UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
) UNIDAD IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

POSGRADO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

“CARACTERIZACION DEL EFECTO CAUSADO A NIVEL HEPATICO POR LA
INGESTA CRONICA DE ALCOHOL, EN UN AMBIENTE CON SOBRECARGA DE
COLESTEROL”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
PRESENTA
B.E. JOSE MANUEL ALONSO MORA

COMITE DE TUTORES:
DIRECTORA: DRA. MARIA CONCEPCION GUTIERREZ RUIZ
DIRECTOR: DR. PABLO MURIEL DE LA TORRE
ASESORA: DRA. LETICIA BUCIO ORTIZ

MIEMBROS DEL JURADO
PRESIDENTE: DRA. LETICIA BUCIO ORTIiz
SECRETARIO: DR. JAIME ARELLANES ROBLEDO
VOCAL: DRA. ESPERANZA GABRIELA GUTIERREZ REYES
VOCAL: MARIA DEL REFUGIO DENISE CLAVIJO CORNEJO

Iztapalapa, Ciudad de México, Marzo 2021



Declaraci6n de originalidad

El (La) que suscribe José Manuel Alonso Mora, alumno del posgrado en Biologia Experimental, de la
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud, de la Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa y
autor(a) de la tesis o idénea comunicacion de resultados titulada: “Caracterizacién del efecto causado

a nivel hepético por la ingesta cronica de alcohol, en un ambiente con sobrecarga de colesterol’,
Declaro que:

1. Latesis 0 idénea comunicacion de resultados que presento ante el honorable jurado para lo
obtencién del grado de Maestro es de mi autoria y original creacién, producto del resultado de
mi trabajo de investigacion personal e individual; el cual cuenta con las correspondientes citas
textuales del material bibliografico utilizado y con el debido otorgamiento de los créditos
autorales.

2. En la tesis o idonea comunicacion de resultados no he reproducido pamrafos completos;
ilustraciones, fotografias, diagramas, cuadros y tablas, sin otorgamiento del crédito autoral y
fuente correspondiente.

3. En consecuencia, relevo de toda responsabilidad a la Universidad Autonoma Metropolitana
de cualquier demanda o reclamacion que llegara a formular alguna persona fisica o moral que
se considere con derecho sobre la tesis o iddnea comunicacion de resultados, respondiendo
por la autoria y originalidad de la misma, asumiendo todas las consecuencias econdmicas y
juridicas si ésta no fuese de mi creacion.

La presente declaracion de originalidad se firma en la Ciudad de México el 23 de Marzo del 2021.

Alentamente /-
’—-74 / o
Teg.‘ M(\.'.Q.‘\ A‘ﬂ[ /L{c(ﬁ

Nombre y firma del alumno



CARTA DE CONFIDENCIALIDAD

Ciudad de México, a 25 de Marzo de 2021

Comisién Académica del Posgrado
En Biologia Experimental
Presente

El(La) que suscribe José Manuel Alonso Mora alumno con numero de matricula
2183801605, de la maestria en Biologla Experimental de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-I), manifiesto mi compromiso de mantener
de forma confidencial y de no utilizar, divulgar o difundir por ningin medio, en
beneficio propio o de terceros, la informacién, la documentacién y datos de loda
indole a los que tenga acceso y reciba con motivo del proyecto de investigacion
Caracterizacién del efecto causado a nivel hepético por la Ingesta crénica de alcohol, en un amblente
con sobrecarga de colesterol a desarrollar en la Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Iztapalapa, lo anterior en términos del articulo 6, fraccion V, de los
Lineamientos para el Acceso a la Informacién de la Universidad Auténoma
Metropolitana. Esta obligacién subsistird incluso después de haber obtenido el
grado. Asi mismo reconozco que toda informacién o dato obtenido dentro del
proyecto que desarrolle pertenece a la Universidad Auténoma Metropolitana.

En caso de que contravenga este compromiso, la Universidad se reserva el derecho
de ejercer las acciones civiles y penales que procedan y en consecuencia, asumo
cualquier responsabilidad por el manejo Iindebldo o sin la previa autorizacion
expresa de la UAM-| de la referida informacién o resultados, asl como por los
eventuales perjuicios que pudiese ocasionarse a esta Casa de Estudios.

']bA:' A“.\A‘; ‘ ‘ t'-" ‘&ﬂu j(l‘. e
Nombre completo y firma




El Programa de Maestria en Biologia Experimental de la Universidad
Auténoma Metropolitana pertenece al Programa Nacional de Posgrados
de Calidad (PNPC) del CONACYT, registro 001481, en el Nivel Consolidado,

y cuenta con apoyo del mismo Consejo, clave DAFCYT-2003IMPTNNNOO20.

Durante el transcurso de la Maestria en Biologia Experimental, en la UAM-
Iztapalapa, recibi una beca otorgada por el CONACYT, con un numero de
becario/CVU 889351, en el periodo 2018-2020.

Al final el periodo de la beca otorgada por el CONACYT, recibi un apoyo
econdémico por la rectoria general de UAM, como parte de los apoyos

extraordinarios para estudiantes de posgrado de la misma institucion.

El trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio de Medicina
Experimental, de la Unidad de Medicina Traslacional del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM/ Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio

Chavez, bajo la direccion de la Dra. Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz.



El jurado designado por la Comisibn Académica del Posgrado en Biologia

Experimental de la Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud, de la Universidad

Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa aprobd la tesis titulada “Caracterizacion

del efecto causado a nivel hepatico por la ingesta cronica de alcohol, en un ambiente

son sobrecarga de colesterol”, que presenta José Manuel Alonso Mora con fecha de

examen el dia 25 de marzo del 2021.

MIEMBROS DEL JURADO

PRESIDENTE
Dra. Leticia Bucio Ortiz
Departamento de Ciencias de la Salud
Universidad Autbnoma Metropolitana

Vocal
Dra. Esperanza Gabriela Gutiérrez Reyes
Jefa del Laboratorio HIPAM
Universidad Nacional Autbnoma de México

SECRETARIO
Dr. Jaime Arellanes Robledo
Laboratorio de Enfermedades Hepaticas
Instituto Nacional de Medicina Gendmica

 ——

Vocal
Dra. Maria del Refugio Denise Clavijo Cornejo
Division de Enfermedades Musculoesqueléticas y
Reumatica. INR




COMITE TUTORAL

DIRECTORA DE TESIS
Dra. Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz
Profesor Titular C, Tiempo Completo
Laboratorio de Fisiologia Celular y Medicina Traslacional
Departamento de Ciencias de la Salud, UAM-I
Universidad Autbnoma Metropolitana

mcgr@xanum.uam.mx

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Pablo Muriel de la Torre
Investigador CINVESTAV 3E
Departamento de Farmacologia
CINVESTAV-IPN

pmuriel@-cinvestav.mx

ASESORA:
Dra. Leticia Bucio Ortiz
Profesor Titular C, Tiempo Completo
Laboratorio de Medicina y Carcinogénesis Experimental
Departamento de Ciencias de la Salud, UAM-I
Universidad Auténoma Metropolitana

lebo@xanum.uam.mx



mailto:mcgr@xanum.uam.mx
mailto:pmuriel@cinvestav.mx
mailto:lebo@xanum.uam.mx

AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Concepcién Gutiérrez por permitirme formar parte de su laboratorio, por su
trato con los estudiantes. Siempre le estaré agradecido por su carifio y apoyo en todo
sentido, sus consejos en lo profesional y personal. Le agradezco infinitamente por

hacerme sentir comodo y en casa en su laboratorio.

Al Dr. Pablo Muriel por introducirme desde la licenciatura al trabajo en un laboratorio,
su trato que va mas alla de un director de tesis, y en todo sentido siempre muestra la

amistad con sus estudiantes.

A la Dra. Lety por aceptar ser parte de mi comité académico, por sus comentarios en
seminarios y en la escritura de esta tesis. Al Dr. Luis Gémez por sus comentarios,
aportes y vision que aport6 en el trabajo. A la Dra. Vero y la Dra. Roxana por su aporté
en el laboratorio.

Al Dr. Jaime Arellanes, Dra. Gabriela Gutiérrez, Dra. Denise Clavijo, por aceptar
ser parte del jurado, ademas de las correciones, observaciones y sugerencias en esta

tesis. Les agradezco su atencion y amabilidad.

A mis compafieros y excomparieros de laboratorio en UAM/Cardiologia, especialmente
a Liss, Ale, por sus consejos al trabajo y fuera de trabajo, siempre estaré agradecido
de su amistad y compafierismo. A Genaro por obligarme a leer mas para intentar
ayudarte en la medida de lo posible. A Edwin, Jon, Sha, Isme, Brenda, Chavelita,
por siempre hacer el dia mas alegre con su compafia y acompafiarme en varios

“assays” del laboratorio y jueves de café.

A mis amigos que de alguna manera también son parte de esto, Gersa, Janet, gracias

por entender y preocuparse por mi cuando llegaba muy tarde, disfruté mucho su

Vi



compainiia estos afios. A Rodrigo por siempre ayudarme a relajarme ocupando a la

musica como vehiculo.

A Wendy por hacerme mas dulce los ultimos meses y apoyarme en este tiempo,

gracias.

Vil



DEDICATORIA

A mis padres, por ser los pilares en mi vida, mostrandome lo mejor de esta
y lo lejos que uno puede llegar cuando se propone un objetivo. Ademas,
también agradezco su paciencia y tolerancia que siempre han tenido

conmigo, gracias.

