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ABSTRACT 

Renal cell carcinoma (RCC) represents almost 90% of cancer arising from adult kidney. This 
cancer is asymptomatic, and initial diagnosis generally occurs in advanced or even in 
metastatic stages. Early stages detection or studies are almost impossible in patients. Ferric 
nitrilotriacetate (FeNTA) induced RCC is a useful model to analyze early events on RCC 
development. Chronic intraperitoneal FeNTA injections give rise to RCC in rats, and its 
administration along 1 or 2 months leads to renal dysplasia. c-Jun, MAPKs, Cyclin D1 and β-
catenin has been proposed to participate in RCC development. In the present work we found 
that less advanced FeNTA-induced tumours showed high nuclear p-c-Jun levels, compared 
to normal tissues, and this alteration diminshes or disappear in more advanced tumours, 
suggesting that c-Jun may participate in early developmental stages of FeNTA-induced RCC. 
To test this hypothesis we analyze c-Jun status after 1 and 2 months of FeNTA-treatment. At 
both times FeNTA administration induced renal overexpression and phosphorylation of c-Jun, 
an increase of AP-1 activity and its recruitment to cyclin D1 and MMP9 gene promoters, and 
also high levels of cyclin D1 mRNA and protein. These changes were more severe at 2 
months compared to 1 month.  
It was considered important to analyze MAPKs behavior  as possible upstream mechanisms 
of AP-1 activation. Specifically, it was found that at 1 month of FeNTA treatment p38α/β and 
p38α/β levels were increased, and while this increase was decreasing along carcinogenesis, 
overexpression of p38γ isoform rises. Moreover, at early stages, but not in tumors, increased 
levels of p-JNK1 were detected, effect which was greater at 2 months than at 1 month. 
Instead, p-JNK2 levels were increased only at two months of treatment and in tumors. 
Furthermore, in all stages analyzed increased levels of p-ERK were detected. 
We also determine  β-catenin status, protein which interact with c-Jun enhancing its 
transcription factor activity. One and two months of FeNTA-treatment induced an elevation of 
β-catenin and p-GSK-3 β (inactive form) and a decrease in  APC levels, that inactivation of p-
GSK3 and reduction of APC levels seem to be, at least in part, causes of the β-catenin 
accumulation.  
Interestingly, at 1 and 2 months of FeNTA tratment, alterations in none of the analyzed 
molecules were observed in liver or lung, tissues where no primary tumor are induced with 
the scheme of FeNTA administration followed in the present work. 
In conclusion, kidney behaviour of c-Jun, cyclin D1 and MAPKs evolved differentially as renal 
carcinogénesis advanced. All this strongly suggests a role of these molecules in FeNTA-
induced RCC tumor development . 
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1. RESUMEN 

El carcinoma de células renales (CCR) presenta una alta mortalidad debido, en parte, a la 

dificultad en su diagnóstico y tratamiento. Ésta es una de las neoplasias menos 

comprendidas y se desconoce lo que sucede en etapas tempranas de su desarrollo. 

Algunos autores han encontrado que en tumores de CCR en estadios menos avanzados 

existe un incremento en fosfo-c-Jun (p-c-Jun), forma activa de uno de los monómeros que 

constituyen al factor de transcripción AP-1, y que esta alteración disminuye o desaparece 

en tumores en estadios más avanzados, lo que sugiere que c-Jun podría jugar un papel 

importante en etapas tempranas del desarrollo de este tipo de cáncer. Además, en tumores 

de CCR es frecuente encontrar un aumento en las formas activas de las MAPKs, ERK y 

p38, así como de la ciclina D1, moléculas involucradas en la activación y efectos río abajo 

de AP-1 respectivamente. Así mismo, la sobre-expresión de β-catenina, proteína que al 

interaccionar con c-Jun potencia su actividad como factor transcripcional, se da entre el 27 

y el 92% de las muestras de CCR analizadas, según distintos autores. Lo anterior, se ha 

vinculado con la disminución en los niveles del supresor tumoral, y regulador negativo de β-

catenina,  APC, evento que se ha reportado hasta en el 39% de los casos de CCR. 

Debido a que esta patología es asintomática, su detección y estudio en etapas tempranas 

es casi imposible, lo que justifica implantar modelos experimentales bien caracterizados 

que reproduzcan el desarrollo de esta enfermedad para analizar eventos celulares en 

distintas etapas de la carcinogénesis y que sirvan como herramienta para la búsqueda de 

agentes preventivos y/o terapéuticos, así como de marcadores que permitan un diagnóstico 

oportuno. Uno de los modelos utilizados para el estudio del CCR es el que se induce por la 

administración de nitrilotriacetato de hierro (FeNTA). En nuestro laboratorio se ha logrado 

reproducir dicho modelo para la inducción de tumores de CCR en ratas, con un tratamiento 

durante 4 meses con FeNTA, los cuales son histológicamente muy similares a a la 

neoplasia humana y que actualmente estamos caracterizando molecularmente. 

En el presente trabajo se muestra que en los tumores experimentales el comportamiento de 

p-c-Jun es similar a lo descrito en los pacientes, es decir su sobreexpresión disminuye 

conforme avanza el estadio del tumor. Interesantemente, el tratamiento durante 1 y 2 

meses con FeNTA (etapas temparanas de la carcinogénesis) indujo un incremento en los 

niveles de c-Jun y p-c-Jun, así como en la actividad de AP-1 y el reclutamiento de c-Jun al 

promotor de los genes ciclina D1 y mmp9, alteraciones que fueron mayores al segundo mes 
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que al primer mes de tratmiento. Lo anterior, correlacionó con un incremento a nivel mRNA 

y proteína de ciclina D1. Estos resultados sugieren una participación importante de c-Jun en 

etapas tempranas de la carcinogénesis, la cual se va perdiendo conforme avanza el 

proceso de desarrollo tumoral, de tal forma que el manteminimiento y crecimiento de los 

tumores más desarrollados sean independientes de la actividad de c-Jun.  

También se analizó el comportamiento de las MAPKs, las cuales son moléculas que 

pueden mediar la activación de c-Jun. Específicamente, se determinó que los niveles de 

p38α/β y p-p38α/β aumentaron en el primer mes de tratamiento, y que mientras este 

incremento fue disminuyendo a lo largo de la carcinogénesis, los niveles de la isoforma 

p38γ se fueron elevando. Además, en etapas tempranas, pero no en tumores, encontramos 

un aumento en los niveles de p-JNK1, lo que fue mayor al segundo mes que al primer mes. 

En cambio, aquéllos de p-JNK2 sólo se vieron aumentados al  segundo mes de tratamiento 

y en los tumores inducidos. Por otra parte, se observó un incremento en los niveles de p-

ERK en todas las etapas analizadas. El comportamiento de las isoformas de p38 y JNK en 

distintas etapas de la carcinogénesis sugiere papeles diferenciales de estas cinasas en la 

formación y desarrollo tumoral inducida con FeNTA. Se presentó una correlación entre el 

estatus de p-JNK1 y p-c-Jun, sugieriendo que esta cinasa podría participar en la activación 

de c-Jun. El comportamiento de p-p38 y p-ERK en los tumores experimentales conincide 

con lo reportado en el  CCR humano. 

La β-catenina es una proteína que al unirse a c-Jun potencía la actividad como factor 

transcripcional de AP-1. En el presente trabajo se encontró que  el tratamiento durante 1 y 2 

meses con FeNTA indujo la interacción entre c-Jun y β-catenina, una elevación  

 de β-catenina y p-GSK3β (forma inactiva), así como una disminución en los del supresor 

tumoral APC, lo que sugiere que β-catenina podría estar potenciando la actividad de AP-1 y 

que las alteraciones en p-GSK3β y APC parecen la causa, al menos en parte, de la 

acumulación de β-catenina.  

Por otra parte, el tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses no indujo alteraciones en los 

niveles hepáticos, ni pulmonares de p-c-Jun, ciclina D1, MAPKs y β-catenina, reforzando la 

idea de la participación de estas proteínas en la carcinogenicidad renal inducida con FeNTA. 

