve mayor 

compromiso hepático, a juzgar por un mayor incremento en las transaminasas, 

particularmente en la ALT. Debido a esta razón, decidimos evaluar mediante 

Western blot, el contenido proteico de enzimas relacionadas al sistema antioxidante 

y proteínas relacionadas con la muerte celular por apoptosis en ratones macho.   

Dado que está reportado que el colesterol, el alcohol y su metabolito, el 

acetaldehído, incrementan las ERO y generan daño oxidante en el hepatocito, se 

evaluó la oxidación de lípidos a través del ensayo de substancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico, como primer efecto del estrés oxidante (Arauz et al., 2016.). Como se 

observa en la figura 17A, curiosamente, ninguno de los tratamientos aumentó la 

concentración de lípidos oxidados. Debido a este resultado, decidimos evaluar el 
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contenido proteico de enzimas relacionadas con la destoxificación de ERO. 

Encontramos que los diferentes tratamientos no aumentaron el contenido de la 

superóxido dismutasa mitocondrial (SOD-2) y la glutatión peroxidasa 1 y 2, las 

cuales se encargan del manejo del anión superóxido y del peróxido de hidrogeno 

respectivamente (Gallardo et al., 2014), lo cual indica que en nuestro modelo, al 

finalizar los tratamientos, no hay un incremento en estas ERO. Sin embargo, cabe 

mencionar que para tener un mecanismo completo sobre el control de las ERO, se 

debe evaluar la actividad enzimática de estas proteínas. Por otro lado, al evaluar el 

contenido proteico de enzimas relacionadas con la síntesis del glutatión, el principal 

antioxidante endógeno de la célula, encontramos que tanto el colesterol como el 

cotratamiento aumentaron de forma significativa el contenido de la gamma-

glutamilcisteína sintasa (γ-GCS), lo cual sugiere que ambos tratamientos provocan 

una demanda en la síntesis del glutatión, quizá por un aumento de agentes 

oxidantes, como lo reportamos previamente (Nuño-Lámbarri et al., 2016; Rosales-

Cruz et al., 2018). Cabe mencionar que el tratamiento solo con la dieta alcohólica 

no promovió la síntesis del glutatión al finalizar el tratamiento, sin embargo, sería 

interesante evaluar el contenido proteico de esta enzima en tiempos más 

tempranos, con la finalidad de evaluar si en algún momento del tratamiento el 

consumo de la dieta alcohólica provoca una demanda en la síntesis del glutatión. 

Por otra parte, la glutatión S-transferasa es una enzima que participa en reacciones 

de conjugación de fase II para la destoxificación de xenobióticos a través de 

catalizar la conjugación del glutatión con moléculas hidrofóbicas para su fácil 

eliminación (Gallardo et al., 2014). Encontramos que el tratamiento con alcohol de 

forma crónica, y la adición de colesterol a la dieta alcohólica, promueven un 
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incremento significativo en el contenido proteico de la glutatión S-transferasa (GST), 

sugiriendo que a pesar de los tratamientos el sistema de destoxificación de fase II 

por la GST aún funciona de forma correcta por lo menos hasta el tiempo del sacrificio 

de los ratones. Cabe mencionar que recientemente reportamos que el colesterol 

promueve un aumento en la GST (Domínguez-Pérez et al., 2019), sin embargo, en 

este trabajo encontramos que en la dieta alta en colesterol no incrementó el 

contenido proteico de esta enzima, esto puede deberse a las diferencias en el 

tiempo de tratamiento con colesterol. Estos datos sugieren que los tratamientos 

promueven la síntesis y uso del glutatión para la destoxificación de productos 

originados por agentes oxidantes generados por el colesterol y el alcohol, esto 

explica la ausencia en la oxidación de lípidos, como se observa en la figura 17A.  

Dado que la muerte celular es un evento clave en el daño por alcohol; además, 

recientemente se ha reportado que el colesterol puede modular este fenómeno, 

decidimos evaluar la muerte celular por apoptosis (Ribas et al., 2014; Naghdi et al., 

2018; Marí et al., 2009). El primer ensayo que realizamos fue medir la actividad de 

la caspasa 3, un ejecutor canónico de la apoptosis intrínseca y extrínseca. 

Observamos que a diferencia de la literatura, el tratamiento con alcohol no promovió 

la muerte celular por apoptosis, ya que los valores de la actividad de caspasa 3 

fueron similares en todos los grupos experimentales. Este resultado concuerda con 

lo reportado recientemente por nuestro grupo, en donde encontramos que el 

colesterol, a pesar de ser un lípido tóxico, no promueve un incremento en la 

actividad de la caspasa 3 (Domínguez-Pérez et al., 2019).  