A mis hermanos, Cinthya, Ernesto, Ale, Angel. Al ser el mas chico, he
tenido la oportunidad de ver sus aciertos y errores y tratar de superarlos.

Siempre han sido mi principal ejemplo que segquir.

A mis sobrinos, por siempre alegrarme con su presencia. Trataré de ser

un ejemplo para ustedes.
A la vida misma, por hacer de la ciencia la mejor via para entender el

funcionamiento de la vida, descubriendo los secretos que esta nos oculta

hasta nuestros dias.

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

(EHA) Enfermedad hepatica alcohdlica

(ADH) Alcohol deshidrogenasa

(NAD™") Nicotinamida adenin dinucleétido

(ALDH2) Aldehido deshidrogenasa

(ERO) Especies reactivas de oxigeno

(HA) Hepatitis alcohdlica

(SOD2) Superoxido dismutasa

(TNF-a) Factor de necrosis tumoral alfa

(GSH) Glutation reducido

(NF-kB) Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas)

(AP1) Proteina activadora 1

(OMS) Organizacion Mundial de la Salud
(ENSANUT) Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(GST) Glutation S-transferasa

(GPx ¥2) Glutation peroxidasa 1y 2

(GCS) Cisteina-glutamato Ligasa

(GPX 4) Glutatién peroxidasa 4

(Bax) Proteina X asociada a Bcl2

(Bcl-2) (Proteina 2 ligada al linfoma de células B)
(Bcl-xL) (Proteina extra larga ligada al linfoma de células B)
(Actin) Actina

(AST) Aspartato aminotransferasa

(ALT) Alanina aminotransferasa

(HDL-c) Lipoproteina de alta densidad

(TG) Triglicéridos



RESUMEN

La enfermedad hepatica alcohdlica, es el producto del consumo crénico de bebidas
alcoholicas, y representa un problema de salud publica a nivel mundial. Datos
epidemioldgicos muestran que el consumo de bebidas alcohdlicas 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 asi, promover mayor dafio al higado. El objetivo de
este trabajo fue determinar si el consumo de colesterol agrava el dafio hepatico
inducido por una dieta alcohdlica. Ocupamos un modelo dafio hepético conocido como
modelo NIAAA, el cual ha sido reportado como uno de los mejores modelos para
estudiar la enfermedad hepatica alcohdlica. Nuestros datos sugieren que la sobrecarga
de colesterol en higado promueve mayor sensibilizacién a los efectos téxicos del
alcohol en el inicio de la enfermedad hepéatica alcohdlica, aumentando la necrosis
hepatica hasta 1.5 veces en ratones macho y la carga de lipidos hasta 5.5 veces en el
tejido de ratones hembra. El cotratamiento de alcohol y colesterol promueve el
incremento de enzimas relacionadas con la sintesis de glutation y la destoxificacion de
xenobidticos mediante enzimas de fase IlI. El tratamiento crénico con alcohol
sensibiliza a las células hepéticas hacia una muerte por apoptosis, sin embargo, este
efecto es inhibido por el cotratamiento con colesterol. Estos resultados demuestran
gue el colesterol promueve resistencia a la apoptosis. Este fendbmeno puede promover
mayor compromiso hepatico, al evitar que los hepatocitos dafiados por el alcohol

mueran de forma controlada, evitando el dafio tisular.



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
Il 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 Il 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-Introduccion

El higado es el 6rgano interno con mayor tamafio en el ser humano adulto y posee
diferentes funciones en el metabolismo de biomoléculas y xenobidticos, asi como
de la sintesis de proteinas séricas (Muriel, 2017). Debido a su posicion anatémicay
a las multiples tareas metabolicas que cumple, este 6rgano es susceptible al dafio
mediado por diversas agresiones como las infecciones virales, habitos alimenticios,
y la toxicidad mediada por el alcohol y su metabolismo (Rocco, 2014).

La enfermedad hepatica alcohdlica (EHA) es el resultado del consumo excesivo de
bebidas alcohdlicas durante un largo periodo, con consecuencias culturales,
econdémicas 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 mayoria de las enfermedades hepaticas, la EHA se presenta
frecuentemente en ausencia de signos clinicos, 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 higado, el cual puede ocasionar un amplio espectro de lesiones hepaticas que
inician con la acumulacién de lipidos en el parénquima hepatico (esteatosis). Si el
consumo de alcohol es cronico, la enfermedad hepética puede progresar a un
proceso inflamatorio conocido como hepatitis, posteriormente la inflamacion puede
promover la activacion 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 hepéaticas, el

carcinoma hepatocelular, el cual es un evento inflamatorio caracterizado por la
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proliferacion descontrolada (imagen 1) (Seitz et al., 2018; Szabo et al., 2019).
Aproximadamente dos millones de personas mueren cada afio por alguna
enfermedad hepatica cronica, particularmente en la fase cirrética en donde mas del
50% de las muertes se deben a la ingesta cronica de alcohol (EI-Din El-Sayed EI-

Sisi et al., 2019).

1.1 Epidemiologia

La EHA representa una de las principales patologias cronicas en todo el mundo y
segun 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 capita de bebidas alcohdlicas es diferente entre paises y
continentes, sin embargo, el consumo de alcohol en los paises desarrollados es
mayor, este fendmeno se correlaciona con la cirrosis hepatica atribuible al consumo
de bebidas alcohdlicas. Debido a esto, el alcohol es considerado un factor de riesgo
de muerte y pérdida de afios de vida saludable, particularmente en la poblacién
econdémicamente activa. Es importante mencionar que el consumo de alcohol tiene
efectos sistémicos, ya que se ha asociado con dafio al miocardio, dafio pancreético,
renal, disfuncién gastrica, 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 hipétesis sigue en discusion (Le Daré et al.,
2019; Hernandez-Quiroz et al., 2020).

Actualmente, el proceso patolégico 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 higado
graso en el 90% de los consumidores cronicos, sin embargo, solo el 35% de esta
poblacion desarrolla esteatohepatitis alcohdlica y solo el 20% desarrolla cirrosis
alcohdlica. Por esta razén, se ha propuesto que existen diferentes agentes que
pueden influenciar la progresion de la enfermedad hepética alcohdlica (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 toxicos del etanol y su metabolito, el

acetaldehido. (Meroni et al., 2018; Li et al., 2019; Shimizu et al., 2012).

Normal Liver

Seatosis

Seatohepatitis

Carcinoma

Qrrhosis

Figura 1: Progresion de la enfermedad hepética. Tomada de Osna, 2017.
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1.2 Metabolismo del etanol

La biotransformaciéon del etanol inicia, aunque en pequefias cantidades, en la
mucosa gastrica a través de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH); sin embargo,
el etanol es oxidado preferentemente en el higado por los hepatocitos, principales y
mas abundantes células del érgano (Teschke, 2018). Los hepatocitos poseen tres
vias distintas para la oxidacion del etanol, la via principal es a través de la enzima
ADH, la cual esta localizada en el citoplasma celular y ocupa como coenzima al
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) para oxidar a la molécula de etanol. La
segunda via de biotransformacion del etanol es a través del citocromo P450 2E1
(CYP2EL), enzima localizada en el reticulo endoplasmico liso. Finalmente, la tercera
via de biotransformacién es mediante la catalasa residente de los peroxisomas, la
cual ocupa una molécula de perdxido de hidrégeno para biotransformar al etanol.
Cabe mencionar que las tres vias que metabolizan al etanol tienen como resultado
la generacion del mismo producto, el acetaldehido (imagen 2) (Cederbaum, 2012;
Gao & Bataller, 2011).

El acetaldehido es una molécula muy reactiva, la cual puede reaccionar con
moléculas organicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, ocasionando una
pérdida de la funcion de éstas (Osna et al, 2017; Guo & Ren, 2010). Dado los efectos
toxicos del acetaldehido, se ha desarrollado de forma evolutiva, un sistema de
eliminacion eficaz de este metabolito (Gallina & Duxin, 2020). Una vez generado el
acetaldehido, éste es biotransformado en la mitocondria por la enzima aldehido

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 acetaldehido. La ALDH2
convierte al acetaldehido en un producto menos toxico, el acetato, el cual puede ser
eliminado a través de la circulacion, también puede ser utilizado como bloque
constructor para lipidos, o bien ser modificado para ser utilizarse durante las

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

Accessory Pathway Major Inducible
Peroxisomes Cytosol Pathway
Endoplasmic Reticulum

CIRCULATION

Figura 2: Vias de oxidacion de etanol en el higado. La enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH) es una enzima citosélica, mientras que la enzima aldehido deshidrogenasa
(ALDH2) se localiza en la mitocondria. Ambas enzimas catalizan oxidaciones
secuenciales que convierten al etanol en acetato. La oxidacién del etanol a
acetaldehido puede también llevarse a cabo por un sistema inducible y una via
accesoria de biotransformacion mediada por el CYP2EL y por la catalasa residente
en peroxisomas respectivamente. Tomado de Osna, 2017.
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El primer efecto de la biotransformacion del etanol y el acetaldehido es sobre el
metabolismo de los lipidos, produciendo un aumento en la lipogénesis de novo y
una disminucién en la oxidacion de &cidos grasos. Este efecto ocasiona la
acumulacion de triglicéridos, acidos grasos libres y colesterol, lo que resulta en un
higado graso (Seitz et al., 2018). En un subconjunto de bebedores, el consumo
cronico de alcohol, ademas de higado graso, puede presentarse un proceso
inflamatorio, lo que se refiere como esteatohepatitis alcohdlica, que es caracterizada
por la presencia de estrés de reticulo endoplasmico y estrés oxidante, caracterizada
histol6gicamente por acumulacion de lipidos en el tejido, infiltrado de células
inflamatorias, deformacion de la morfologia del hepatocito, presencia de cuerpos de
Mallory-Denk, y activacion o no de células estelares hepéticas (CEH) (Beier &
Arteel, 2010; Hoyt et al., 2017; Seitz et al., 2018).