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo indican que el comportamiento de 

las moléculas estudiadas evoluciona a lo largo de la carcinogénesis, sugieriendo papeles 

específicos de cada una de ellas en distintas etapas del desarrollo del CCR en el modelo 

experimental de tratamiento con FeNTA. Además, las alteraciones en p-c-Jun, ciclina D1, p-
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p38α/β, p-ERK y β-catenina en los tumores obtenidos es similar a lo observado en el CCR 

humano, lo que representa una evidencia mas de las similitudes entre ellos,  por lo que este 

modelo puede ser una herramienta útil para analizar el potencial preventivo y/o curativo de 

agentes que tengan como blanco a AP-1, ciclina D1, MAPKs y/o β-catenina. 
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ANTECEDENTES 

2.1 Cáncer 
El cáncer es una de las principales causas de muerte en México [INEGI. Defunciones 

generales. En: www.inegi.org.mx (8 de enero de 2015+)], y es un conjunto de 

enfermedades que se caracteriza por la formación de un masa tumoral (o neoplasia), la 

cual está constituida por un grupo de células con las propiedades heredables de 

reproducirse independientemente a señales de crecimiento, división y/o muerte, así como 

invadir y colonizar espacios destinados para otras células (metástasis) (Alberts y cols., 

2008). 

Cualquier célula es susceptible a desarrollar cáncer y éste puede clasificarse de acuerdo al 

tipo de células que dió origen al tumor (Arbiser, 2004). Por ejemplo, si la primera célula que 

desarrolló una anormalidad funcional fue epitelial se le conoce con el nombre de carcinoma, 

mientras que si la célula progenitora fue del tejido conectivo o muscular se le conoce como 

sarcoma; además, existen otro tipo de neoplasias fuera de esta clasificación, como serían 

las leucemias y las del sistema nervioso (Alberts y cols., 2008). 

El desarrollo de una neoplasia es un proceso muy complejo donde deben combinarse y 

acumularse una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas que le permita saltar todos 

los procesos de reparación genética y de control del ciclo celular, lo cual puede favorecerse 

por exposiciones a diversos factores. Entre estos factores destacan: a) compuestos 

químicos, que pueden ocasionar daño en el DNA (carcinógenos); b) radiaciones ionizantes 

que causan rupturas y translocaciones cromosomales; y c) alteraciones por virus, los cuales 

pueden insertar su DNA al material genético del hospedero, con información que permita la 

transformación de células (Alberts y cols., 2008).  

 

2.2 Carcinoma de células renales (CCR) 
El CCR es el tipo de cáncer nefrológico más frecuente (Vasudev y cols., 2012). Este tipo de 

cáncer abarca 15 subtipos histológicos, siendo el de células claras (CCRcc) el más común 

(Such y cols., 2015). Si este tipo de cáncer es detectado en estadios menos avanzados, la 

supervivencia de hasta cinco años es del 90% de los casos (Cojocaru y cols., 2015). No 

obstante, el CCRcc es asintomático, y aunque el uso de estudios imageneológicos ha 

favorecido el diagnóstico temprano de este tipo de tumores, el 30% de los casos se 

detectan cuando ya se ha presentado metástasis (Haddad y cols., 2015), haciendo, en 
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parte, que esta neoplasia presente una tasa alta de mortalidad (81.7 % en México) 

(Dirección General de Epidemiología, 2001).  

De los factores de riesgo para el desarrollo de este tipo de neoplasia se incluyen el 

tabaquismo, alcoholismo y obesidad, los cuales tiene en común la generación de estrés 

oxidante (Gago-Domínguez y Castelao, 2006; Harris, 2015). Se ha observado que el estrés 

oxidante juega un papel en el mantenimiento de diversas líneas celulares de CCR (Jung  y 

cols., 2005) y que las personas que tienen un consumo regular de productos naturales ricos 

en antioxidantes, tienen una menor tendencia a desarrollar cáncer renal que aquellos que 

no lo hacen (Bosetti y cols., 2007), lo que sugiere que el estrés oxidante podría estar 

vinculado con el desarrollo y mantemiento de CCR. 

Cada subtipo de CCR presenta alteraciones moleculares distintas y responde de manera 

diferente a las terapias, lo que ha hecho aún más complicado su tratamiento (Such y cols., 

2015). Aunque la caracterización molecular del CCR ha avanzado rápidamente en los 

últimos años, aún se está lejos de tener un panorama que permita comprender los 

mecanismos que llevan a la formación, desarrollo y manutención de este tipo de neoplasia, 

lo cual es importante para poder establecer terapias dirigidas y/o para establecer 

marcadores de diagnóstico oportuno (Haddad y cols., 2015; Ediriwickrema; 2015).  

Además, el CCR es resistente a la quimio y radioterapia convencionales, por lo que se han 

probado inmunoterapias con interferón e interleucina-2. Sin embargo, la respuesta a este 

tipo de tratamientos se da solo en el 7-8% de los pacientes y su alta toxicidad ha limitado su 

uso (Haddad y cols., 2015). Con la llegada de la era de las terapias dirigidas, se aprobaron 

diversos fármacos como el Bevazicumab, un anticuerpo contra el factor de crecimiento 

vascular epidérmico (VEFG) (Sun y cols., 2014); el temsirolimus, inhibidor de blanco de 

rapamicina (mTOR) (Sun y cols., 2014); así como los inhibidores de cinasas Sorafenib y 

Sinutinib (Larkin y cols. 2006; Nelson y cols., 2007). Sin embargo, la respuesta a estas 

terapias sigue siendo limitada para el control de CCR, por lo que nuevos blancos 

terapeúticos para el tratamiento del esta patología son necesarios (Haddad y cols., 2015).  

Por todo lo anterior se consideró que tener un modelo experimental de inducción de CCR 

bien caracterizado, que asemeje el desarrollo de esta enfermedad en pacientes, podría ser 

de mucha utilidad para comprender el proceso carcinogénico, así como para establecer 

marcadores de diagnóstico y para probar agentes preventivos y/o terapeúticos para el 

control de este tipo de neoplasia. 

 

2.3 Carcinogénesis renal inducida con FeNTA 
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Uno de los modelos mas usado para el estudio de carcinogénesis renal es el inducido por 

nitrilotriacetato de hierro (FeNTA). Se sabe que una sola administración intraperitoneal de 

FeNTA produce necrosis tubular renal, pero que el tratamiento crónico durante 7 meses 

lleva a la formación de adenocarcinoma de células renales en ratas y ratones (Preece y 

cols., 1989). Además, en 1998 Athar y colaboradores reportaron que una sola 

administración de dietilnitrosamina (DEN), como iniciador tumoral, reduce el tiempo de 

tratamiento necesario para la formación de tumores a solo 4 meses (Athar y cols. 1998), a 

diferencia de otros modelos que tardan hasta 2 años en que se desarrolle la patología 

(Umemura y cols., 1995; Lash y cols., 2000).  

El nitrilotriacetato (NTA) es un ácido monocarboxílico quelante de cationes bi y trivalentes 

como Ca2+, Zn2+, Fe2+ y Fe3+. Es una molécula pequeña que, formando complejos con 

metales como hierro,  puede inducir daño oxidante a proteínas, lípidos y DNA (Leibold  y 

cols., 2002). De hecho, se sabe que el estrés oxidante es uno de los mecanismos de 

carcinogenicidad renal de este compuesto (Zhao y cols., 1997; Bahnemann y cols., 1998; 

Toyokuni y cols., 1996; Fukuda y cols., 1996; Athar y cols., 1998; Kimoto y cols., 2000; 

Ichihashi y cols., 2001; Torres-Martínez, 2007; López-Ramos, 2007; Eybl y cols., 2008; 

Vargas-Olvera y cols., 2012), lo que es una similitud con los factores de riesgo para el 

desarrollo de CCR en humanos. 

En nuestro laboratorio ya hemos reportado que con una sola inyección de DEN y 

administraciones repetidas de FeNTA durante 4 meses logramos inducir CCR en ratas 

(Vargas-Olvera., 2012). En este trabajo, también, se determinó que los tumores inducidos 

son histopatológicamente muy similares al CCR de células claras de humano y se identificó 

que después de 1 ó 2 meses de tratamiento con el carcinógeno se provoca la formación de 

lesiones preneoplásicas (Vargas-Olvera y cols., 2012). De igual forma, algunos autores han 

descrito que el tratamiento con FeNTA durante 3, 4 u 8 semanas induce alteraciones 

moleculares pro-carcinogénicas, tales como la deleción homocigótica de INK4, gen del 

inhibidor del ciclo celular, p16 (Hiroyasu y cols., 2002), la sobreexpresión de algunos 

marcadores de ciclo celular (Bahnemann y cols., 1998; Taniai y cols., 2012), en otras 

moléculas de señalización (Montalvo-Muñóz, 2008; Rangel-Gómez, 2011; Pariente-Pérez, 

2012; Curiel-Muñíz 2012; Navarro-García, 2013; Curiel-Muñíz, 2014; Pacheco-Bernal 2014), 

lo que sugiere que estos periodos de tratamiento podrían representar etapas tempranas de 

la carcinogénesis.  

