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RESUMEN. Los cambios en los estados de fosforilacién de proteinas han sido asociados a numerosas patologias de diferentes
origenes y severidad, y estas alteraciones, pueden estar vinculadas a estrés oxidativo y modificaciones en proteinas quinasas y
fosfatasas. En este sentido, la terapia con adriamicina ha sido vinculada con estrés oxidativo cardiaco y hepatico con subsecuente
disfuncion de tales 6rganos. Adicionalmente, al estrés cardiaco por adriamicina, el higado podria representar otro blanco toxico
de la droga. Sin embargo, las alteraciones hepéaticas han sido pobremente estudiadas. En este trabajo se estudio el patron de
fosforilacion de proteinas de tejido hepatico, ante la administracién de adriamicina. Ratas Sprague Dawley se distribuyeron en
cuatrogrupos al azar: control, adriamicina, carnitina y adriamicina-carnitina. Los tratamientos administrados por via intravenosa
(VI) cada tres dias/3 dosis fueron: 5 mg/Kg de peso de ADR y 20mg/Kg de peso de carnitina y combinando ambos agentes. Los
animales se sacrificaron, tomandose el I6bulo hepatico medio para ensayos de: fosforilacion con [a 32 -P] ATP, inmunodeteccion
de fosfoproteinas en serina y tirosina, proteina JNK y C-jun. Los patrones de fosforilacién de proteinas entre los grupos fueron
diferentes observandose mayor expresion de proteinas fosforiladas en los grupos adriamicina. La carnitina revierte el efecto
sobre la fosforilacion comportandose como hepatoprotector ante la droga. Palabras Claves: Adriamicina, higado, fosforilacion
de proteinas, L-carnitina, JNK, C-jun.

STUDY OF PROTEIN PHOSPHORYLATION MECHANISM INDUCED BY ADRIAMYCIN IN
HEPATIC TISSUE WITH OR WITHOUT L-CARNITINE PROTECTION

ABSTRACT. The changes in the pattern of protein phosphorylation have been associated to numerous pathologies of different
origins and severity; these alterations can be linked to oxidative stress and subsequent modifications in the protein kinases and
phosphatases. In this regard, adriamycin therapy have been related to the heart and liver oxidative stress and organ disfunction.
Therefore, in addition to the heart, the liver might be another adriamycin toxic target. However, adriamycin liver alterations have
been poorly studied. The aim of this work was to determined liver protein phosphorylation before and after adriamycin
administration. Female Sprague-Dawley rats (n=3), 40-60g body weight, were randomized into four groups: control, adriamycin,
carnitine and adriamycin-carnitine. Saline adriamycin (15mg/Kg body weight) and carnitine (20 mg before adriamycin) were
given intravenously (0,1 ml). Samples from the medium liver lobe were taken for biochemical experiments including
phosphorylation with [& 32 -P] ATP, inmunodetection of phosphoproteins in serine and tirosine, JNK and C-jun proteins. The
protein phosphorylation was different between the groups studied. The greater expression of protein phosphorylates was
determined in the adriamycin group. We suggest that there is a relationship between carnitine administration and decreased
expression of protein phosphorylates. Carnitine may be a hepatoprotector. Key words: Adriamicine, liver, protein phosphorylation,
L-carnitine, JNK, C-jun.