La inflamacién crénica, la muerte de los hepatocitos y las lesiones al tejido hepético
conducen a un depdésito de matriz extracelular exacerbado conocido como fibrosis
hepatica (Reyes-Gordillo et al., 2014; Muriel, 2019) . La fibrosis avanzada causa
pérdida en la arquitectura del parénquima hepético y la inhibicién de la regeneracion
hepética, esto hace que el componente fibroso reemplace a las células hepaticas
causando insuficiencia hepatica y un dafo sistémico. Por ultimo, la etapa final de la
EHA, el carcinoma hepatocelular (HCC), se desarrolla cuando el acetaldehido y las
especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas por la biotransformacion del
etanol, conducen a mutaciones en el ADN y a la transformacion neoplasica del
hepatocito (Setshedi et al., 2010). Cabe mencionar que durante el curso de la EHA,
puede ocurrir un evento agudo llamado hepatitis alcohodlica (HA), que se caracteriza

por inflamacién, reaccion ductular, sepsis y falla hepatica fulminante (Aguilar-Bravo
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et al., 2019; Argemi et al., 2019). La HA es un evento asociado con un alto indice

de mortalidad (Cooley & Groblewski, 2020).

1.3 Acetaldehido

El acetaldehido es el producto principal del metabolismo oxidante del etanol, es una
molécula con alta reactividad con biomoléculas, particularmente proteinas y acidos
nucleicos, con las cuales puede formar aductos y provocar un mal funcionamiento
de estas moléculas (Simoni-Nieves, 2017). La eliminacion del acetaldehido se lleva
a cabo por la enzima mitocondrial ALDH2, la cual genera NADH y convierte al
acetaldehido en acetato. El acetato resultante reacciona con la coenzima A para
formar acetil-CoA, la cual se utiliza principalmente en la sintesis de acidos grasos y
colesterol (Guo & Ren, 2010). Se ha reportado el efecto del acetaldehido en la
modulacién del metabolismo de lipidos en el higado a través de los factores de
transcripcion SREBP-1c y PPARaq, factores clave en la lipogénesis de novo y la
oxidacién de acidos grasos respectivamente (Galli et al., 2001; Lluis et al., 2003).
Muchos de los efectos del etanol, a nivel celular y fisiolégico, se han atribuido al
acetaldehido, estos efectos se han evaluado en varios modelos experimentales.
Nuestro grupo de investigacion ha reportado que, en un cultivo primario de
hepatocitos de rata y en la linea celular HepG2, el acetaldehido afecta la funcién
mitocondrial y disminuye la actividad de la superoxido dismutasa 2 (SOD2), una
enzima clave en la detoxificacion del anion superéxido, también se encontré que el
tratamiento con acetaldehido resulta en una disminucion de los niveles del glutation

(GSH) el principal antioxidante enddgeno, y este fendbmeno puede ser responsable
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de la oxidacion de lipidos y proteinas (Clavijo-Cornejo et al., 2014; Farfan Labonne
et al., 2009; Olivares et al., 1997). También reportamos que el tratamiento con
acetaldehido en células estelares hepéticas da lugar a una mayor secrecion de
coldgena y TNF-a en comparacion con las células no tratadas, un efecto que no se
observo con el tratamiento con etanol (Gutiérrez-Ruiz et al., 2001). En otro trabajo,
se reportd que la incubacién de células de la linea celular E47 (células HepG2 que
contienen un vector de expresién para el CYP2E1l) con etanol, generd estrés
oxidante a través de la deplecion del GSH y la activaciéon de NF-kB y AP1, ambos
factores de transcripcién involucrados en la respuesta celular al estrés y la
inflamacion. El tratamiento con acetaldehido, también promovié la activacion de
ambos factores de transcripcion, sin embargo, este efecto no fue dependiente del
estrés oxidante, debido a que el acetaldehido no promovié la disminucién de los
niveles de GSH, lo que sugiere que el mecanismo por el cual el acetaldehido
promueve la activacion de NF-kB y AP1, es independiente del estrés oxidante
(Roman et al., 1999). Cabe sefalar que, aunque el acetaldehido 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 reticulo endoplasmico (Lluis et al., 2003; Ribas
et al., 2014; Mari et al., 2014). Ademas, el acetaldehido es una molécula altamente
reactiva, que puede interactuar directamente con el ADN, causando lesiones que
pueden conducir a la inestabilidad gendémica (Ceccaldi et al., 2016; Hodskinson et

al., 2020).
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1.4 Hipercolesterolemia y acumulacion de colesterol en higado

Como se menciono 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 cémo las dietas altas en lipidos, junto con el consumo
de alcohol, pueden promover mayor compromiso hepatico, particularmente en
modelos experimentales en donde ambos agentes etiolégicos promueven mayor
carga de lipidos en el higado, asi como mayor inflamacion y fibrosis (Souza et al.,
2015; Wang et al., 2010; Chang et al., 2015). Diversos modelos experimentales han
descrito como los efectos oxidantes del etanol y su metabolito son potenciados en
presencia de lipidos en los hepatocitos (Hernandez et al., 2015), en un modelo in
vitro, sin embargo, también en un estudio hecho en cultivo primario de hepatocitos
de ratdn, se observo que los efectos del etanol y el acetaldehido se ven mayormente
potenciados cuando el lipido evaluado es el colesterol (LOpez-Islas et al., 2016).
Nosotros y otros grupos de trabajo hemos demostrado el papel diferencial que tiene
el tipo de lipido en el dafio hepatico. El colesterol, a diferencia de otro tipo de lipidos,
ha sido observado como un agente téxico per se. El papel del colesterol en la EHA
ha captado, en los ultimos afios, mayor atencion de los estudios celulares y
moleculares de cémo este lipido acelera la progresion 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 combinacion de ambos agresores a tiempos mayores a cuatro meses,
por tanto, el mecanismo por el cual el colesterol pudiera estar comprometiendo al

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

El abuso en el consumo de alcohol representa un problema de salud a nivel mundial,
una de cada 10 personas es afectada en los paises de occidente (Thursz, et al,
2019). Las enfermedades hepaticas relacionadas al consumo de alcohol afectan a
mas de 10 millones de personas en Estados Unidos de Norteamérica, con un costo
anual de aproximadamente 166 billones de dolares por gastos de hospitalizacion
(Nelson, et al., 2002). Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican
gue el numero de muertes por afio 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 edicién del 2012 (Ecuador, 2014), las enfermedades
hepaticas cronicas en México ocupan el cuarto lugar entre las principales causas de
mortalidad en el pais, con un porcentaje del 5.3% de muertes a nivel nacional, y de
acuerdo con la misma encuesta en su version del 2018, la ingesta de bebidas
alcohdlicas ha incrementado en poblacion cada vez mas joven, por lo que es clara
la importancia de las enfermedades hepaticas como problema de salud a nivel
nacional. En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha reportado que los
efectos del etanol y, particularmente del acetaldehido, se ven potenciados por la
presencia de lipidos como el colesterol, el cual agrava la enfermedad hepatica
alcohdlica, lo cual influye en el prondstico de los pacientes (Lopez-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 poblacién mexicana encuestada
(20-79 afos) menciond haber recibido un diagnéstico de hipercolesterolemia
(ENSANUT, 2018). Debido a esto, es importante conocer los mecanismos por los
cuales el consumo cronico de alcohol promueve dafio al higado en presencia de un
ambiente con sobrecarga de colesterol, el cual es también un problema de salud

publica en nuestro pais por la ingesta de alimentos con alto contenido de este lipido.

3-Pregunta de investigacion

¢,Cual es el efecto de la sobrecarga de colesterol en el inicio del dafio hepatico

inducido por una ingesta crénica de etanol?

4-Hipotesis
Dado que el consumo crénico de alcohol produce dafio hepatico, el colesterol

promovera mayor compromiso del 6rgano cuando estos dos agentes coexistan en

un modelo preclinico.

5-Objetivo general

Determinar la contribucion del colesterol durante el inicio del dafio hepatico inducido

por una ingesta cronica de alcohol.
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5.1-Objetivos particulares
1- Caracterizar el dafio hepético en un modelo preclinico de dafio por alcohol,
en presencia o ausencia de colesterol.
2- Evaluar los mecanismos por los cuales el colesterol promueve mayor dafio

hepético durante el consumo de alcohol.

6-Material y métodos

El trabajo con animales se realiz6 en el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez, bajo las normas establecidas por el comité para el cuidado y uso
de los animales de laboratorio (CICUAL) de la misma institucion. El estudio cumplié
con los requisitos establecidos en la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999)
asi como, la guia de uso y cuidado de animales de experimentacion 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 patégenos, 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 liquida (dieta Lieber-DeCarli), adicionada con
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etanol (5% concentracion final) durante 10 dias (consumo crénico) seguida de un

tratamiento agudo (5g/kg) de una solucién de etanol al 31.5% por via intragéstrica

(binge). El tratamiento agudo en el dltimo dia de tratamiento tiene como objetivo

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

observado frecuentemente en bebedores cronico. Cabe mencionar que la

administracion intragastrica de alcohol acelera la farmacocinética de esta sustancia.