Se ha reportado que 1 hora después de la administración de FeNTA, no se presentan 

alteraciones en la expresión del gen de ciclina D1  (López-Ramos, 2007), ni en los niveles 
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de IkB-α (Torres-Martínez, 2007). No obstante después de uno y dos mes de tratamiento 

con FeNTA hemos encontrado alteraciones potencialmente oncogénicas en estas 

moléculas (Aguilar-Alonso, 2010; Pariente-Pérez, tesis de Doctorado en elaboración), lo 

que sugiere que, el esquema de tratamiento agudo y después de 1 y/ó 2 meses de 

tratamiento, representan etapas distintas en la carcinogénesis renal inducida con este 

compuesto. 

Resulta importante mencionar que con el esquema de tratamiento que seguimos en nuestro 

laboratorio no se inducen tumores primarios en otros tejidos como hígado y/o pulmón 

(Vargas-Olvera y cols., 2012), lo que sugiere una mayor especificidad de FeNTA como 

carcinógeno renal.  

 

 

2.4 Generalidades de AP-1 
El factor de transcripción AP-1 regula la expresión de genes vinculados con diferentes 

procesos celulares como proliferación (Shaulian y cols., 2001), invasión (Eferl y Warner, 

2003), apoptosis (Shaulian y Karin, 2001), síntesis de enzimas de defensa antioxidante 

(Cheng y cols., 2006) y angiogénesis (Eferl y Wagner, 2003), entre otros. Es una proteína 

dimérica que puede estar formada por homodímeros de las proteínas de la familia JUN (c-

Jun, JUNB y JUND) y ATF (ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF5, ATF6a, ATF6b ATF7, B-ATF; 

ATFa0), o por heterodímeros de éstas con las proteínas de las familias FOS (c-Fos, FOSB, 

Fra-1 y Fra-2) (Kappelmann y cols., 2014). Las modificaciones postraduccionales que llevan 

a la formación y activación de este complejo son principalmente fosforilaciones de las 

proteínas JUN, FOS y ATF mediadas por diversas cinasas, incluyendo las MAPKs JNK, 

ERK (Young y cols., 2006) y, en un menor grado, p38 (Kayahara y cols., 2005). Al no 

encontrarse fosforilada en su Ser 63 ó 73, c-Jun además de ser inactiva, tiene una vida 

media de entre 20 min a 2h en la mayoría de los tipos celulares (Kayahara  y cols. 2005; 

Dunn y cols., 2002). También, se ha informado que la fosforilación en la serina 63 es 

suficiente para proteger a c-Jun de ser degradada (Fuchs y cols., 1997; Dunn y cols., 2002; 

Kayahara y cols., 2005; Raivich G., 2008). 

Se sabe que tras la activación de las proteínas JUN, FOS ó ATF, los cuales, al dimerizarse, 

forman el complejo AP-1, se induce la expresión de genes para promover distintas 

respuestas celulares dependiendo de los monómeros que lo conformen (Hess y cols., 2004). 

Por ejemplo, se ha observado que cuando AP-1 se encuentra constituido por lo menos por 

una molécula de c-Jun se promueve la expresión de la ciclina D1 y la metaloproteinasa de 
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matriz (MMP9 por sus siglas en inglés) (Eferl y Wagner, 2003; Mathews y cols., 2007) y se 

induce una disminución de inhibidores de las cinasas dependientes de ciclina (CDKs), p21 y 

p16 (Hess y Schorpp-Kistner, 2004), lo que resulta en un incremento en la proliferación 

celular (Behrens y cols., 2003; Zenz y cols., 2003). Asimismo, la presencia de c-Jun en AP-

1 puede disminuir la expresión de algunas proteínas antiapoptóticas como Bcl 3, y regular 

negativamente la expresión de p53, lo que resulta en una estimulación de la proliferación e 

inhibición de apoptosis (Eferl y Wagner, 2003; Stepniak y cols., 2006). Por otra parte, se ha 

descrito que JUNB y JUND son reguladores negativos de ciclo celular (Meixner y cols., 

2004), y que si este factor de transcripción se encuentra conformado por c-Fos puede 

inducir enzimas de defensa antioxidante, como es el caso particular de la hemooxigenasa 

(Cheng y cols., 2006) o inducir la expresión de la proteína proapoptótica FASL (Eferl y 

Wagner, 2003). De esta forma, y como se esquematiza en forma resumida en la Figura 1, 

AP-1 regulará distintos procesos celulares dependiendo de las proteínas que lo conformen. 

 
Figura 1. El factor de transcripción AP-1 puede regular diversos procesos celulares  dependiendo de 
las proteínas que lo conformen. Jun B reprime el avance del ciclo celular, mientras que c-Jun 
favorece el avance del ciclo y reprime apoptosis. Por otra parte c-Fos puede inducir apoptosis y la 
síntesis de la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), como parte de la defensa antioxidante. (Modificado de Hess 
y Schorpp-Kistner, 2004. 
 

Por otra parte, se ha observado que el promotor de c-jun y  c-fos  poseen sitios de 

reconocimiento de AP-1, lo que nos dice que este factor puede autoinducir la expresión de 

algunos de sus componentes (Shaulian y Karin, 2001). 

 

 

2.5 c-Jun 
De todos los componentes que pueden conformar a AP-1, se ha identificado a c-Jun como 

altamente oncogénico (Eferl Warner, 2003). Se identificó a esta  proteína se identificó como 
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la contraparte celular del oncogen v-jun contenida en el genoma del virus del sarcoma aviar 

(Eferl y Wagner, 2003). c-Jun es una proteína de 37 kDa activada por fosforliaciones en su 

Ser63/73 mediadas principalmente por la cinasa del domino amino terminal de Jun (JNK) y 

en su Ser247 por la cinasa activada por señales extracelulares (ERK) (Figura 2). Al 

contrario, al ser fosforilada en su S253 por la caseín cinasa 2 (CkII), c-Jun es inactivada 

(Raivich 2008) (Figura 2). Por otra parte, también cuenta con un dominio de anclaje a 

proteínas, denominado domino δ (Figura 2), el cual es necesario para su correcta activación 

y/o degradación mediada por JNK, ERK y CkII.  

  
Figura 2. La proteína c-Jun posee un dominio de unión a JNK (δ) y un dominio de transactivación 
(TA) que puede ser fosforilado por diversas cinasas, como JNK, ERK y la caseín cinasa II (CKII). 
Además, posee un dominio de unión a DNA (DBD) y un motivo de zipper de leucina (LZ) necesario 
para la dimerización. (Modificado de Eferl y Wagner, 2003) 
 

El estrés oxidante puede mediar la activación de AP-1, ya sea por su efecto sobre las 

MAPKs responsables de la fosforilación de los monómeros que la conforman, o bien, por el 

estado redox que puede afectar directamente a la cys-172 en JUN y cys-154 en FOS 

permitiendo la activación de dichas proteínas sin necesidad de ser fosforiladas (Hsu y cols., 

2000). 

En cuanto a la expresión de c-Jun en el tejido renal se ha observado que en riñones 

normales existen niveles bajos de esta proteína, mientras que, bajo ciertas condiciones 

patológicas se se incrementan sus niveles, lo que correlaciona con la gravedad de procesos 

inflamatorios y el incremento en la proliferación celular (De Borst, 2007). Esto sugiere que 

c-Jun no juega un papel principal en la fisiología normal del riñón, pero que se induce en 

respuesta a diversos procesos patológicos (De Borst, 2007), efecto que se ha observado 

también en otros organismos, como es la rata (Kanellis y cols., 2010).  

Se ha observado que los niveles de c-Jun varían en el desarrollo de los tumores de CCR. 

Por ejemplo, se ha encontrado que en tumores de menor grado de avance se presentan 

niveles elevados de esta proteína, los cuales, disminuyen en aquellos que se encuentran en 

etapas tardías, por lo que se ha sugerido que c-Jun podría jugar un papel clave en el 

desarrollo de CCR (Koo y cols., 1992; Oya y cols., 2005). De igual forma, en los tumores de 

CCR inducidos con FeNTA, se ha encontrado un incremento en los niveles del RNAm de c-
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Jun (Liu y cols., 2007); sin embargo, en este estudio no se reporta el el tamaño, ni el grado 

de avance de los tumores y si existe una correlación entre estos factores y la cantidad de 

transcrito de c-Jun. Interesantemente, en un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, 

se encontró que en muestras de tejido renal obtenidas después de un mes de tratamiento 

con FeNTA existe un incremento en los niveles de c-Jun y p-c-Jun, así como, un aumento 

en la actividad de AP-1. Estas alteraciones correlacionan con un incremento en los niveles 

proteícos de la ciclina D1. Esto nos llevó a sugerir la posible participación de este factor 

tanscripcional en la carcinogenicidad renal del FeNTA (Aguilar-Alonso, 2010). 