INTRODUCCION apoptosis y generacion de radicales libres'®. La ADR se
metaboliza casi totalmente en el higado, una parte que
no se metaboliza se elimina por la orina y otra pequena
parte se excreta por la bilis. Esta droga puede causar
toxicidad: hematoldgica, gastroentérica, hepatica y
cardiaca; es por ello que su uso se ve limitado en algunos
casos 0 se combina con otros compuestos para mitigar
los efectos toxicos y mantener el efecto terapéutico
deseado. La L-carnitina (L-car) es utilizada ampliamente
como terapia conjunta con la ADR debido a sus efectos
citoprotectores. Esta sustancia es sintetizada en el higado
en forma fisioldgica pero es necesaria su administracion
exodgena para lograr efectos terapéuticos. La reduccién
enzimatica generada por la ADR a través de una variedad
de oxidasas, reductasas y deshidrogenasas produce
especies oxigeno reactivas incluyendo radicales libres
oxidrilos y anién superoéxido produciendo estrés oxidativo
en el entorno celular®, el exceso de radicales libres es
acompafado de un incremento en la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados. Por su naturaleza lipofilica
la ADR se une a las membranas celulares y a proteinas
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La arquitectura hepatica puede verse alterada luego
del uso de ciertas drogas, y farmacos como es el caso
de la adriamicina (ADR), ocasionando una patologia
hepatica. Las alteraciones hepaticas inducidas por la
ADR han sido poco estudiadas a pesar de las evidencias
de disfuncién hepatica relacionadas a las terapias con
este agente antitumoral?. La ADR pertenece al grupo de
los antibidticos tipo antraciclinas y esta firmemente
establecido como el agente terapéutico mas utilizado en
el tratamiento de una gran variedad de tumores*. Su accién
antitumoral aun no ha sido clarificada, pero se han
propuesto mecanismos para tratar de explicar su modo
de accion; se cree que sus efectos biolégicos pueden
ser los responsables de la inhibicién del crecimiento de
la célula tumoral; entre estos efectos tenemos:
interferencia con la sintesis de macromoléculas, unién
covalente al ADN que dificulta la expresion de proteinas,
inhibiciéon de la topoisomerasa Il, interferencia en la
progresion del ciclo celular en la fase G2, la induccion de



sistemas regulados por calcio y la consecuente alteracién
en la produccion de energia, expresada en una
disminucién de los niveles de ATP"'4%, Durante el dafio
citotoxico se liberan macromoléculas y proteinas
esenciales para el funcionamiento normal de las células
que pueden considerarse determinantes bioquimicos
potenciales. Dentro de estos determinantes bioquimicos
las proteinas MAP quinasas son proteinas serinas/
treoninas quinasas que se activan por fosforilacion dual
en ambos aminoacidos. Son importantes componentes
de las vias de senalizacién que traducen estimulos
extracelulares al interior celular. Datos recientes sugieren
que la proteina JNK perteneciente al grupo de las MAP
quinasas, es activada en respuesta a diferentes tipos de
estrés celular que induce dafio al ADN como el producido
por ADR?®'. En este trabajo se evalla la induccion de la
fosforilacién de proteinas como respuesta celular del
tejido hepatico luego del tratamiento con ADR con o sin
protecciéon con L-car.

MATERIALES Y METODOS

Modelo Experimental y protocolo de Administracio.

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague Dawley
de aproximadamente 40 a 60 g de peso corporal y 21 dias
de nacidas adquiridas en el Bioterio del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (Caracas-
Venezuela). Las ratas se distribuyeron al azar en cuatro
grupos de trabajo de 3 individuos cada uno: control (CON)
(agua destilada, via intravenosa (VI) 0,1ml), adriamicina
(ADR) (5mg/Kg de ADR en 0,1 ml de agua destilada, tres
subdosis iguales cada tres dias VI), carnitina (CAR) (20
mg/Kg de L-car en 0,1 ml de agua destilada VI) y
adriamicina-carnitina (ADR-CAR) (ADR y L-car en las
dosis anteriores). Luego de la ultima subdosis de ADR,
los animales fueron sacrificados con vapores de
cloroformoy el higado fue disecado. Lo anterior, siguiendo
las normas especificadas en “Guide for Care and Use of
Laboratory Animals “of the U.S. National Institute of Health
(NIH publication N2 85-23, revised 1985).

Materiales

La L-car fue donada por Laboratorios Elmor S.A
(Caracas-Venezuela), la ADR fue suministrada por Sigma
Company (Miami USA) y el resto de los reactivos fueron
de grado analitico.

Obtencion de las muestras y lisis celular

Los I6bulos medios hepaticos removidos se colocaron
en amortiguador fosfato salino (PBS). Luego se
seccionaron en bloques de 2-4mm de diametro en
amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.4. Los bloques se
colocaron en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 735¢g
por 1 minuto, se descart6 el sobrenadante y el sedimento
se resuspendié en 1 ml de amortiguador de extraccién
Tris-HCI 20mM pH 7.4, PMSF 1mM y EDTA 2mM. Se
homogenizé el material, se centrifugo a 16.000g por 10
minutos y se conservo el sobrenadante a -20° C hasta el
momento de su uso.

Determinacion de Proteinas.

Se realiz6 mediante el microensayo de Bradford®.
Anadlisis de Electroforesis y Western blot.