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

dieta liquida a la cual se le adiciond colesterol (1.25 % pl/v). Los grupos

experimentales se muestran en la imagen 3.
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Figura 3: Grupos experimentales en el modelo de dafio hepatico por alcohol mas
colesterol. EI nUmero 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 colecté de la vena cava superior con ayuda de
puntas estériles y se colocé en viales de plastico sin heparina. La sangre se
centrifugd durante 15 min a 2000 rpm a 4°C. El suero fue obtenido cuidadosamente
de la fase superior del vial. El higado fue removido y colocado en buffer de fosfatos
(PBS) frio. El 6rgano fue seccionado y depositado en viales de 1.5 mL para las
determinaciones bioquimicas y moleculares (imagen 4). Cabe mencionar que los
organos como el pancreas, rifiones y corazon fueron recuperados con la finalidad

de reducir el nUmero de animales en posteriores estudios.

—

Suero: ALT,AST,

Pruebas de triglicéridos,
- \H funcionalidad colesterol, HDL-c.
'Y * i hepatica y perfil
ala® bioquimico Tejido: Triglicéridos,
‘ colesterol
Andlisis histolégico -HyE

S

' -Inflamacién, apoptosis
Western Blot

-Sistema antioxidante
| -Mecanismos de dafio y reparacion

Figura 4: Marcadores bioquimicos de dafio hepatico y otras técnicas empleadas en
el estudio para la determinacion de los efectos del alcohol y colesterol en higado
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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 alimentacién de alcohol ad libitum en roedores (Lieber & Decarli, 1989; Lieber &
DeCarli, 1982). Las dietas se pueden encontrar con los siguientes numeros de
catalogo:
e Lieber-DeCarli Regular Control Rat Diet. No. Catalogo: 710027
Esta dieta contiene 1 kcal/mL, de las cuales el 35% de las calorias son derivadas
de lipidos, 47% de carbohidratos y el 18% de proteinas.
e Lieber-DeCarli Ethanol Rat Diet. No. Catalogo: 710260
e Esta dieta contiene 1 kcal/mL, de las cuales el 35% de las calorias son
derivadas de lipidos, 11% de carbohidratos,18% de proteinas y 36% del
etanol.
La composicién y valores caléricos de cada dieta, de acuerdo con la hoja técnica,

son mostrados en laimagen 4y en latablaly 2.

LIEBER-DECARLI REGULAR LIEBER-DECARLI ETHANOL
CONTROL DIET DIET
B Fat mCarbohydrate M Protein B Fat mCarbohydrate M Protein Ethanol

..
Q) 0N

Figura 5: Composicion en porcentaje de las dietas Lieber-DeCarli utilizadas en el estudio.
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o 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

o 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 funcion hepéatica
Se utilizaron tiras reactivas comerciales (Spotchem II, Kenshin-2) para la
determinacion cuantitativa en suero de marcadores de funcion hepatica como la

aspartato aminotransferasa (AST), la alanina aminotransferasa (ALT), asi como
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para la concentracion de triglicéridos, HDL-c y colesterol total. La medicidén de estos
parametros se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (Rosales-Cruz et

al., 2018).

6.2 Histologia

La tincion de hematoxilina y eosina (HE) nos permite observar la arquitectura de un
tejido. A través de esta tincidn, podemos observar componentes celulares, asi como
también, cambios que pueden referirse a una patologia o dafo tisular. La
hematoxilina tiene un pH bésico, que se une facilmente con componentes acidos,
como nucleos celulares, lo que resulta en un color violeta, mientras que la eosina
se une a los componentes basicos, mostrando el citoplasma de color rosa. El
protocolo para esta técnica fue el siguiente:

Después de que los animales fueron sacrificados, una pequefia porcién del 16bulo
derecho se fij6 en paraformaldehido al 4% durante al menos 24 h. Las porciones
hepaticas se lavaron con agua y se deshidrataron en alcohol a diferentes
concentraciones. Las pequefias porciones de higado 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 agregé
hematoxilina de Harris durante 15 min y luego se lavé con agua. Posteriormente, se
elimind el exceso de hematoxilina, y el contraste se mejor6 mediante la adicion de
alcohol &cido. Los portaobjetos fueron lavados con agua y se colocaron en agua

amoniacal. Posteriormente, los cortes se tifieron 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 balsamo. Los cortes tefiidos se visualizaron en

un microscopio invertido AX10 (Axio Observer Z1 Zeiss).

6.3 Determinacion de colesterol total en tejido hepéatico

La determinacion de colesterol total en muestras de higado de los diferentes grupos
experimentales se realiz6 por métodos previamente reportados por nuestro grupo
de investigacion (Nufio-Lambarri et al., 2016). Brevemente, se tomaron 0.03 g de
higado de cada raton, el cual se homogenizé en 1mL de PBS con ayuda de un
homogenizador de tejido tipo Potter-Elvehjem en viales de 1.5 mL, posteriormente
se agreg6 al vial 20 uL de KOH al 33% y 200 uL etanol al 95%, enseguida se
calentaron las muestras en agua a 60°C durante 15 min en una parrilla eléctrica.
Después, se agregaron 666 uL de hexano y 200 uL de agua al vial. Se colecto la
capa superior que contiene al hexanoy se sec6 con ayuda de un Speed-Vac durante
60 min. Se afiadieron 240 uL de una solucién de O-ftalaldehido disuelto en &cido
aceético (0.5 mg/mL) y 300 uL de &cido sulfarico concentrado, se agitaron los viales
y se colocé el producto de la reaccién en una placa de 96 pozos. Después, la
muestra fue leida a una absorbancia de 550 nm por triplicado. La cantidad de
colesterol fue determinada con ayuda de una curva estandar de colesterol.
Finalmente, los datos fueron normalizados por cantidad de proteina, la cual fue
cuantificada colorimétricamente utilizando el método del acido bicinconinico (BCA)

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

Para este ensayo, utilizamos el estuche de cuantificacion de triglicéridos (Sigma-
Aldrich, MAK266). En este ensayo, los triglicéridos se convierten en acidos 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 preparé una solucion estandar de 0.2 mM de triglicéridos
diluyendo 40 puL del estandar de triglicéridos con 160 uL de bufer de ensayo de
triglicéridos. Se realizd6 una curva estandar de concentraciones conocidas de
triglicéridos. Después, se realiz6 un homogenado de tejido hepatico (0.03 g) y luego
las muestras se calentaron a 80-100° C en un bafio Maria de agua durante 5 min.
Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente. Después, se centrifugaron con
ayuda de una microcentrifuga para eliminar cualquier material insoluble. Se hizo
una dilucioén 1:10 con agua destilada y se afiadieron 50 uL al pozo. A continuacion,
se afadieron 2 uL de lipasa al pozo y la mezcla se incubd durante 20 minutos en
un agitador horizontal. Se agregaron 50 uL del reactivo “master reaction mix” a cada
muestra y a la curva estandar, se incub6 durante 60 minutos a temperatura
ambiente en un shaker horizontal. La placa fue protegida de la luz con papel
aluminio. Finalmente, la placa fue leida a 570 nm en un lector de placa multimodal
Cytation ™ (BioTek).

La concentracion final de triglicéridos se calcul6 con la ayuda de la solucion estandar
de triglicéridos. Finalmente, los datos fueron normalizados por cantidad de proteina,

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

fabricante.

6.5 Western blot

Se prepard un homogenado de higado (0.03 g) en 300 ulL 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 plastico.
La lisis se realizd en frio. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a
14,000 rpm a 4°C durante 15 min. El sobrenadante se recuperé y se coloco en viales
nuevos de 1.5 ml y se almaceno a -70° C. La concentracion total de proteinas se
determind utilizando un kit de acido bicinconinico (BCA) (PierceTM, Thermo
Scientific) y con la ayuda de una curva estandar de albamina, bajo instrucciones del
fabricante.Los volumenes equivalentes a 30-50 pg de proteina se cargaron en geles
de acrilamida de 8-12%. Las proteinas se separaron por electroforesis a 120 V
durante 1.5 h. Las proteinas se transfirieron a membranas PVDF de 0.2 um (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 proteinas de nuestro interés (tabla 3) y -
actina (1:10,000 dilucién). A continuacion, las membranas se lavaron con TBS-T.
Después de eso, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario

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

uL de peroxido de hidrogeno. 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.

Proteina

GST

GPx 1/2

SOD2

GCS

GPx 4

Bax

Bcl-2

Bcl-xL

Actin

Anticuerpo
FL-218
Sc-292368
D(12)
Sc-133160
(A-2)
Sc-133134
(H-338)
Sc-22755
(E-12)
Sc- 166570
D-21
Sc-6236
(C-2)
Sc-7382
(H-5)
Sc-8392

A2066

Compaifiia

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Sigma-Aldrich

Dilucion

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:500

1:500

1:10000



6.6 Actividad de caspasa 3

Para determinar la actividad de la caspasa 3, se utilizé el ensayo comercial Ac-
DEVD-AMC Caspase-3 fluorogenic substrate BD de Pharmagen bajo instrucciones
del fabricante y como se report6 previamente en nuestro grupo (Dominguez-Pérez
et al.,, 2019). El ensayo contiene un tetrapéptido flurogénico sintético (Ac-DEVD-
AMC) gque se utiliza para cuantificar la actividad de la caspasa 3 en lisados de
células apoptoticas. La caspasa 3 corta el tetrapéptido entre D y AMC, liberando el
tripéptido fluorescente AMC que es cuantificado por espectrofluorometria a una
longitud de onda de excitacion de 380 nm y una longitud de emision de 420-460 nm.
Para este ensayo, se homogenizé una pequefa fraccion de higado (0.03 g) en buffer
de lisis y la muestra se incub6 en hielo durante 30 min. Se utilizé una placa de 96
pozos en donde se colocaron 20 pL del lisado, posteriormente se agregaron 5 uL
del tetrapéptido fluorogénico a cada pozo que contenga el homogenado y se incub6
durante 1 h a 37°C. La placa fue leida en un lector de placa multimodal Cytation ™

(BioTek).