 

2.6 Cinasas de proteínas activadas por mitógenos (MAPKs) 
Las MAPKs son cinasas de residuos de serina y treonina, altamente conservadas en 

células eucariontes (Krishna y cols., 2008). Se han identificado 6 distintas familias de 

MAPKs en mamíferos: las cinasas del domnio amino terminal de c-Jun (JNK 1, 2 y 3), la 

p38s (isoformas α, β, δ y γ), las cinasas activadas por señales extracelulares 1 y 2 (ERK 1 

y 2 ó p44 y p42 respectivamente), ERKs 3 y 4, ERK 5 (ó BMK1) y ERKs 7 y 8 (Yoon y cols., 

2006). De éstas últimas, aún no se ha identificado si ERK 3/4 y 7/8 son activadas por 

cascadas de fosforilación similares a las de las otras MAPKs (Yoon y cols., 2006).  

Aunque cada una de las familias de las MAPKs (JNK, p38 y ERK) tienen características 

propias, comparten ciertas similitudes. Por ejemplo, todas se activan en respuesta a 

estímulos mitogénicos por cascadas de fosforilación (mediadas por sus cinasas 

correspondientes) y todas poseen sitios de anclaje para unirse a sus sustratos (Yoon y 

cols., 2006). 

Estas enzimas son parte de los mecanismos de activación de diversos factores de 

transcripción que regulan distintos procesos celulares, incluyendo a los componentes de 

AP-1, entre ellos a c-Jun (Fuchs y cols., 1997; Yoon, 2006; Krishna y cols., 2008; Stepniak 

y cols., 2008; Raivich, 2008) y como se presenta en la Figura 3, su actividad puede 

conducir a diversos eventos pro-carcinogénicos. 

Se conoce que bajo ciertos estímulos, como la presencia de EROs, algunas cinasas 

activadoras de MAPK (MEK)  se activan y por lo tanto fosforilan a las MAPKs JNK, p38s y 

ERKs (Nelson y cols., 2007, lo que se ha vinculado con transformaciones malignas y la 

progresión de tumores, incluyendo carcinomas de seno, riñón, colon y pulmón (Huang, 

2008). 
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Figura 3. Algunas de las vías de las MAPK. Estas cascadas de señalización responden a ciertos 
estímulos y regulan procesos relacionados con el cáncer, como proliferación, diferenciación, 
apoptosis e inflamación. (Adaptado de Dhillon y cols., 2007). 
 
En 2 líneas celulares de CCR de células claras, Caki I y Caki II, se han identificado las vías 

de JNK, p38 y ERK como blancos para inhibir su proliferación. Específicamente, estos 

autores usaron una toxina antrácica que indujo una disminución en la fosforilación de estas 

proteínas, lo que se relacionó con una disminución en la proliferación celular. Sin embargo, 

la restricción en la fosforilación de estas proteínas no indujo una disminución en la 

supervivencia de dichas células (Huang  y cols. 2008). 

 

2.5.1 Cinasa del dominio amino terminal de c-Jun (JNK) 
 
En mamíferos se han descrito 3 isoformas de JNK, 1, 2 y 3. JNK 1 y 2 se expresan de 

forma ubicua, mientras que JNK 3 se encuentra casi exclusivamente en cerebro (Bubici y 

cols., 2014). En células normales, JNK se activa por las MEK 4 y 7 y terminado el estímulo 

se inactivan por fosfatasas de serina y tirosina (Bubici y cols., 2014). Una vez activada JNK 

puede, dependiendo del estímulo, fosforilar ciertos factores de transcripción como p53, c-

Jun, ATF2, Elk-1 y c-Myc (Saadeddin y cols., 2009), así como algunas proteínas pro y anti 

apoptóticas como BAD y Bcl-2, respectivamente. Por otro lado, al inactivarse JNK puede 

unirse a las proteínas que activó para inducir su degradación (Bode y cols., 2007). Un 
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ejemplo específico de esto, es que cuando c-Jun ya no es necesario, JNK se une a su 

dominio δ para exportarlo al citosol y presentarlo al proteosoma (Fuchs y cols., 1997). De 

hecho, se ha observado que una depleción de JNK, o la carencia del domino δ, incrementa 

los niveles y la capacidad oncogénica de Jun (Fuchs y cols., 1997). 

Por otra parte, se ha reportado que uno de los mecanismos de regulación de JNK es 

mediante la inactivación de las MEK 4 y 7 por p38 (Wagner y cols., 2009) y ERK  (Yoon y 

cols., 2006), lo que induce la degradación de JNK (Laine y cols., 2005). Lo anterior se ha 

vinculado con diversos procesos pro-carcinogénicos, como una disminución en la apoptosis 

y un incremento en la proliferación celular (Wagner y cols., 2009). 

 

2.5.2 p38 
p38 es una cinasa activada por las MEK 3, 4 y 6. En vertebrados se han encontrado cuatro 

isoformas denominadas α, β, δ y γ (Han y cols., 2007) y se ha descrito que en células de 

tejido renal normal sólo están presentes α, β y γ (Polzer y cols., 2008). Esta proteína da el 

nombre a una vía relacionada con procesos de inflamación, progresión del ciclo celular, 

crecimiento, regulación de apoptosis, diferenciación y senescencia oncogénica (Han y cols., 

2007).  

Uno de los mecanismos propuestos mediante el cual se explica cómo p38 se activa para 

producir apoptosis y senescencia es por incrementos en los niveles de estrés oxidante. Se 

ha reportado que cuando existe una sobreactivación de ERK se activan ciertos factores de 

transcripción, que inducen la expresión de diversas enzimas prooxidantes, como la NADPH 

oxidasa (NOX), lo que produce un incremento en el estrés oxidante, lo cual puede activar a 

MEK 6 (cinasa activadora de p38) (Dolado y cols. 2007). Una vez activada, p38 induce la 

actividad de ciertos supresores de tumores, como p53, para inducir apoptosis (Lijian y cols., 

2007). De hecho, se ha observado que en células transformadas e incapaces de expresar 

p38α, las EROs aumentan facilitando la expresión del genotipo transformado (Dolado y cols. 

2007; Han y cols., 2007). Por otra parte, se ha encontrado que en células de túbulo renal, el 

H2O2 induce una activación de p38 con una cinética variable y se ha sugerido que este 

efecto se debe a que el estrés oxidante produce una activación diferencial de las distintas 

isoformas de p38 en los tiempos estudiados (Cui y cols., 2006). 

Por otra parte, se ha encontrado que mientras p38α puede inhibir la actividad oncogénica 

de Ras, la isoforma p38γ es inducida por Ras promoviendo el desarrollo de distintos tipos 

de cáncer (Qi y cols., 2007). Asimismo, se ha encontrado que en líneas celulares de CCR, 

específicamente en células 786-0, se encuentran presentes las isoformas α, β y γ 
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(Ambrose y cols., 2006), y que la actividad de p38γ correlaciona con la hiperactivación de 

ERK; sin embargo, no se ha encontrado evidencia que señale que la actividad de ambas 

proteínas puede interregularse (Ambrose y cols., 2006). 