Los homogenatos de los higados se trataron con
amortiguador de muestra que contenia SDS al 2% y se
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desnaturalizaron por calor durante 5 minutos. Las
proteinas fueron separadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10% segun el método de Laemmli,?.
Los volumenes de muestra se colocaron en cada bolsillo,
respetando la linealidad de concentracion de proteinas
en todas las muestras estudiadas. Las proteinas fueron
transferidas a papel de nitrocelulosa para su
inmovilizacién segun el método de Towbin y col,*2. Luego
se procedié al bloqueo con leche descremada al 5% en
PBS 0,1% tween 20. Se incubaron con el anticuerpo
primario respectivo (anti-fosfoserina, anti-fosfotirosina,
anti-C-jun, anti JNK) y posteriormente con el anticuerpo
secundario adecuado acoplado con peroxidasa. Todos los
analisis semicuantitativos de densitometria la
determinacion de los pesos moleculares fueron realizados
utilizando el software Multi-Analyst (Bio-Rad).

Ensagyos de Fosforilacion.

Las muestras fueron colocadas en amortiguador de
incubacion Tris-HCI 20mM, EDTA 2mM y MgCl, y una
mezcla de ATP ([a 32 -P] ATP y ATP frio), la mezcla se
incubd a 37°C por un periodo de 15 min. Posteriormente,
las muestras se sometieron a desnaturalizacién con
amortiguador de muestra para detener la reaccion. La
concentracién final en cada carril fue de 22 ug en un
volumen de 70 pl. Se procedié a separar las proteinas por
electroforesis para posteriormente evidenciar las
proteinas contenidas en los geles por tinciéon con azul de
Coomassie. Los geles fueron secados y colocados por 24
horas en un cassette intensificador con una pelicula de
autoradiografia para detectar las proteinas fosforiladas.

Péptidos sintéticos en la Obtencion de Anticuerpos
policlonales

En el Laboratorio de sintesis de péptidos del Instituto de
Medicina Tropical se obtuvieron los anti-péptidos contra
la proteina C-jun, que es uno de los sustratos de la proteina
quinasa JNK asi como también antipéptidos contra la
proteina JNK. Para lograr ese objetivo se realizd una
busqueda en la base de datos Swiss-Prot,
selecciondndose las proteinas: mitogen-activated protein
kinase MK-8 (access number P-45983) y la proteina
quinasa humana protein kinase JNK1 (access number A-
53063), de estas proteinas se escogieron las secuencias
DLLTSPDVG and MMTPYVVTR correspondientes a un
sitio de fosforilacion y a partir de esta secuencia se
sintetizaron los péptidos IMT 518 e IMT-517, segun el
Método de Merrifield?’, el cual utiliza la quimica de T-boc
como agente protector de los aminoacidos adicionados.
Utilizando una concentracion de 0,5 mg los péptidos 518
y 517, se inocularon a conejos hembras de la cepa Nueva
Zelandia provenientes del Bioterio del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC). Previa a la
inoculacién del péptido, se procedié a tomar 10 ml de
sangre del conejo (Suero pre-inmune), luego se procedid
con el protocolo de inmunizacién que sigue: 1 semana
después de la toma del suero pre -inmune se inoculé el
animal en la regién dorsal con partes iguales del péptido y
adyuvante completo de Freund (en 9 sitios diferentes con
0,1 ml c/inoculacién). Posteriormente a los 15 dias se
realizd una segunda inoculacion igual a la anterior, pero
con adyuvante incompleto de Freund, luego de
aproximadamente 5 dias se procedié a tomar muestra
del suero inmune. La evaluaciéon de los antipéptidos
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obtenidos se realizé utilizando el Ensayo del blot de
multiples antigenos (MABA) de Noya y Alarcén de Noya®¥,
que consiste en un Western blot modificado a través del
cual, se puede evaluar el reconocimiento del suero
utilizando varios antigenos y asi determinar la
especificidad de los sueros inmunes.

RESULTADOS

Ensayos de Fosforilacion.