6.7 Oxidacién de lipidos

Se homogenizo6 una fraccion de higado (0.05g) y se homogenizé en 1 mL de agua
destilada con un homogenizador tipo potter. Se tomaron 300 uL del homogenizado
de higado y se agregaron 700 uL de Tris-HCI 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 bafio Maria durante 45 min. Posteriormente las muestras fueron
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centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min y se leyo el sobrenadante a 532 nm en un

lector de placa multimodal Cytation ™ (BioTek).

6.8 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + SEM (error estandar de la media)
de al menos tres experimentos independientes. En todos los ensayos se llevo a
cabo un analisis de varianza (ANOVA), seguida por la prueba post hoc de Tukey
para la comparacién de grupos, utilizando el software Graph Pad Prism version 8.
Las diferencias entre los diferentes grupos fueron consideradas estadisticamente
significativas cuando el valor de p fue <0.05. Para el andlisis de agrupacién
jerarquica, y la generacion del heat map con los datos de las pruebas de funcién
hepatica y determinaciones bioquimicas, se utilizé el software Rstudio, previa

normalizacion de los datos mediante el Z-score de cada parametro.

7-Resultados

Dado que el alcohol es una substancia con valor caldrico, en el presente estudio se
ocuparon dietas isocaldricas con el objetivo de evaluar los efectos toxicos del
alcohol y sus metabolitos y no de las calorias que esta sustancia proporciona. La
adicion de colesterol a la dieta control y a la dieta alcohdlica, no afecto el contenido
calorico de las dietas, esto debido a que el colesterol, a diferencia de otro tipo de
lipidos, es una molécula con aporte calorico de cero. La medicion del consumo de
la dieta liquida se realiz6 de forma diaria previo a la colocacion de un nuevo

bebedero con dieta durante los catorce dias 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 liquida tanto en
machos como hembras, como se puede observar en la figura 1A y figura 1B
respectivamente. Sin embargo, encontramos una disminucion, en ratones macho,
en el consumo de la dieta alcohodlica al agregarle colesterol durante los primeros
tres dias del cotratamiento, figura 6A, aunque posteriormente el consumo fue

comparable con los demds grupos experimentales.
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Figura 6: Consumo de las diferentes dietas liquidas durante el transcurso del
modelo NIAAA. A) Variacion en el consumo de dieta en ratones C57BL/6J machos.
B) Variacion en el consumo de dieta en ratones C57BL/6J hembras HC: dieta alta
en colesterol, EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcohdlica més colesterol.

Para determinar si la dieta alcohélica provoca una ganancia en el peso corporal,
diariamente se registré 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 dias de tratamiento con las dietas isocal6ricas en machos
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y hembras respectivamente. Las figuras 7C y 7D muestran la comparacion 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.
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Figura 7: La dieta alcohdlica no altera el peso corporal. Los diferentes grupos
experimentales fueron tratados con una dieta liquida control durante tres dias,
posteriormente se le adhirié una dieta alcohdlica suplementada o no con colesterol,
lo cual no provocé 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 alcohdlica, EtOH + HC: dieta

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

diferentes grados de mortalidad. Diferentes reportes en la literatura indican que, la
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mortalidad del modelo NIAAA es menor respecto a otros modelos de dafio hepatico
por alcohol. Nosotros observamos, que la dieta alta en colesterol no ocasioné
muerte prematura en ratones macho; sin embargo, la dieta alcohdlica promovié la
muerte prematura de un raton a los seis dias de tratamiento con alcohol, efecto que
fue aumentado por la adicion de colesterol a la dieta alcohdlica (figura 8A). Por otro
lado, en hembras no observamos menor sobrevida al tratamiento con la dieta
alcohdlica, aunque si observamos muerte prematura durante el cotratamiento

(figura 8B). Esto puede deberse al numero de individuos utilizados en machos y
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hembras.
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Figura 8: La dieta alcohdlica mas colesterol provoca la muerte prematura en ratones
macho (A) y hembras (B) sometidos al modelo NIAAA. HC: dieta alta en colesterol, EtOH:
dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcohdlica mas colesterol.

Previamente, nuestro grupo de investigacion reportd6 que una dieta
hipercolesterolémica (2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio) promueve la
sobrecarga de colesterol en el higado, sensibilizando al 6rgano a un segundo insulto

(Nufio-Lambarri et al., 2016; Rosales-Cruz et al., 2018). En el presente trabajo, los
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ratones fueron sometidos a una cantidad menor de colesterol (1.25% p/v) con las
dietas liquidas, ya que las dietas con 2% de colesterol han sido consideradas por
diversos grupos de investigacién como una cantidad excesiva.

Con el objetivo de conocer si una ingesta menor de colesterol provoca compromiso
hepético a un segundo agresor, como el consumo de alcohol.

Después de 10 dias de tratamiento con las diferentes dietas, y posterior al sacrificio
de los animales, se realizé un registro fotogréafico del higado de los diferentes grupos
experimentales. La figura 9A muestra los higados de los diferentes grupos
experimentales. Encontramos que en los higados de los ratones tratados con la
dieta alcohdlica mas colesterol, el color del érgano fue palido (una caracteristica del
higado graso) en comparacion con higados de ratones sometidos a la dieta control.
Los ratones tratados solo con la dieta alcohdlica también mostraron un cambio en
la coloracion, ligeramente mas palidos.

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 higado. Al graficar el cociente peso del higado/peso ratén
no se observé cambio en los ratones macho con ninguna de las dietas utilizadas

(figura 9B).
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Figura 9: La dieta alcohdlica suplementada con colesterol provoca esteatosis
hepatica en machos. A) Se observé que la dieta alcohdlica provoca una coloracion
palida del higado, sin embargo, este fendbmeno se observé con mayor claridad
cuando se adiciond colesterol a la dieta alcohdlica. B) Cociente peso del higado entre
peso corporal de cada ratén. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohdlica,
EtOH + HC: dieta alcohdlica més colesterol.

Después de los tratamientos, los ratones hembra fueron sacrificadas y se evaluo la
morfologia del higado. En la figura 10A se muestra una imagen representativa de
los higados de los diferentes grupos experimentales. Las hembras tratadas con la
dieta control mas colesterol presentaron una coloracién palida méas notoria del
higado que los machos. Este fendmeno también fue observado en los ratones
tratados con la dieta alcohdlica mas colesterol. Cabe mencionar que en el grupo
tratado solo con la dieta alcohdlica se observé una morfologia similar a la del grupo

control. Registramos el peso del higado al finalizar los tratamientos. Observamos
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que, al igual que en machos, ninguno de nuestros tratamientos promovio

hepatomegalia (figura 10B).
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Figura 10: La dieta alcohdlica suplementada con colesterol provoca esteatosis
hepatica en hembras. A) Los higados de los ratones hembra tratadas con colesterol
y en combinacion de alcohol mas colesterol muestran un higado con esteatosis. B)
Cociente peso del higado entre peso corporal de cada ratén HC: dieta alta en
colesterol, EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcohdlica mas colesterol.

La histologia hepatica (figura 11A) por tincion con hematoxilina y eosina, muestra
una ligera esteatosis microvesicular, dilatacion del sinusoide hepéatico y desorden
del parénquima en los ratones machos tratados con la dieta alcohdlica. La histologia
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 hepatico respecto a los
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demés grupos en ratones hembra. Con la finalidad de corroborar la presencia de
esteatosis se determiné la concentracion de lipidos en tejido hepético de los ratones
macho. Se observé que la adicion de colesterol durante 10 dias incrementa los
niveles de este lipido hasta 4 veces la concentracion que en el grupo control. En el
grupo tratado sélo con la dieta alcohdlica se observé una tendencia al alza en la
concentracion de colesterol en tejido (figura 11B). Por otro lado, al medir la
concentracion de triglicéridos en tejido hepético encontramos que, en el grupo
tratado solo con colesterol los niveles de triglicéridos incrementaron de forma
significativa, sin embargo, este efecto no se observo en el cotratamiento. Al igual
gue en la concentracion de colesterol en tejido, se observé que el etanol no

incrementa los triglicéridos hepaticos (figura 11C).