 

2.5.3 Cinasa regulada por señales extracelulares (ERK) 
 
La cascada de señalización de la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK por sus 

siglas en inglés) se encuentra presente en todos los organismo eucariontes (Pearson y 

cols., 2001). En mamíferos se han identificado 8 isoformas de ERK, de las cuales las más 

estudiadas y vinculadas con procesos carcinogénicos, han sido ERK 1 y 2. Éstas son 

proteínas con una alta homología entre sí (85% de identidad) (Ramos, 2008) y son 

activadas por la cascada de fosforilación de Ras/Raf, la cual activa a las cinasas de MAPK 

1 y 2  (MEK 1 y 2) (Meloche y cols., 2007), siendo éstas últimas las activadoras directas de 

ERK (Yoon y cols., 2006). Se ha descrito que la forma en que ERK puede regular distintos 

procesos celulares depende del estímulo y duración del mismo, su localización celular y de 

las interacciones que pueda tener con otras proteínas (Meloche y cols., 2007; Ramos, 

2008). De hecho, se ha identificado que una activación sostenida de ERK puede inducir la 

activación de ciertos factores transcripcionales, como c-Jun, para inducir la expresión de 

algunas ciclinas, como la D1, lo que lleva a la transición de G1/S y posteriormente a la 

proliferación celular (Meloche y cols., 2007). Sin embargo, también se ha descrito que una 

activación intermitente de ERK es necesaria para una exitosa transición G2/M (Yamamoto 

y cols., 2006). Esto sugiere que una activación sostenida de ERK es necesaria en la 

transición G1/S, pero que este efecto debe apagarse para proseguir con el ciclo celular.  
En diversos tipos de cáncer se ha observado un incremento en la expresión y activación de 

ERK (Lee y cols, 2009). Asimismo, su actividad se ha vinculado con la supervivencia y 

capacidad de desarrollar metástasis de algunas líneas celulares de CCR humano (Hong  y 

cols, 2005; Ambrose y cols., 2006; Lee y cols., 2009), y se ha relacionado una 

hiperfosforilación de ERK con el grado de avance del tumor y la recurrencia del mismo 

después de la nefrectomía en pacientes con CCRcc (Campbell y cols., 2009). 

 

2.6 β-catenina 

La β-catenina es un proteína que al interaccionar con E-cadherina y α-catenina, participa en 

la adhesión célula-célula. No obstante, esta proteína es un componente de una vía de 

señalización vinculada con proliferación celular, Wnt. Como se observa en la Figura 4A, en 
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ausencia de un estímulo que active al receptor de Wnt, la β-catenina, que se encuentre en 

el citosol, es secuestrada por un complejo proteínico compuesto principalmente por la axina, 

la proteína de los polípolos adenomaosos del colón (APC), la caseín cinasa I (CKI) y la 

cinasa de la sintasa de glucógeno-3β (GSK-3β), entre otras (Ji y cols., 2009). De ellas se 

sabe que CKI y GSK-3β son responsables de la fosforilación en la región amino terminal de 

la β-catenina, lo que conduce a su ubiquitinación, mediada en parte por las ubiquitin E3 

ligasas β-Trcp (MacDonald y cols., 2009) y/o la proteína de von Hippel-Lindau (pVHL) 

(Peruzzi y cols., 2006; Chitalia y cols., 2008; Berndt y cols., 2009; Linehan y cols., 2009), 

entre otras (Tauriello y cols., 2010), para su posterior degradación.  En la figura 4B, se 

esquematiza que la activación de los receptores de Wnt, LRP y Frizzled (FZD), lleva al 

reclutamiento de Dishevelled (Dsh\Dvl) a la membrana, lo que promueve el desensamble 

de complejo de destrucción y la posterior inhibición de GSK-3β, lo que resulta en la 

liberación y translocación nuclear de la β-catenina (Ji y cols., 2009), donde interacciona con 

los factores de transcripción AP-1 y el factor de células T-4 (TCF-4) formando un “loop” que 

facilita la transcripción de algunos proto-oncogenes como c-jun, c-myc y ciclina D1 

(Saadeddin y cols., 2009). Por otro lado, se han reportado varias vías de activación de la β-

catenina independientes de Wnt, una de las cuales se presenta en células con 

hiperactivación de ERK, lo que favorece la translocación nuclear de la β-catenina y 

activación de c-Jun con todas sus consecuencias (Ji y cols., 2009). 

 
Figura 4. Esquema general de la vía Wnt\β-catenina\TCF. (A) En ausencia de Wnt la β-catenina es 
secuestrada y marcada para su degradación. (B) En presencia de Wnt, el complejo de destrucción 
se recluta vía DVl, por lo que la β-catenina se acumula, y se transloca al núcleo donde activa al 
factor de tanscipción TCF4. MacDonald y cols. 2009. 
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Aunque inicialmente las alteraciones en esta vía se identificaron como comunes en el 

cáncer de colon, en la última década se ha acumulado evidencia que vinculan a la β-

catenina con el CCR. En este tipo de cáncer, las mutaciones o deleciones en APC, proteína 

frecuentemente alterada en cáncer colorectal (Suzuki y cols., 1997), y/o la misma β-

catenina son poco frecuentes (Bilim y cols., 2000; Kim y cols., 2000). Sin embargo, en este 

último trabajo se encontró que existe una acumulación de la β-catenina en el 22.7% de los 

tumores de CCR analizados, e inclusive otros autores han encontrado que esta 

acumulación se da en el 44% (Ronkainen y cols., 2010) y hasta en el 92% (Zang y cols., 

2000) de los casos analizados. Por otra parte, el estatus de esta proteína como factor 

pronóstico es motivo de debate, ya que mientras algunos autores solo describen la 

acumulación de β-catenina como un evento común en el CCR (Togashi y cols., 2005), otros 

han tratado de relacionar a esta proteína con el grado de avance del CCR, resultados que 

han sido contradictorios, ya que algunos estudios indican que el incremento en los niveles 

de β-catenina correlaciona directamente con el grado de avance del tumor (Zang y cols., 

2000), otros señalan que la correlación es inversa (Bilim y cols., 2000), y algunos indican 

que esta proteína no puede usarse como factor de prónostico (Ronkainen y cols., 2010). Lo 

que parece ser un hecho es que la β-catenina participa, al menos en parte, en el desarrollo 

de CCR y que las alteraciones que llevan a su acumulación son distintas a las observadas 

en otros tipos de cáncer (Bilim y cols., 2000; Kim y cols., 2000). Con respecto a lo anterior, 

se ha identificado que en el 30% de los tumores de CCR analizados existe una 

sobreexpresión de Fzd5, y que esto correlaciona con la acumulación de β-catenina y la 

sobreexpresión de algunos genes regulados por esta vía, como sería la ciclina D1 

(Janssens y cols., 2004). Además, en esta neoplasia se ha identificado el silenciamiento 

epigenético de diversos antagonistas de Wnt como: sFRP1,2, 4, 5; Wif1, Dkk1-4 (Urakami y 

cols., 2006; Dahl y cols., 2007; Hirata y cols., 2009; Kawakami y cols., 2009; Saini y cols., 

2009; Hirata y cols., 2011), así como la deleción homozigótica de Idax, un inhibidor de Dsh 

(Kojima y cols., 2009). Así mismo, se ha reportado que una alteración común en el CCR es 

la disminución en los niveles de E-cadherina, lo que se ha vinculado con la acumulación 

citosólica y nuclear de la β-catenina (Russel y cols., 2007; Ronkainen y cols. 2010). Estos 

eventos se han sugerido como otros posibles mecanismos que llevan a la desregulación de 

la actividad de la β-catenina en el CCR humano. De igual forma Peruzzi y colaboradores 

(2006) sugirieren un mecanismo independiente de Wnt por el cual algunas líneas celulares 

de CCR poseen una desregulación en los niveles de β-catenina; estos autores postularon 

que la acumulación de esta proteína se debe su no asociación con la E-cadherina y a la 
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frecuente disminución en los niveles de VHL (Nelson y cols., 2007; Linehan y cols., 2009). 

En 2007 Liu y colaboradores utilizando el modelo de inducción de CCR con FeNTA, 

describieron un incremento de la fosfatasa de proteínas en tirosina ζ, la cual promueve la 

desfosforilación en la región amino terminal de la β-catenina, alteración que se observó 

tanto a las 3 semanas de tratamiento con FeNTA, como en los tumores inducidos con este 

carcinógeno.  Además, en este mismo estudio se reportó una acumulación de la β-catenina 

en los tumores y que esto correlaciona con el incremento de algunos de los genes blancos 

regulados por ésta vía, como son c-myc y ciclina D1, ésta última encontrada 

sobreexpresada a las 4 semanas de tratamiento con el carcinógeno (Aguilar-Alonso, 2010). 

 

 
2.7 Cinasa de la glucógeno sintasa  3β (GSK-3β) 
GSK-3β es una cinasa constitutivamente activa, de la cual se ha descrito que existen dos 

isoformas, 1 y 2, siendo esta última el resultado de un procesamiento alternativo de su 

mRNA que genera una inserción de 13 aminoácidos, lo que provoca un cambio en el 

corrimiento electroforético de 47 kDa (GSK-3β1) a 49 kDa (GSK-3β2) (Saeki y cols., 2011). 