La figura 1 muestra la autoradiografia de un gel de
poliacrilamida al 10% correspondiente al experimento de
fosforilacion. Se observa la presencia de diversas bandas
de proteinas fosforiladas con pesos molecualares entre
21y 100 kDa. Las proteinas de pesos moleculares de 22,
36, 54, 61, 95 y 97kDa fueron las que presentaron las
mayores variaciones en la intensidad de fosforilacion entre
los grupos en estudio.
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Figural. Cambios en la fosforilacién de proteinas en muestras
de tejido hepatico. Las muestras se incubaron por 15 minutos
con una mezcla de ATP ([*?-P]-ATP y ATP frio), y posteriormente
fueron evaluadas por SDS-PAGE y autoradiografia. Los carriles
1,2,3 y 4 se corresponden con los: grupos CON, ADR, CAR y
ADR-CAR.

Al comparar los grupos CON y ADR se evidencié un
incremento tanto en el nimero de bandas de proteinas
fosforiladas como en su intensidad. En el grupo ADR, se
observan mas de 16 bandas de proteinas fosforiladas en
contraste con las 13 bandas proteicas evidenciadas en el
grupo CON. Se observa una dupleta alrededor de 90kDa y
otra a nivel de 54kDa. El mismo comportamiento se
aprecia en las bandas proteicas de 66 y 70kDa. Los grupos
CAR y ADR-CAR, mostraron un

numero menor de bandas fosforiladas en relacion al
grupo ADR. En el caso del grupo CAR se observa una
marcada disminucion en la intensidad de la fosforilacién
de todas las bandas. El grupo ADR-CAR recuerda el perfil
del CON, destacandose en ambos grupos la presencia de
dos dupletas, una a nivel de 90kDa y la otra a nivel de
54kDa. En general se encontrd una mayor fosforilacion de
proteinas enddgenas en los grupos tratados con ADR.

Inmunodeteccion de /as proteinas fosforiladas en serina
y tirosina.

En la figura 2 se muestra la inmunodeteccién de anti-
fosfoproteinas del tipo serina. Se evidencia una banda
de aproximadamente 33 kDa de peso molecular en todos

los grupos. Al comparar la intensidad de la banda del
grupo ADR y CON se observé un mayor reconocimiento
inmunoldgico en el grupo ADR con respecto al grupo CON.
Por otra parte, en los grupos ADR-CAR se detecto la
presencia de la misma banda pero de menor intensidad y
similar a la del grupo CON. Con el anticuerpo anti-
fosfotirosina se evidenciaron varias bandas de pesos
moleculares entre 26 y 90 kDa en todos los grupos en
estudio (figura 3); las bandas de 35, 66 y 90kDa
respectivamente se destacan con mayor intensidad que
el resto de las bandas. En el grupo ADR se evidencia una
banda de 66kDa que no se aprecia en el grupo CON,
mientras que la banda de aproximadamente 71kDa
disminuye su intensidad en el grupo ADR. Esta ultima
banda de 71kDa se hace mas intensa en el grupo CAR,
mientras que en el grupo ADR-CAR se expresa de igual
intensidad que en el grupo ADR. A nivel de 90kDa se
observa una banda bien intensa en el carril 4
correspondiente al grupo ADR-CAR, esta misma banda
esta pobremente expresada en ADR y CARy desaparece
en el CON.
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Figura 2. Inmunodeteccion de las proteinas fosforiladas en
serina. Los homogenatos de tejido hepatico se enfrentaron a un
anticuerpo anti-fosfoserina, los carriles 1, 2, 3y 4 corresponden
alos grupos: CON, ADR, CAR y ADR-CAR.
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Figura 3. Inmunodeteccion de proteinas fosforiladas en

tirosina en tejido hepatico, se utilizaron anticuerpos anti-
fosfotirosina. Carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a los grupos:
CON, ADR, CAR y ADR-CAR respectivamente.

Inmunodeteccion de la proteina JNK

Los sueros pre y postinmunes que se obtuvieron a partir
del péptido 518 se enfrentaron a las proteinas de los
homogenatos hepaticos provenientes de los diferentes