PV: Portal vein, BD: Bile duct, CV: Central vein
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Figura 11: La dieta alcohdlica suplementada con colesterol provoca esteatosis
hepética en ratones macho. A) Se observd que la adicién de colesterol provoca
acumulacion de lipidos en higado, sin embargo, este fenbmeno se observo con
mayor claridad cuando se adicioné colesterol a la dieta alcohdlica. B) Contenido de
colesterol total en tejido hepatico de los diferentes grupos experimentales. C)
Cuantificacién de triglicéridos en tejido hepatico. HC: dieta alta en colesterol, EtOH:
dieta alcoholica, EtOH + HC: dieta alcohdlica méas colesterol, PC: control positivo

Dado que la acumulacién de lipidos en el higado es el primer signo de enfermedad
hepética, decidimos evaluar si el colesterol y el alcohol promueven una perdida en
la funcién del érgano. El dafio hepético promovido por el etanol y el colesterol fue
confirmado, en ratones macho, mediante la cuantificacion en suero de la actividad
enzimatica de marcadores de funcién hepética como son las transaminasas. En la
figura 12A se muestra que la actividad de la AST fue incrementada de forma
estadisticamente significativa por el tratamiento con colesterol y por la adicién de
colesterol a la dieta alcohdlica, sin embargo, la dieta alcohdlica per se, no
incrementd la actividad enzimética en suero de la AST. La figura 12B muestra la
actividad enzimética de la ALT en suero de ratones macho al finalizar los
tratamientos. A diferencia de la AST, la dieta alta en colesterol no incremento los
niveles de la ALT en suero, sin embargo, la dieta alcohdlica promovié un aumento
significativo de esta enzima en suero, efecto que fue similar en el grupo tratado con
ambos agentes toxicos. Los resultados anteriores indican de forma muy clara que,
la combinacion de la ingesta cronica de alcohol y colesterol, promueven dafio
hepatico de tipo necrotico. Dado que, la dieta alta en colesterol puede promover la

acumulacion de colesterol en el sistema circulatorio, asi como en tejidos
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extrahepéticos, nosotros medimos la concentracion de lipoproteinas 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
concentracion de triglicéridos en suero, en donde encontramos que solo el

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

control.
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Figura 12: El cotratamiento de alcohol mas colesterol altera la funcionalidad hepatica
en ratones macho. El cotratamiento de la dieta alcohélica provocé un aumento en la
actividad de AST y ALT, ambos marcadores de dafio y funcionalidad hepatica. HC:
dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcoholica, EtOH + HC: dieta alcohdlica mas
colesterol. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

44



A diferencia de los machos, las hembras tratadas con las diferentes dietas no

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

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

alcohdlica fue el unico tratamiento que provoco un aumento en la concentracion de

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

observado en machos.
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Figura 13: El cotratamiento de alcohol mas colesterol no altera la funcionalidad
hepatica en ratones hembra. El cotratamiento de la dieta alcohodlica provocd un
aumento, que no fue estadisticamente significativo, en la actividad de AST y ALT,
ambos marcadores de dafio y funcionalidad hepética. HC: dieta alta en colesterol,
EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcoholica mas colesterol. *P<0.05.
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La histologia hepatica de los ratones hembra (figura 14A) muestra una mayor carga
de lipidos en el parénquima hepatico de los ratones tratados con la dieta control
mas colesterol, sin embargo, en las hembras tratadas con la dieta alcoholica mas
colesterol se observo una esteatosis mixta, en la cual se observa mayor desorden
del parénquima hepético en comparacion con los ratones tratados con la dieta
control. Cabe mencionar que en este grupo se encontrd mayor infiltrado inflamatorio
en las areas correspondientes al sinusoide. Por otro lado, la dieta alcohdlica per se
promueve el desarrollo de una esteatosis microvesicular en hembras, mismo efecto
gue fue observado en machos. Para corroborar la sobrecarga de lipidos en el tejido
hepatico, se determind la concentracion de colesterol y triglicéridos en tejido. En la
figura 14B se observa que la adicion de colesterol a las dietas liquidas, aumenta
hasta siete veces la concentracion de este lipido respecto al grupo control. La dieta
alcohdlica, al igual que en machos, incrementd los niveles de colesterol, aunque de
acuerdo con el andlisis estadistico realizado, dicho incremento no fue
estadisticamente significativo. En el grupo tratado con alcohol mas colesterol se
observd un incremento significativo en la concentracion de triglicéridos (figura 14C),
fendbmeno que no fue observado en machos. De esta forma, el incremento en la
concentracion de colesterol y triglicéridos encontrada en ratones hembra tratadas
con alcohol mas colesterol, corrobora lo observado en la histologia hepéatica del

Mismo grupo.

46



dekkk
Fedkdkok

N
o

Fkkk

N
S

-
o

-
o

Liver cholesterol content
(ng/ mg prot)

[4) x
e‘p‘b
C i %
sk
401 <
» ——
(]
2 o 301 {_
i i
o
E’Ezo- . JJ:—
o
S c
= Ay
Ll

PV: Portal vein, BD: Bile duct, CV: Central vein

Figura 14: La dieta alcohdlica suplementada con colesterol provoca esteatosis hepética
en hembras. Se observé que, a diferencia de los machos, la adicion de colesterol provoca
acumulacion de lipidos en higado, sin embargo, este fendbmeno fue también observado
en el cotratamiento de alcohol mas colesterol. B) Cuantificacion de colesterol total en
higado de ratones hembra. C) Cuantificacion de triglicéridos en tejido hepatico de
hembras. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta
alcohdlica mas colesterol, PC: Dieta Western. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001,

Dado que el consumo de dietas altas en colesterol esta asociado con
hipercolesterolemia (aumento de colesterol en sangre), lo cual puede predisponer
al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y promover un dafio sistémico,

decidimos evaluar los niveles de colesterol en suero de los diferentes grupos
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experimentales. Sorprendentemente, la dieta alta en colesterol no promovi6 el
incremento de este lipido en suero de ratones macho, sin embargo, el co-
tratamiento si provoca un incremento en la concentracion sérica de colesterol, lo
cual pudiera sugerir la incapacidad del higado para el manejo de lipidos debido al
dafio hepético inducido por el cotratamiento (figura 15A). Por otro lado, a diferencia
de los machos, la dieta alta en colesterol dejé un incremento significativo en la
concentracion de este lipido en suero. Opuesto a lo observado en machos, el
cotratamiento no incrementd los niveles de colesterol sérico en ratones hembra
(figura 15B). Cabe mencionar que la dieta alta alcohdlica no tuvo efectos sobre la

concetracion sérido de colesterol tanto en machos como hembras.
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Figura 15: La dieta alta en colesterol provoca una hipercolesterolemia de manera
diferencial entre machos y hembras. A) Concentracion sérica de colesterol en
machos. B) Concentracién sérica de colesterol en hembras. HC: dieta alta en
colesterol, EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcohdlica mas 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 funcion hepatica y
otros valores bioquimicos entre machos y hembras, se realiz6 un andlisis 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 normalizacién, se realiz6 un mapa de calor (heat map) con
dendograma, con la finalidad de observar que género presentdé mayor compromiso
hepético durante los diferentes tratamientos. Después de la normalizacion, los
valores del Z-score por debajo de la media 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 intensificd hacia el verde
o rojo, de acuerdo con el valor bioguimico. Finalmente, los valores cercanos a la
media de cada parametro, fueron representados con color negro.

En la figura 16 se observa de forma clara que, las hembras presentaron mayor
sobrecarga de lipidos en tejido hepatico, datos que coinciden con el analisis
histoldgico, particularmente cuando son tratadas con alcohol mas colesterol, Es de
notarse que los niveles de AST fueron més elevados en hembras respecto a los
machos. Por otro lado, se observé que la dieta alcohdlica 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 hepatica debida al cotratamiento, de igual
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manera, los machos desarrollan un mayor dafio necroético, a juzgar por el valor de

ALT encontrado cuando fueron tratados con la dieta alcohoélica mas colesterol.
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Figura 16: Heatmap de datos bioquimicos y de pruebas de funcion hepatica. La escala
de color indica el rango de cada dato de las determinaciones bioquimicas.
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Una de las principales consecuencias de la sobrecarga de colesterol a nivel hepatico
es la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Mari, 2006), efecto que
también es provocado por el etanol y su metabolismo. Debido a esto, se evaluo la
oxidacion de lipidos, como un efecto provocado por el incremento de las ERO en
machos. La oxidacion de lipidos fue evaluada por la reaccion de especies reactivas
al 4cido tiobarbitarico (TBARS). Sorprendentemente, la sobrecarga de colesterol
hepético inducido por la dieta alta en colesterol, y la dieta alcohdlica, no generaron
un incremento en la oxidacién de lipidos (figura 17A). Debido a este resultado,
decidimos evaluar algunas proteinas encargadas de la destoxificacién de las ERO.
Se determiné el contenido de proteinas antioxidantes mediante Western blot. La
figura 17B muestra que la dieta alta en colesterol y el cotratamiento, incrementan el
contenido proteico de la cisteina-glutamato ligasa (GCS), primer enzima involucrada
en la sintesis de GSH, lo cual sugiere que dichos tratamientos demandan la sintesis
de este antioxidante endégeno. Por otro lado, la GSH-S transferasa (GST), enzima
encargada en reacciones de conjugacién en reacciones de fase Il para la
eliminacién de xenobidticos, se incrementé de forma significativa por el tratamiento
de alcohol y la adicidn de colesterol a éste. Finalmente, los diferentes tratamientos,
no afectaron el contenido proteico de la superdxido dismutasa 2 y la glutation
peroxidasa 1y 2 respecto al control. De esta forma, se observa claramente que los
tratamientos experimentales promueven el incremento y uso del GSH como
mecanismo de proteccidon y detoxificacion, lo cual puede responder el por qué no
encontramos diferencia en el ensayo de oxidacion de lipidos por TBARS (figura

17A).
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Figura 17: El tratamiento de alcohol mas colesterol promueve la sintesis y uso del
GSH. A) Ensayo de especies reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS), muestra
ninguno de los tratamientos promueve un incremento en la oxidacion de lipidos. B)
Contenido proteico de enzimas antioxidantes. La actina fue usada como control de
carga. HC: dieta alta en colesterol, EtOH: dieta alcohdlica, EtOH + HC: dieta
alcohdlica més colesterol.