Su actividad es regulada negativamente por fosforilaciones, principalmente en los residuos 

Ser9 y Thr390 (Rayasam y cols., 2009), las cuales se pueden llevar a cabo por cinasas 

como Akt, p70/RSK y p90/RSK para la Ser9 (Sutherland y cols., 2011) y por p38α para la 

Thr390 (Thornton y cols., 2008; Bikkavilli y cols., 2008). Originalmente, esta se identificó 

como parte del metabolismo del glucógeno, sin embargo, posee múltiples moléculas blanco 

como la ciclina D1 (Thr 286) (Diehl y cols., 1998; Liang y cols., 2003) y β-catenina (Ser33, 

Ser37 y Thr 41), las cuales, al ser fosforiladas por esta cinasa, se marcadan para su 

posterior ubiquitinación y degradación vía proteosoma. De esta forma, GSK-3β regula 

negativamente algunas vías pro-proliferativas (Mishra, 2010).  

Con respecto al CCR, se ha obsevado que en líneas celulares, así como en tumores, existe 

un incremento en los niveles de GSK-3β nuclear y que la inhibición de su actividad lleva a 

una disminución de la proliferación celular por abatimiento de la actividad de NF-kB (Billim y 

cols., 2009). 

 
2.8 APC 
El gen adenomatous poliposis coli (apc) codifica una proteína de 2843 amino ácidos con un 

peso aproximado de 310 kDa llamada APC, sin embargo, los productos de splicing 

alternativo del mRNA dan como resultado proteínas con pesos moleculares de 90-300 kDa 
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(Morin y cols., 2003). APC, es una proteína con múltiples funciones, participando por 

ejemplo en adhesión y señalización celular. Se sabe que funciona como sostén de axina y 

β-catenina, permitiendo, así, que esta última sea fosforilada por CKII y GSK-3β, lo que 

conduce a su posterior degradación vía proteosoma. Una de las isoformas más comunes 

de APC es aquella cuyo peso es de 150 kDa, la cual es el resultado de un splicing 

alternativo, pero que también puede interaccionar y participar en la regulación negativa de 

β-catenina (Pyles y cols., 1998). 

En el 80% de los casos de carcinoma colorectal se presentan deleciones o mutaciones en 

apc, lo que conlleva a que en este tipo de cáncer se dé una alta actividad del co-activador 

transcripcional β-catenina (Morin y cols., 2003). Se ha descrito que las alteraciones en apc 

son un evento temprano en el desarrollo de cáncer colorectal, y que se requiere de otro tipo 

de alteraciones oncogénicas, como ganancia de k-Ras o pérdida de p53, para el desarrollo 

de carcinomas colorectales malignos (Morin y cols., 2003).  

Como ya se mencionó en el CCR se ha rdescrito que mutaciones en apc son eventos muy 

poco frecuentes (Suzuki y cols., 1997), lo que llevó a sugerir que el incremento en los 

niveles de β-catenina en este cáncer se da independiente de APC. No obstante, en 1999 

Pećina y colaboradores, demostraron que en el 36% de tumores de CCR humano 

estudiados no se detectó la proteína APC y en 2004 este mismo grupo encontró que en el 

37% de los casos de CCR se presentó heterocigocidad en apc, sugieriendo que estas 

alteraciones podrían ser parte de los mecanismos que llevan al desarrollo de CCR (Pécina 

y cols., 1999; Pécina y cols., 2004). De hecho, se sabe que ratones con pérdidas 

condicionales de apc, tienden a desarrollar CCR de forma espontánea, lo que se potencia 

por la pérdida de p53 (Sansom y cols., 2005). Esto sugiere que APC podría estar 

involucrados con la formación y progresión de CCR en ambas especies. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
El CCR es el tipo de cáncer nefrológico más común en adultos, y es generalmente 

asintomático por lo que el diagnóstico inicial, frecuentemente, ocurre cuando ya se ha 

presentado metástasis, lo que dificulta el estudio de esta neoplasia en etapas tempranas, 

las cuales son claves para el control de esta patología. Por lo anterior, un modelo 

experimental de inducción de CCR bien caracterizado podría ser útil para analizar posibles 

mecanismos involucrados en la carcinogénesis renal, identificar marcadores de diagnósitco 

oportuno y para la búsqueda de blancos preventivos y/o terapueúticos. 

En nuestro laboratorio se ha logrado la inducción de CCR en ratas utilizando un protocolo 

de 4 meses de tratamiento con FeNTA, en el que los tumores obtenidos presentan las 

características histológicas del subtipo de células claras de la versión humana y no se 

forman neoplasias de origen hepático y/o pulmonar. De manera importante, también hemos 

identificado que después de 1 y/ó 2 meses de tratamiento con el carcinógeno se presentan 

lesiones pre-neoplásicas renales y alteraciones moleculares pro-carcinogénicas. Esto nos 

ha llevado a proponer estos tiempos de exposición al FeNTA como etapas tempranas de la 

carcinogénesis renal.  

Aunque se sabe que el estrés oxidante es uno de los mecanismos que participan el 

desarrollo tumoral inducido con FeNTA, se deconocen los eventos moleculares que podrían 

estar vinculados con la formación y manutención tumoral en este modelo experimental. Por 

esta razón, consideramos importante determinar en distintas etapas de la carcinogénesis 

renal inducida con FeNTA, el estatus de c-Jun y algunas moléculas relacionadas con su 

actividad, tales como las MAPKs y β-catenina, las cuales están alteradas en el CCR 

humano. 
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4. HIPÓTESIS 
• En distintas etapas de la carcinogénesis renal inducida con FeNTA se presentarán 

alteraciones pro-oncogénicas en el comportamiento de c-Jun y algunas moléculas 

relacionadas con su actividad, modificaciones que irán evolucionando conforme avance el 

proceso neoplásico, y que no se presentarán en otros tejidos como hígado y/o pulmón. 

 

5. OBJETIVOS 
 
• OBJETIVO GENERAL: 

– Caracterizar en etapas tempranas de la carcinogénesis renal y en tumores inducidos con 

FeNTA el comportamiento de c-Jun y algunas moléculas relacionadas con su actividad. 

 

• OBJETIVOS PARTICULARES: 

– Analizar en distintas etapas de la carcinogénesis renal inducida con FeNTA el estatus de: 

! c-Jun, p-c-Jun, actividad de AP-1 y de su reclutamiento al promotor de algunos de sus 

genes blanco, como serían el de la ciclina D1 y el de la metaloproteinasa de matriz 9 

(MMP9). 

! Las formas totales y fosforiladas de las MAPKs JNK1/2, p38α/β, p38γ y ERK1/2. 

! β-catenina, su interacción con c-Jun y de algunas moléculas relacionadas con su 

regulación.  

– Determinar si el comportamiento de p-c-Jun, ciclina D1, MAPKs y β-catenina observado en 

riñón se presenta en otros tejidos, en los que nos se desarrollan tumores primarios con el 

esquema de tratamiento utilizado, tales como hígado y pulmón de ratas tratadas durante 1 y 

2 meses con FeNTA. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

6.1 Diseño experimental 

En las Figuras 5 y 6 se presenta de manera general el diseño experimental que se siguió, el 

cual se eligió con base en la literatura (Toyokuni y cols., 1994; Liu y cols., 2007; Eybl y cols., 

2008) y en observaciones en nuestro laboratorio (Dávalos-Salas, 2006; Torres-Martínez, 

2007; Cruz-White, 2007; Vargas-Olvera, 2009). Para llevar a cabo los protocolos de 1 ó 2 

meses de tratamiento, así como el de inducción de CCR se utilizaron 70 ratas Wistar 

macho con un peso inicial de 60-90 g y se agruparon de la manera en que se describe en 

las Tablas 1 y 2.  