grupos experimentales, separados por electroforesis.
Esto nos permitio identificar la presencia de la isoforma
JNK1 de la proteina JNK. No se evidencié reconocimiento
de la proteina JNK (datos no mostrados), al enfrentarla al
suero preinmune, en contraste con lo observado en el
suero inmune anti-péptido 518 que reconoce un rango de
proteinas de pesos moleculares que van desde 30kDa
hasta 127kDa aproximadamente (figura 4). Las bandas
proteicas reconocidas con mayor intensidad fueron las de
30, 35, 45, 60, 75 y una dupleta alrededor de 98kDa. Llama
la atencion el aumento en la expresion y en la intensidad
de las bandas de proteinas que se evidencia en el carril 2
(ADR) al compararse con el CON. La mayor diferencia
entre estos grupos es a nivel de las proteinas ubicadas
entre 30 y 75kDa respectivamente, que se expresan con
mayor relevancia en el grupo ADR. Al comparar los grupos
CAR y ADR-CAR, se observa una mayor expresion de
estas mismas bandas en el segundo grupo. En contraste,
la dupleta ubicada a nivel de 98kDa es mas intensa en el
grupo CAR aue en el ariino ADR-CAR.
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Figura 4. Inmunodetecciéon de la proteina JNK. Se usaron
anticuerpos policlonales especificos obtenidos por sintesis de
péptidos. Los carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a las muestras:
CON, ADR, CAR y ADR-CAR respectivamente.

Inmunodeteccion del sustrato de /a proteina JNK (C-jun).

Los sueros inmunes, se enfrentaron a los grupos
experimentales CON, ADR, CAR y ADR-CAR para
evidenciar la presencia del sustrato de proteina JNK, (C-
jun), observandose el reconocimiento de varias bandas de
proteinas (figura 5).

En esta figura, se evidencié un patron de reconocimiento
de bandas inmunolégicas con pesos moleculares de 31 a
97kDa. Al comparar el grupo CON y el grupo ADR se ve
una tendencia de mayor reconocimiento en una banda de
66kDa en el grupo ADR, mientras que en este mismo grupo
aparece una banda de 68kDa aproximadamente que no
esta presente en el CON. Cuando estudiamos los grupos
CAR y ADR-CAR, se evidenci6 que la banda de 66kDa
esta presente en ambos grupos con una mayor expresion
en CAR. Una banda a nivel de 31kDa se observé en todos
los grupos experimentales; es interesante hacer notar que
no se hallaron cambios notables en esta proteina en
ninguno de los grupos estudiados. Por otra parte, alrededor
de los 72kDa se observo una banda altamente reconocida
por el grupo ADR-CAR, mientras que en los demas grupos
se expres6 débilmente.
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Figura 5. Inmunodeteccién de las proteinas sustrato de JNK,
C-jun, utilizando anticuerpos policlonales monoespecificos
obtenidos por sintesis de péptidos. Carriles 1, 2, 3y 4
corresponden a los grupos: CON, ADR, CAR y ADR-CAR
respectivamente.