Posteriormente, evaluamos algunos marcadores canónicos de la apoptosis a través 

de ensayos de Western blot. Encontramos que los ratones alimentados con la dieta 
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alcohólica disminuyeron de forma significativa su contenido de proteínas 

antiapoptóticas como Bcl-2 y Bcl-xL, las cuales se encargan de impedir la salida de 

componentes pro apoptóticos de la mitocondria, sin embargo, a pesar de esta 

disminución en ambas proteínas, no encontramos diferencia en la proteína 

proapoptótica Bax. Dado que, al determinar la actividad de la caspasa 3, no 

encontramos diferencias entre los diferentes tratamientos, evaluamos el contenido 

proteico de la proteína Mcl-1, la cual también posee funcionas antiapoptóticas y 

compensa la función de Bcl-2 cuando esta proteína está ausente, sin embargo, no 

encontramos presencia de Mcl-1 en nuestros diferentes grupos experimentales 

(dato no mostrado), lo cual sugiere que en nuestro modelo, Mcl-1 no participa en la 

muerte celular programada. Debido a estos datos, proponemos que el tratamiento 

crónico con alcohol no promueve la muerte celular por apoptosis en nuestro modelo, 

sin embargo, si hay una sensibilización a este evento, como puede observarse por 

el cociente entre el contenido proteico de Bax/Bcl-2 (figura 18C).   

Por otra parte, se observó claramente que la adición de colesterol a la dieta 

alcohólica evitó la disminución de proteínas antiapoptóticas, lo cual sugiere que el 

colesterol evita la muerte celular por apoptosis, un fenómeno que ha sido estudiado 

en los últimos años (El Bassat et al., 2014; García-Ruiz et al., 2016; Garcia-Ruiz et 

al., 2009). Como se ha reportado, la sobrecarga de colesterol en hígado, 

particularmente en los hepatocitos, promueve que este lípido sea transportado a la 

mitocondria, en donde provoca un cambio en la dinámica mitocondrial y en el 

potencial de membrana, lo cual impide, ante ciertos estímulos, la salida al citosol de 

componentes apoptóticos (García-Ruiz et al., 2016; Domínguez-Pérez et al., 2019; 

Rosales-Cruz et al., 2018). Este resultado es distinto a lo encontrado en otros 
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trabajos con los mismos tratamientos, en donde algunos grupos de investigación 

reportaron que la adición de colesterol a una dieta alcohólica incrementa la muerte 

celular por apoptosis, sin embargo, la principal diferencia con estos reportes radica 

en el tiempo de tratamiento, debido a que dichos grupos trabajaron con tratamientos 

crónicos de 5 y 8 semanas. Cabe mencionar que, al igual que nosotros, dichos 

grupos tambien encontraron un aumento en la actividad sérica de las transaminasas 

en el cotratamiento de alcohol y colesterol, lo cual refuerza el daño hepático 

promovido por estos agentes cuando coexisten, además de que sugiere que en 

modelos crónicos la muerte celular se da por apoptosis y necrosis (Krishnasamy et 

al., 2016; Li et al., 2019). En nuestro modelo, se sugiere que la adición de colesterol 

a las dietas liquidas promueve una respuesta celular adaptativa, la cual evita la 

muerte celular, empero, este evento de adaptación puede evitar la muerte de células 

provocada por el daño ejercido por el alcohol, y particularmente por el acetaldehído 

sobre el DNA, lo cual podría culminar en la carcinogénesis del hígado (Enríquez-

Cortina et al., 2017; García-Ruiz et al., 2016; Simoni-Nieves et al., en preparación).  

 

9- Conclusiones 

Como se demostró en este trabajo, nuestros datos sugieren que la sobrecarga de 

colesterol en hígado promueve mayor sensibilización a los efectos tóxicos del 

alcohol, aumentando la necrosis hepática en ratones macho y la carga de lípidos, 

particularmente en hembras. 

El sistema antioxidante se eleva por efecto del alcohol, el colesterol y la presencia 

de ambos agentes. El tratamiento con colesterol incrementa los niveles proteicos de 
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enzimas relacionadas con la síntesis de glutatión, lo cual sugiere que el colesterol 

incrementa los niveles de oxidantes. Por otro lado, el cotratamiento con alcohol y 

colesterol promueve el incremento de enzimas relacionadas con la síntesis de 

glutatión y la destoxificación de xenobióticos mediante enzimas de fase II, como la 

GST, enzima encargada de la eliminación de xenobióticos mediante la conjugación 

de estos con el glutatión.  

El tratamiento crónico con alcohol sensibiliza al hígado a la apoptosis, sin embargo, 

este efecto es inhibido por la adición de colesterol a la dieta, lo cual corrobora datos 

previos de nuestro grupo y otros, mostrando que el colesterol promueve resistencia 

a la apoptosis. Este fenómeno puede promover mayor compromiso hepático, al 

evitar que los hepatocitos dañados por el alcohol mueran de forma controlada y así 

evitar el daño tisular.  

Profundizar en el estudio de los mecanismos celulares y moleculares de como el 

colesterol agrava los efectos del consumo de alcohol es el siguiente acercamiento 

para identificar posibles blancos de diagnóstico y terapéuticos que ayuden a 

contrarrestar los efectos del consumo crónico de alcohol. 
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