 
Figura 5. Resumen del diseño experimental para el análisis del estatus de c-Jun y moléculas 
relacionadas con su actividad en etapas tempranas de la carcinogénesis renal inducida con FeNTA 
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Figura 6. Resumen del diseño experimental para el análisis del estatus de c-Jun y moléculas 
relacionadas con su actividad en los tumores induidos con FeNTA 
 
Tabla 1. Esquema de distribución de animales y tratamiento de los diferentes grupos 
estudiados  
                
Grupo 

No. de 
Animales 

Esquema de tratamiento 

1 ó 2 
meses 

Inducción 
de CCR 

 
 Control 

(C) 

 
4 

 
6 

 
Vehículos 

 
DEN 

 

 
6 

 
NA 

Administración i.p. única de DEN 
(200 mg/Kg) 15 días antes 

del inicio del estudio 
 
 

DEN 
+ 

FeNTA 
(DF) 

 

 
 
 
7 

 
 
 

30 

Administración i.p. única de DEN (200 mg/Kg) 15 
días antes de la primera administración de FeNTA 

+ 
Administración i.p de FeNTA 2 

veces a la semana durante uno, dos ó cuatro meses 
respectivamente. Durante el primer mes las 

administraciones se dieron  con incrementos graduales 
en la dosis cada semana (3, 5, 7 y 9 mgFe/Kg) 

*Para el caso del protocolo de 2 meses de tratamiento 
y para la inducción de tumores con FeNTA: se 

prosigue con 2 administraciones semanales de FeNTA 
con dosis de 9 mgFe/Kg durante 1 mes más.   

i.p.: Intraperitoneal; DEN: 2,4-N,N-Dietilnitrosmina; FeNTA: Nitrilotriacetato de hierro 
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6.1.1 Preparación y administración de DEN 
El DEN se obtuvo de Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis MO, EUA) y a los grupos 

correspondientes se les administró una sola ocasión, por vía intraperitoneal, una dosis de 

200 mgDEN/KgPC, la cual se seleccionó con base en la literatura y observaciones de nuestro 

laboratorio (Kahn y cols., 2005). La administración se llevó a cabo diluyendo el contenido 

del vial (1 mL de 990-999 mgDEN/mL) en 11 mL de solución salina y se ajustó el volumen a 

administrar dependiendo del peso de cada animal. 

 

6.1.2 Preparación y administración de FeNTA 
El FeNTA se preparó siguiendo el método de Awai (1986) con ligeras modificaciones. Se 

preparó una solución de Fe(NO3)3 [Sigma Aldrich, inc. (St. Louis MO, EUA)] 160 mM y una 

solución de nitrilotriacetato de sodio [Sigma Aldrich, inc. (St. Louis MO, EUA)] 320 mM, 

utilizando en ambos casos una solución de Na2HCO3 120 mM como disolvente. Se mezcló 

un volumen de la solución de Fe(NO3)3 con 2 volúmenes de la solución de nitrilotriacetato 

de sodio. En agitación constante se ajustó el pH con Na2HCO3 hasta llegar a  7.4. Esta 

solución tiene una concentración final de hierro de 2.98 mgFe/mL. 

La administración de FeNTA se realizó dos veces por semana durante 1, 2 ó 4 meses,  por 

vía intraperitoneal. Durante el primer mes las dosis de FeNTA se aplicaron con incrementos 

graduales de 3, 5, 7 y 9 mgFe/KgPC cada semana, posteriormente se mantuvo en 9 

mgFe/Kgrata hasta el final del protocolo respectivo. El volumen de solución de FeNTA se 

basó en la cantidad de hierro contenido en la solución y no la del complejo FeNTA. Es decir, 

si se deseaba administrar una dosis de 9 mgFe/Kgrata a una rata de 250 g: (1mL solución de 

FeNTA/2.98 mgFe) (9 mgFe/Kgrata)= (3.02 mL de solución de FeNTA/Kg)*(0.25 Kgrata)= 755 µLde solución 

de FeNTA. 

 

 6.1.3 Sacrificio y toma de muestras 
Para el estudio de etapas tempranas de la cacrinogéneis, 48 h después de la última 

administración de FeNTA se sacrificaron por decapitación 4, 6 y 6 animales de los grupos C, 

D y DF, respectivamente. Se obtuvieron los 2 riñones y se separó la corteza de la médula, 

también se recolectaron muestras de hígado y pulmón, todos los tejidos se congelaron 

inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -70°C hasta el día de su análisis. 
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Para el estudio de inducción de CCR, 2 meses después de la útima administración de 

FeNTA, 3 y 8 animales de los grupos C y DF correspondientemente se sacrificaron por 

decapitación, y los riñones se procesaron como se describió para el estudio de etapas 

tempranas. Por otra parte, 3 y 6 animales de los grupos C y DF respectivamente se les 

perfundió con formalina uno de los riñones, los cuales se usaron para los análisis de 

inmunohistoquímica (IHQ). 

En la Figura 7 se resume el esquema de tratamiento seguido en el presente estudio. 

 

 
 
Figura 7. Esquema de desarrollo del protocolo subcrónico a través del tiempo de estudio. 
 
 
 
6.2 Métodos 
 

6.2.1   Inmunodetección de p-c-Jun por IHQ 
Los riñones perfundidos y fijados con formalina se deshidrataron, se embebieron en 

parafina y cortados en secciones de 0.5 µm de espesor. Los cortes histológicos, se 

desparafinaron y rehidrataron utilizando procedimientos estándar. La exposición de 

antígeno inducida por calor se realizó en solución de citrato de sodio a un pH de 6. 

Después de este procedimiento, se utilizó peróxido de hidrógeno para extinguir la actividad 

peroxidasa endógena. A continuación se realizó el bloqueo con albúmina libre de IgGs 

durante 30 min, para posteriormente ser incubadas con el anticuerpo anti p-c-Jun (diluido 

1:50) (Santa Cruz Biotech inc, Santa Cruz, CA, USA) por una noche a 4°C. 
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Después de remover el anticuerpo primario y de 3 lavados con amortigador salino de 

fosfatos (PBS), se incubó con el anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a biotina. La  

unión de los anticuerpos se detectó por medio del un complejo avidin-biotin-peroxidase 

ABC-kit Vecstatin  (Vector laboratories, Orton Southgate, Peterborough, UK) usando 

diaminobencidina (DAB) como cromógeno [DAKO Corporation (Carpinteria, CA, USA)]. Se 

contrastó con la tinción con hematoxilina  [DAKO Corporation (Carpinteria, CA, USA)]. 

Como control negativo se utilizó suero preinmune de ratón en lugar del anticuerpo primario. 

Los especímenes se analizaron con un microscopio de campo claro Leica 4D95 (Leica 

Mycrosystems, Heerbrugg, Switzerland), en por lo menos 10 campos de cada corte 

histológico. 

 
6.2.2 Niveles de expresión y fosforilación (activación) de distintas proteínas 
específicas por Western blot 
 
Las cortezas renales se obtuvieron y se homogenizaron como se ha descrito anteriormente 

(Aguilar-Alonso, 2010), se les determinó el contenido de proteína usando un el kit comercial 

de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Posteriormente, los volúmenes de 

homogenado de corteza renal equivalente a 80 µg de proteína, a menos que otro valor sea 

especificado,se cargó en geles SDS-PAGE y se realizó la electroforesis como se  ha 

detallado previamente (Aguilar-Alonso, 2010). Después de la separación de proteínas, 

éstas se transfirireron a una membrana de PVDF y se prepararon para la inmunodetección. 

Todos los anticuerpos utilizados fueron de Santa Cruz Biotech inc (Santa Cruz, CA, USA), y 

la detección de cada proteína se realizó tal y como se describe en el anexo 1 (11.1.1),  

utilizando las condiciones descritas en la Tabla 3. 

 
Tabla 3. Condiciones experimentales para la detección de las proteínas estudiadas por Western Blot. 

 
 
 

Proteína 

 
 
 

Bloqueo 

Dilución 
usada del 
anticuerpo 

1ario 

Dilución 
Usada del 
anticuerpo 

2ario 

 
 
 

Clona y # de catálago 

 
c-Jun 

 
Suero fetal 

bovino al 10% 
(SFB) 

 
1:1000 

 
1:40000 

 
c-Jun (D) 

# cat: sc-44 
 

 
p-c-Jun 
(Ser 63) 

 
SFB al 10% 

 
1:1000 

 

 
1:30000 

 

p-c-Jun (KM-1) 
# cat: sc-822 

 
JNK 

 
SFB al 10 % 

 
1:1500 

 
1:60000 

JNK 1 (K-23) 
# cat: sc-094 
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p-JNK 
(Thr183/Tyr 185) 

Leche 
descremada 

1% 
1:1500 1:55000 p-JNK (G-7) 

# cat: sc-6254 

 
p38 α/β 

 
SFB 10% 

 
1:1250 

 
1:50000 

p38 α/β (H-147) 
# cat: sc-71149 

 
p-p38 

(Thr180/Tyr 182) 

 
 

SFB 10% 

 
 

1:1000 

 
 

1:50000 

p-p38 (Thr 180/Tyr 
182)-R 

# cat: sc-17852-R 

p38γ 
Leche 

descremada 
1% 

1:1000 1:50000 p38γ (G5F3) 
# cat: sc-33690 

 
ERK 

 
SFB al 10% 

 
1:1500 

 