DISCUSION

En este trabajo se estudia por primera vez los cambios
de fosforilacion de proteinas en tejido hepatico de ratas
tratadas con ADR y su posible paralelismo con los
mecanismos de toxicidad inducidos por la droga. De igual
forma se evalud el rol hepatoprotector de la L-car en la
terapia antineoplasica. El aumento en la fosforilacion de
proteinas enddgenas en las muestras provenientes de
higados tratados con ADR con y sin proteccion de L-car,
sugiere que la presencia de la droga en los grupos tratados
induce un incremento en la expresidon de proteinas
celulares de proteccién, que podria traducirse en un
aumento en la fosforilacién de proteinas. En tal sentido,
diferentes tipos de estrés, son capaces de activar
proteinas quinasas mitdogeno activas del tipo JNK1%2, La
proteina JNK fue identificada por primera vez en higado
de ratas por inyeccion de cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas, como una proteina quinasa que
fosforila la proteina 2 asociada a microtibulos?. Tales
hallazgos corroboran los resultados de este trabajo, donde
el incremento en la fosforilacion de proteinas, puede
asociarse a proteinas tipo JNK, en este caso la ADR puede
actuar uniéndose al ADN y ARN disminuyendo la sintesis
de muchas de las proteinas sintetizadas en tejido
hepatico, dando un estimulo, capaz de disparar los
mecanismos de defensa y homeostasis del higado,
generandose un incremento en la actividad de las proteinas
de choque térmico, asi como también de las proteinas JNK
que son reguladas via fosforilacidn de residuos de treonina
y tirosina por quinasas SEK1/MKK4 y SEK2/MKK7'. La
disminucion en la sintesis de proteinas hepaticas totales
podemos asociarla paralelamente a mecanismos de
regulacion celular que activen la sintesis de otras proteinas
protectoras ante el dafio causado por agentes toxicos o
drogas. Por otra parte, la fosforilaciéon de las proteinas es
un sistema de regulacion biolégico, dinamico y ubiquitario,
que se va activando en forma de cascadas de
fosforilaciones, ante la acciéon de agentes exdgenos o
celulares. Adicionalmente, se ha demostrado que hay un
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aumento en la actividad de la proteina JNK asociado con
la diferenciacién celular?® e induccioén de disfuncién
celular*®4’, De igual manera, estudios realizados por
diferentes grupos de investigadores han encontrado que
algunos procesos o situaciones de agresion a los cuales
se ve sometido el higado pueden generar muerte celular.
Estudios recientes, realizados en higados sometidos a
procesos de isquemia y reperfusién durante un
transplante, mostraron una disminucion de viabilidad
celular®. Esta disminucién en la viabilidad celular, en
células de Kupffer, puede ser causada por la generacién
de radicales libres de oxigeno y el factor de necrosis
tumoral (FNT)"*. Estos factores causan disfuncién celular
a través de un incremento en la actividad de la proteina
JNK en higados de ratas y cultivos primarios de
hepatocitos®'°. Cuando el higado es sometido a procesos
de estrés, se desencadenan mecanismos de actividad
celularinmediata en diferentes regiones del tejido hepatico
segun sea la intensidad y tipo de situacién. Por ejemplo,
la condicidon de isquemia, hipotermia o hipoxia son
estimulos potentes que pueden activar la proteina JNK en
las células. Se ha demostrado que bajo condicion de hipoxia
solo se induce la activacion de JNK1 en hepatocitos de
ratas, mientras que en hipoxia-reoxigenacion se estimula
la activacién exacerbada de JNK1/SAPK1, lo cual induce
un mecanismo de muerte programada en el hepatocito' .
Con respecto a los cambios en la actividad de la proteina
JNK, luego de la agresion toxica con ADR, se desconoce
si hay o no un verdadero incremento en la actividad
especifica de esta proteina, ya que el anticuerpo empleado
no diferencia entre la forma fosforilada (activa) y no
fosforilada (inactivada); verificandose solo la presencia
de los niveles de la proteina JNK en las muestras
estudiadas; sin embargo los resultados en este sentido
sugieren un aumento en la actividad enzimatica de la
misma. Otros estudios realizados por Bagchi y col, 19953,
concuerdan que la administracién de ADR produce a corto
plazo peroxidacion lipidica, asi como dafio en el ADN, lo
que esta asociado con produccién de especies oxigeno
reactivas. En tal sentido, las MAPKs son proteinas
quinasas que regulan procesos de proliferacion celular,
diferenciacién y sobrevida, pero ademas intervienen en los
mecanismos de adaptaciéon a condiciones de estrés,
incluyendo el estrés oxidativo, resultante del incremento
de los radicales libres. Las quinasas pertenecientes a la
familia MAPK son activadas bajos ciertas condiciones de
estrés celular, y son fosforiladas por reacciones sucesivas
en residuos de serina y treonina en el extremo N-terminal
C-jun. En este sentido, la presencia de los residuos de
fosforilacion de serina en las muestras estudiadas, asi
como la presencia de una banda de aproximadamente
31kDa que se expreso en todos los grupos experimentales,
y en especial en el grupo ADR, ha sido corroborada por
Osborn y Chambers en 1996%.Estos investigadores,
demostraron que algunas proteinas quinasas son
fosforiladas en serina en respuesta al tratamiento con
drogas antitumorales.

Los resultados revelaron la presencia de la proteina JNK
en las muestras estudiadas, destacandose una banda de
35kDa en los grupos tratados con ADR que pudiera ser la
isoforma JNK-1. Esta misma banda aparece de menor
intensidad en el grupo ADR-CAR lo que sugiere una
posible hepatoproteccion en los grupos ADR-CAR, y este

resultado pudiera estar relacionado al efecto
cardioprotectivo demostrado por otros investigadores 3°48
y por Sayed-Ahmed y col.’, especificamente con la L-
propionil carnitina, la cual al ser incubada junto a las células
cardiacas, las protege del dafio causado por la droga. De
igual forma en trabajos realizados recientemente por
nuestro equipo de investigacion se observa la existencia
de un paralelismo citoprotectivo de L-car tanto en corazén
como en higado con el comun denominador de incremento
en la expresion de la proteina JNK.