Bajo condiciones de estrés, una célula puede activar mecanismos de proteccion
celular con el objetivo de disminuir el dafio, sin embargo, cuando estos mecanismos
de proteccion son superados, la célula activard mecanismos de muerte celular
controlada, como la apoptosis, la cual minimiza el dafo 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 dinamica mitocondrial

(Dominguez-Pérez, et al, 2019). Debido a esto se evaluo si los tratamientos con
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alcohol, colesterol y/6 la combinacion de ambos promovian la apoptosis celular en
las muestras de tejido hepatico 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 mas detallada si los
diferentes tratamientos pudieran estar impidiendo la apoptosis, se evalud el
contenido proteico de diversos factores involucrados en la apoptosis celular. En la
figura 18B, se muestra el contenido de proteinas antiapoptoticas y proapoptoticas
evaluadas por Western blot. Observamos que la dieta alcohdlica, al margen del
modelo NIAAA, provoca una disminucion en el contenido de proteinas
antiapoptoticas como Bcl-2 y Bcel-xL, ademas del incremento de la proteina Bax, la
cual tiene una funcion proapoptética. Estos resultados, en conjunto con la actividad
de la caspasa 3, sugieren que aunque la dieta alcohdlica no provoca muerte celular
por apoptosis, puede sensibilizar al higado para que ésta se lleve a cabo, muy
probablemente, posterior a los tiempos evaluados. Por otro lado, encontramos que
la adicion de colesterol a las dietas liquidas no afecta la presencia de factores
antiapoptoéticos como Bcl-2 y Bcl-xL, lo cual sugiere que, en nuestro modelo, el
colesterol esta ejerciendo un efecto de proteccion 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 alcoholica sensibiliza a la muerte
por apoptosis, efecto que es prevenido por la adicion de colesterol. Cabe mencionar
que el cociente se realiza entre Bax y Bcl-2 por la interaccion fisica que tienen

ambas proteinas, ademas del papel antagénico de Bcl-2 sobre la actividad de Bax.
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Figura 18: La sobrecarga de colesterol en tejido hepéatico inhibe la sensibilizacién a la
apoptosis ejercida por el consumo crénico de etanol. A) Actividad de caspasa 3 en los
diferentes grupos experimentales. Se utilizé6 una muestra de tejido hepatico de un ratén
tratado con Jo2 (300mg/kg) como control positivo de apoptosis. B) Contenido proteico
de proteinas 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
alcohdlica, EtOH + HC: dieta alcohdlica mas colesterol. *P<0.05, **P<0.01.
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8- Discusion

El consumo crénico de alcohol es uno de los principales factores etioldgicos de dafio
hepatico en paises a nivel mundial. Datos epidemiolégicos sugieren que ademas de
la cantidad y tipo de alcohol consumidos, las dietas altas en lipidos pueden
promover el desarrollo de esteatosis hepatica, entre otros problemas
gastrointestinales (Seitz et al., 2018; Mitra et al., 2020). Como se mencioné
previamente, otros grupos de investigacion y el nuestro, hemos demostrado que
mas que la cantidad de lipido ingerido, es el tipo de lipido el que puede promover
con mayor facilidad el desarrollo de la enfermedad hepatica. En este sentido, se ha
determinado que el colesterol provoca efectos inflamatorios, oxidantes y también
funciona como un promotor de tumores (Dominguez-Pérez et al., 2019; Mari et al.,
2006; Lopez-Islas et al., 2016; Enriquez-Cortina et al., 2017; Simoni-Nieves et al.,
en preparacion).

En este trabajo utilizamos uno de los modelos considerado como de los mas
adecuados para el estudio de los efectos del consumo crénico de alcohol en el inicio
del dafio hepético. Utilizando este modelo agregamos colesterol a este modelo con
la finalidad de generar sobrecarga de este lipido en el higado y asi 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 cronico con alcohol provoca un mayor compromiso hepatico
en un modelo preclinico de estadio 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 dafio en el inicio de la enfermedad hepatica alcohdlica
(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 combinacién en
modelos murinos, sin embargo, estos reportes muestran los efectos de estos toxicos
en modelos cronicos de al menos cinco semanas de tratamiento, en donde se
describe como la combinacion de ambos agentes en combinacién, aceleran la
progresion de la EHA, precipitando el desarrollo de estadios més avanzados de la
enfermedad como la inflamacion, 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 dafio hepatico 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 considero relevante evaluar la diferencia entre ratones
de diferente sexo en nuestro modelo preclinico.

Observamos que, la adicion de alcohol y colesterol a las dietas Lieber-DeCarli
comercial no afectd el consumo de las dietas liquidas, las cuales son isocaldricas,
lo que permite evaluar los efectos del alcohol y no de las calorias que ésta sustancia
proporciona. Por otro lado, el colesterol al ser un lipido sin aporte calérico, nos
permite evaluar los efectos de este en un contexto de toxicidad. Algunos trabajos
experimentales reportan que la administracion cronica de alcohol disminuye el

consumo de la dieta (Guillot et al., 2019; Kwon et al., 2014). En contraste, la adicion
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de estos agentes no afect6 el consumo en nuestro modelo, como ha sido reportado
previamente (Li et al., 2019). Este fendmeno puede explicarse debido al tiempo de
tratamiento del disefio experimental. Algunos trabajos muestran que el
acetaldehido, y no el etanol, es la substancia que provoca aversion 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 acumulacién del acetaldehido, por lo cual
el efecto de aversion a la dieta alcohdlica no es observado, fendmeno que si fue
observado en el disefio experimental con disulfiram (datos no mostrados), farmaco
que inhibe la actividad de la ALDH y por tanto aumenta los niveles de acetaldehido
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 Liy col (2019), en donde un tratamiento
con alcohol, o colesterol, y la combinacién de ambos durante cinco semanas no
afecto6 el peso corporal en ratones de la cepa ICR (Li et al., 2019). Asi mismo, las
diferentes dietas no afectaron el cociente entre el peso del higado y el peso corporal
del ratéon, como se observa en las figuras 9 y 10. Esta reportado que el alcohol
acelera el transporte reverso del colesterol y de su excrecién a través de la via biliar,
lo que es utilizado por el sistema como un mecanismo de proteccion para evitar la
acumulacion de dicho lipido en el higado (Li et al., 2016). Por otro lado, la misma
sobrecarga de colesterol promueve una inhibicion en genes responsables de la
sintesis de acidos biliares, aunque dicho efecto ha sido atribuido al colato de sodio
(Solsona-Vilarrasa et al., 2019; Enriquez-Cortina et al., 2017), compuesto que
usualmente acompafia al colesterol en diferentes dietas comerciales, por lo tanto el

incremento en el peso del higado observado por Dominguez-Pérez y colaboradores,
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puede deberse a la inhibicion en la eliminacién del colesterol del higado a través de
la via biliar que promueve el colato de sodio, y no necesariamente al colesterol.
Cabe mencionar que en nuestro trabajo, no se agrego colato de sodio a las dietas
liguidas, lo cual puede explicar la ausencia en la ganancia de peso del 6rgano.

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 investigacion report6 los mismos datos que nuestro
grupo, donde indican que, en el modelo NIAAA, la dieta alcohdlica 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 nimero 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 evaluacion histoldgica con el objetivo de conocer
como los diferentes tratamientos pudieran afectar la arquitectura del parénquima
hepético. Observamos que la adicion de colesterol a la dieta liquida control indujo
una esteatosis microvesicular y alteraciones en el parénquima hepético, la cual fue
mas notoria en hembras respecto a machos, como se muestra en las figuras 11y
14. La dieta alcohdlica promovié una esteatosis microvesicular y alteraciones en el
parénquima hepatico tanto en machos como en hembras. Por otro lado, la
combinacion de alcohol y colesterol provoco un desarreglo del parénquima hepatico
y la presencia de células inflamatorias a lo largo del campo observado, en hembras
se observé una esteatosis mixta, mayor desorden del parénquima hepéatico y
presencia de infiltrado inflamatorio a lo largo del campo observado, sugiriendo que

en hembras la sobrecarga de lipidos en el tejido hepatico es mayor. A pesar de que
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en el presente trabajo no se caracterizo el infiltrado inflamatorio, multiples reportes
en la literatura muestran que el tratamiento con alcohol promueve el reclutamiento
de neutrofilos como primer mecanismo de eliminacion de células dafiadas y de
patégenos. Sin embargo, en modelos crénicos ha sido reportado que los principales
tipos celulares de caracter inflamatorio son en primer lugar los macréfagos y
después los neutrofilos (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 morfologia de
las células inflamatorias en los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina, se sugiere
que las células del infiltrado inflamatorio podrian ser neutrofilos.

Con la finalidad de corroborar el tipo de lipido que el higado almacené en respuesta
a los tratamientos, se considerd0 importante determinar la concentracion de
colesterol total y triglicéridos tanto en machos como en hembras. Los resultados
muestran que la adicién de colesterol a la dieta control y alcohélica incrementé la
cantidad de este lipido en tejido hepético tanto en machos como hembras. Por otro
lado, el consumo crénico de alcohol no mostré incremento significativo respecto al
grupo control. Al evaluar la concentracion de triglicéridos, encontramos un efecto
diferencial entre géneros. Observamos que en ratones macho la concentracion de
triglicéridos increment6 solo en el tratamiento con la dieta alta en colesterol, efecto
que no fue observado en hembras, por otro lado el cotratamiento provocé un notable
aumento de triglicéridos, como se aprecia en la histologia hepatica. El incremento
en la concentracion de triglicéridos en machos debido al tratamiento con la dieta alta
en colesterol, correlaciona con una disminucion en la concentracion de triglicéridos
en suero (figura 12D), lo cual sugiere que el incremento de este lipido, mas que por

lipogénesis de novo, podria ser por el transporte de triglicéridos al higado, esto con
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el objetivo de esterificar al colesterol y disminuir los efectos toxicos del colesterol
libre (Mari et al., 2006; Mari et al., 2014).

Como se muestra en la figura 12, el tratamiento con colesterol tanto con la dieta
control como en la alcohdlica, provoco un incremento significativo en la AST a nivel
sérico. Al evaluar la actividad en suero de la ALT, un marcador mas especifico de
dafio hepatico, encontramos que la dieta alcohdlica y el cotratamiento con colesterol
incrementa de forma significativa los niveles de la ALT sérica. Estos datos sugieren
que la adicion de colesterol a la dieta alcohdlica promueve mayor compromiso
hepéatico, como ha sido reportado recientemente (Lopez-Islas et al.,, 2016;
Krishnasamy et al., 2016).

Al realizar un analisis de agrupamiento y la generacion de un heat map (figura 16),
encontramos que el cotratamiento en ratones hembra promueve una mayor
acumulacion de lipidos en el tejido hepatico respecto a los ratones macho. Por otro
lado, el gréfico sugiere que el co-tratamiento en machos promueve mayor
compromiso hepético, a juzgar por un mayor incremento en las transaminasas,
particularmente en la ALT. Debido a esta razén, decidimos evaluar mediante
Western blot, el contenido proteico de enzimas relacionadas al sistema antioxidante
y proteinas relacionadas con la muerte celular por apoptosis en ratones macho.
Dado que esta reportado que el colesterol, el alcohol y su metabolito, el
acetaldehido, incrementan las ERO y generan dafio oxidante en el hepatocito, se
evaluo la oxidacion de lipidos a traves del ensayo de substancias reactivas al acido
tiobarbittrico, como primer efecto del estrés oxidante (Arauz et al., 2016.). Como se
observa en la figura 17A, curiosamente, ninguno de los tratamientos aumento la

concentracion de lipidos oxidados. Debido a este resultado, decidimos evaluar el
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contenido proteico de enzimas relacionadas con la destoxificacion de ERO.
Encontramos que los diferentes tratamientos no aumentaron el contenido de la
superoxido dismutasa mitocondrial (SOD-2) y la glutatiébn peroxidasa 1 y 2, las
cuales se encargan del manejo del anidn superéxido y del peroxido 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 enzimética de estas proteinas. Por otro lado, al evaluar el
contenido proteico de enzimas relacionadas con la sintesis del glutation, el principal
antioxidante enddgeno de la célula, encontramos que tanto el colesterol como el
cotratamiento aumentaron de forma significativa el contenido de la gamma-
glutamilcisteina sintasa (y-GCS), lo cual sugiere que ambos tratamientos provocan
una demanda en la sintesis del glutation, quiz4 por un aumento de agentes
oxidantes, como lo reportamos previamente (Nufio-Lambarri et al., 2016; Rosales-
Cruz et al., 2018). Cabe mencionar que el tratamiento solo con la dieta alcohdlica
no promovié la sintesis del glutation al finalizar el tratamiento, sin embargo, seria
interesante evaluar el contenido proteico de esta enzima en tiempos mas
tempranos, con la finalidad de evaluar si en algdn momento del tratamiento el
consumo de la dieta alcohdlica provoca una demanda en la sintesis del glutation.
Por otra parte, la glutation S-transferasa es una enzima que participa en reacciones
de conjugacion de fase Il para la destoxificacion de xenobidticos a través de
catalizar la conjugacion del glutation con moléculas hidrofobicas para su facil
eliminacion (Gallardo et al., 2014). Encontramos que el tratamiento con alcohol de

forma cronica, y la adicion de colesterol a la dieta alcoholica, promueven un
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incremento significativo en el contenido proteico de la glutation S-transferasa (GST),
sugiriendo que a pesar de los tratamientos el sistema de destoxificacién de fase Il
por la GST aun 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 (Dominguez-Pérez et al., 2019), sin embargo, en
este trabajo encontramos que en la dieta alta en colesterol no incremento6 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 sintesis y uso del glutation para la destoxificacion de productos
originados por agentes oxidantes generados por el colesterol y el alcohol, esto
explica la ausencia en la oxidacion de lipidos, como se observa en la figura 17A.
Dado que la muerte celular es un evento clave en el dafio por alcohol; ademas,
recientemente se ha reportado que el colesterol puede modular este fenébmeno,
decidimos evaluar la muerte celular por apoptosis (Ribas et al., 2014; Naghdi et al.,
2018; Mari et al., 2009). El primer ensayo que realizamos fue medir la actividad de
la caspasa 3, un ejecutor candnico de la apoptosis intrinseca y extrinseca.
Observamos que a diferencia de la literatura, el tratamiento con alcohol no promovié
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 lipido téxico, no promueve un incremento en la
actividad de la caspasa 3 (Dominguez-Pérez et al., 2019).

Posteriormente, evaluamos algunos marcadores canodnicos de la apoptosis a través

de ensayos de Western blot. Encontramos que los ratones alimentados con la dieta
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alcohodlica disminuyeron de forma significativa su contenido de proteinas
antiapoptoticas como Bcl-2 y Bcl-xL, las cuales se encargan de impedir la salida de
componentes pro apoptoticos de la mitocondria, sin embargo, a pesar de esta
disminucibn en ambas proteinas, no encontramos diferencia en la proteina
proapoptotica Bax. Dado que, al determinar la actividad de la caspasa 3, no
encontramos diferencias entre los diferentes tratamientos, evaluamos el contenido
proteico de la proteina Mcl-1, la cual también posee funcionas antiapoptéticas y
compensa la funcion de Bcl-2 cuando esta proteina estd 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
cronico con alcohol no promueve la muerte celular por apoptosis en nuestro modelo,
sin embargo, si hay una sensibilizacion a este evento, como puede observarse por
el cociente entre el contenido proteico de Bax/Bcl-2 (figura 18C).

Por otra parte, se observo claramente que la adicién de colesterol a la dieta
alcohdlica evito la disminucion de proteinas antiapoptoéticas, lo cual sugiere que el
colesterol evita la muerte celular por apoptosis, un fenémeno que ha sido estudiado
en los ultimos afios (El Bassat et al., 2014; Garcia-Ruiz et al., 2016; Garcia-Ruiz et
al., 2009). Como se ha reportado, la sobrecarga de colesterol en higado,
particularmente en los hepatocitos, promueve que este lipido sea transportado a la
mitocondria, en donde provoca un cambio en la dinamica mitocondrial y en el
potencial de membrana, lo cual impide, ante ciertos estimulos, la salida al citosol de
componentes apoptoticos (Garcia-Ruiz et al., 2016; Dominguez-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 investigacion
reportaron que la adicién de colesterol a una dieta alcohdlica 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
cronicos 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 dafio hepéatico
promovido por estos agentes cuando coexisten, ademas de que sugiere que en
modelos crénicos la muerte celular se da por apoptosis y necrosis (Krishnasamy et
al., 2016; Li et al., 2019). En nuestro modelo, se sugiere que la adicién de colesterol
a las dietas liquidas promueve una respuesta celular adaptativa, la cual evita la
muerte celular, empero, este evento de adaptacidén puede evitar la muerte de células
provocada por el dafio ejercido por el alcohol, y particularmente por el acetaldehido
sobre el DNA, lo cual podria culminar en la carcinogénesis del higado (Enriquez-

Cortina et al., 2017; Garcia-Ruiz et al., 2016; Simoni-Nieves et al., en preparacion).

O- Conclusiones

Como se demostrd en este trabajo, nuestros datos sugieren que la sobrecarga de
colesterol en higado promueve mayor sensibilizacion a los efectos toxicos del
alcohol, aumentando la necrosis hepatica en ratones macho y la carga de lipidos,
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 sintesis de glutation, 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 sintesis de
glutation y la destoxificacion de xenobi6ticos mediante enzimas de fase Il, como la
GST, enzima encargada de la eliminacion de xenobiéticos mediante la conjugacion
de estos con el glutation.

El tratamiento crénico con alcohol sensibiliza al higado a la apoptosis, sin embargo,
este efecto es inhibido por la adicion 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 fendmeno puede promover mayor compromiso hepatico, al
evitar que los hepatocitos dafiados por el alcohol mueran de forma controlada y asi
evitar el dafo 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 diagnéstico y terapéuticos que ayuden a

contrarrestar los efectos del consumo crénico de alcohol.
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resolvieron:
JOSE MANUEL ALONSO MORA
ALUMNO
- v
) . APROBAR
REVISO
A Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicéd al
interesado el resultado de la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
DIRECTORA DE SISTEMAS ESCOLARES
v . >
DIRECTORA DEpL(A DIVISION DE CBS PRESIDENTA
7 N /
N\
()
DRA. SARA LU[_(;‘IA CAMARGO RICALDE
VOCAL VOCAL S RI
DRA. ESPERANZA RIELA GUTIERREZ DRA. MARIA DEL REFUGIO DENISE CLAVIJO DR. JAIME ARELLAN LEDO
REYES CORNEJO
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