En tal sentido, varios grupos de investigacién han
indicado que la via de sefalizacion JNK/C-jun juega un
papel importante en el mecanismo de apoptosis?2. De igual
manera se ha mostrado que, los acidos biliares activan
multiples vias de sefializacion en las células que pueden
afectar la sobrevida y proliferacién celular 3374042 Qiao
L y col.®, revelaron que al usar acido deoxicolico (DCA),
se induce sefalizacién protectiva de JNK2, mientras que
la induccion de JNK1 fue tdxica para los hepatocitos. En
nuestros experimentos la deteccién de la proteina JNK se
realiz6 utilizando anticuerpos policlonales contra la
isoforma JNK1. Esto no descarta la posibilidad de que este
anticuerpo tenga la sensibilidad de detectar otras de las
10 isoformas conocidas para las complejas JNK
quinasas'. Lo anterior pudiera explicar las diferentes
bandas de proteinas visualizadas en la inmunodeteccion
de la proteina JNK. Otros estudios, han sugerido que JNK1
y JNK2 pueden regular diferencialmente la respuesta
apoptética en estas células?'-%. La expresion de la proteina
JNK detectada en los inmunoensayos, se corrobora con
lo hallado por estos investigadores, no obstante, debido a
la gran complejidad de las estructuras de las proteinas
JNK, son necesarios mas estudios a fin de conocer el
mecanismo o los mecanismos asociados a la activacion
de la via de sefalizacién JNK/C-jun en este sistema.

Las MAPKs quinasas, que se activan en forma de
cascadas de fosforilacién via quinasas citoplasmaticas,
en respuesta a estimulos extracelulares, a su vez
fosforilan y activan otros factores de transcripcién. La
proteina JNK, activada por estrés celular, toxicos y
citoquinas, se fosforila y activa C-jun y otros factores de
transcripcion®'3'7. En tanto que, C-jun componente
activador de factores de transcripcion junto con los
miembros de c-fos, y ATF2 forman la familia de
heterodimeros; se unen a diferentes regiones del ADN y
son capaces de transactivar los promotores de C-jun
192044 ] 3 expresion de C-jun es evidenciada en
homogenatos de higados provenientes de los grupos
experimentales tratados con ADR por la presencia de una
banda de aproximadamente 33 kDa, similar al peso
molecular descrito para la proteina C-jun.

La activacion de la via JNK/AP-1, ha sido asociada con
inducciéon de apoptosis®#%46, mientras que la activacién
de ERK esta asociada con proliferacion®?.

Este trabajo aporta evidencias para sugerir los
mecanismos potenciales y sefales celulares que
pudiesen estar involucrados en la respuesta hepatica ante
el estrés toxico inducido por ADR. Aun cuando el papel de
la proteina JNK no esta bien definido en los hepatocitos;
varios reportes indican que la activacién de dicha proteina
tiene efectos célula-especificos y depende de la magnitud
del estimulo inicial®. En el higado, hay evidencias que
indican la asociacién entre la activacion de JNK y el dafio



celular; asi mismo, el estudio del efecto de la
concanavalina A, también ha sido vinculado al paralelismo
entre dafo celular hepatico y activacién de JNK a través
de la via del factor de necrosis tumoral (TNF)*'43, Un
incremento en la expresion de anticuerpos anti TNF
bloquea el dano celular inducido por concanavalina A;
reduciendo la activacion de JNK, a través de una via
independiente del TNF*'43, Un modelo dependiente de TNF
es el de isquemia/reperfusion hepatica. En este ultimo, el
dafio celular se correlaciona directamente con la
activacién de JNK y los mecanismos que previenen las
lesiones, las cuales estan asociadas con reduccion de la
actividad de esta proteina®?¢. Estos resultados, /n vivo,
indican que la activacion de JNK dependiente de TNF se
correlaciona con dafio hepatico., sin embargo el papel pro-
apoptotico versus antiapoptoético aun no esta clarificado.

En conclusion, el aumento en la fosforilacién de las
proteinas quinasas ante estrés téxico por ADR parece
promover la activacion de mecanismos citoprotectores
hepaticos. En tal sentido, el aumento en la fosforilacién
de proteinas, conjuntamente con el aumento en la
expresion de la proteina JNK representa una respuesta
celular citoprotectora.
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