 
1:40000 

 

ERK 1 (FL) 
# cat: sc-571 

 
p-ERK 

(Tyr 204) 
 

 
SFB al 10% 

 
1:1500 

 
1:60000 

p-ERK (E4) 
# cat: sc-7383 

 
Ciclina D1 

 
SFB al 10% 

 
1:250 

 

 
1:40000 

 

Cyclin D1 (H-295) 
# cat: sc-753 

 
β-catenina 

 
Leche 

descremada 
1% 

 
1:1000 

 
1:4000 

 
β-catenin (H-102) 

# cat: sc-7199 

 
p-β-catenina 

 
SFB 10% 

 
1:250 

 
1:30000 

p-β-catenin (Ser41/Thr 
45)  

# cat: sc-101652 

 
GSK-3β 

 
Leche 

descremada 
1% 

 
1:1500 

 
1:40000 

 
GSK-3β (H-76) 
# cat: sc-9166 

p-GSK-3β (Ser9) SFB 10% 1:1000 1:40000 p-GSK-3β (Ser9)-R 
# cat: sc-11757-R 

APC 
(C-terminal) 

Leche 
descremada  

1% 
1:1000 1:40000 APC (C-20) 

#cat: sc-896 

APC 
(N-terminal) 

Leche 
descremada  

1% 
1:500 1:40000 APC (H-290) 

#cat: sc-7930 

 
Tubulina 

Leche 
descremada  

1% 

 
1:10000 

 

 
1:30000 

 

α-Tubulina (B-7) 
# cat: sc-5286 

GAPDH 
Leche 

descremada  
1% 

1:1000 1:40000 GAPDH (L-18) 
# cat: sc-48167 
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6.2.3    Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) para AP-1 
En los extractos nucleares obtenidos como se describe en el anexo 1 (11.2) se les determinó 

la actividad de unión de AP-1 a su secuencia consenso mediante el ensayo de EMSA 

(descrito en Aguilar-Alonso, 2010). Se utilizó la secuencia consenso de doble cadena 

reconocida por AP-1 cuando está conformado por c-Jun 5’-TGACTCA-3’ (Efferl y cols., 2003). 

El oligonucleótido de doble cadena se marcó con digoxigenina y se llevó a cabo el EMSA 

usando el kit comercial DIG Gel Shift Kit, 2nd generation (Roche applied Science, USA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En los casos correspondientes se utilizaron: 2 ng de 

oligo marcado, un volumen de fracción nuclear correspondiente a 15 µg de proteína. Asimismo, 

se realizaron experimentos de súper retardo utilizando los anticuerpos anti c-Jun, p-c-Jun ó β-

catenina, mismos que se utilizaron en los ensayos de Western blot.  

 

6.2.4    Cuantificación de mRNA de la ciclina D1 (RT-PCR) 
Se realizó una extracción de RNA total del tejido de cortezas renales de los protocolos de 1 y 

2 meses de tratamiento con FeNTA con TRIzolTM (Invitrogen Life Technologies, CA, USA), de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante y a la metodología reportada por López-Ramos 

(2007). 

La concentración de RNA se determinó espectrofotométricamente a 260 nm. Los volúmenes 

equivalentes a 1 µg de RNA se utilizaron para la reacción de RT-PCR siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Titan One Tube RT-PCR Kit. Roche Applied Science, USA). El 

programa para la síntesis de cDNA y amplificación de los templados fue la siguiente: 1 ciclo 

de 55ºC (30 min), 94ºC (2 min) y 94ºC (30s); 10 ciclos de 94ºC (30s), 60ºC (30s), 72ºC (45s); 

20 ciclos de 94ºC (30s), 60ºC (30s), 72ºC (45s con un incremento de 5s cada ciclo); 1 ciclo 

de 94ºC (30s), 60ºC (30s), 72ºC (7 min). Con este protoclo se determinó 

semicuantitativamente la cantidad de mRNA de la ciclina D1 y de GAPDH, este último 

utilizado como control de carga. 

Las sondas utilzadas para la PCR fueron: 

Ciclina D1 (Hur, 2000; Uto y cols., 2001; Cai y cols., 2006): 

F: 5’-TGGAGCCCCTGAAGAAGAG-3’ 

R: 5’-AAGTGCGTTGTGCGGTAGC-3’ 

GAPDH (Cai y cols., 2006): 

F: 5’-GGCTGAGAATGGGAAGCTGGTCAT-3’ 

R: 5’-CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 
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Los oligo utilizados se encuentran en una concentración de 5 mM. 

 
6.2.5     Ensayos de Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
Se realizó el entrecruzamiento de la interacción proteína/DNA con formaldehído al 2%. Se 

obtuvieron núcleos, los cuales se lisaron con amortiguador NLB (Anexo 1). La fragmentación 

de DNA se llevó a cabo con 18 pulsos de sonicación de 30s, con descansos de 1:30 min 

entre cada pulso, para que la mayoría de los fragmentos de DNA se encontraran entre 200 y 

400 pb. Posteriormente, estos fragmentos de cromatina se utilizaron para llevar a cabo la 

inmunoprecipitación contra c-Jun. Los inmunoprecipitados se lavaron 2 veces con 

amortiguador bajo salino (BBS) (Anexo 1), una vez mas con amortiguador alto salino (BAS) 

(Anexo 1) y posteriormente un lavado con buffer de lavado de complejo inmune (BLCI) 

(Anexo 1). Posteriormente los inmunoprecipitados fueron colocados en 200 µL de solución 

de elución (Anexo 1) con 2 µL de RNAsa (20 ng/µL), se incubó durante 1 h a 37ºC, 

posteriormente se agregregaron 2 µL de proteinasa K y se incubó durante toda la noche a 

45ºC, en este paso también se logra la ruptura del entrecruzamiento de proteína/DNA. La 

purificación del DNA se realizó siguiendo el protocolo de extracción fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico desglosado en el anexo 1. Los productos de purificación de DNA se les determinó 

la concentración de ácidos nucleícos a 260 nm, y se les ajustó la concentración de DNA a 60 

ng/µL. Un equivalente de 60 ng de DNA se usó como templado para las reacciones de PCR, 

realizadas para determinar si en estos fragmentos de cromatina inmunoprecipitada contra c-

Jun se encontraba presente la región del promotor de la ciclina D1 (-10 a -245), en la cual se 

encuentran dos regiones de reconocimiento de AP-1 (Liu y cols., 2010). De igual forma, se 

realizó la PCR para detectar  la región del promotor de la metaloproteinasa de matriz 9 

(MMP9) (-557 a -247) que posee un sitio de reconocimiento de AP-1 (Wu y cols., 2009), esta 

se utilizó como control positivo, ya que el mmp9 es un gen que se induce su expresión al 

activarse c-Jun. 

 

Los oligos utilizados para las PCR fueron los siguientes: 

Promotor ciclina D1 (-10 a -245) (Liu y cols., 2010): 

F: 5’-CGCTCTTTCCCAGCTTAGA-3’ 

R: 5’-CAACTTCAACAAAACTCCCCT-3’ 

 

Promotor MMP9 (-547 a -247) (Wu y cols., 2009): 
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F: 5’-AGAGCCTGCTCCCAGAGGG-3’ 

R: 5’GCCAAGGTCAGGCAGGAGGGG-3’ 

 
6.2.6    Co-Inmunoprecipitación 
Alícuotas de 30 µL del conjugado  proteína A-agarosa (Roche Applied Science, USA) se 

bloquearon con una solución al 3% de albúmina sérica bovina (ABS), durante 30 hrs. Los 

volúmenes equivalente a 200 µg de proteína fueron “preaclarados” incubándose con 30 µL 

de proteína A-agarosa durante 2 h (Fracción 1). A la par de lo anterior, se colocaron 0.5 µg 

del anticuerpo primario y se incubó durante 2 h a temperatura ambiente (Fracción 2). 

Después, ambas fracciones se centrifugaron a 800 xg, 1 min y el sobrenadanate de la 

fracción 1 se agregó a la fracción 2, se ajustó a un volumen final de 1 mL con PBS y se 

incubó toda la noche. Posteriormente, los inmunoprecipitados se lavaron con 500 µL de PBS 

frío, desnaturalizados con el mismo amortiguador de carga descrito en el anexo 1 (sección 

electroforesis) a 98ºC durante 5 min. Posteriormente, se centrifugó a 800 xg, 1 min, los 

sobrenadantes fueron cargados en SDS-PAGE, y la identificación de las proteínas se realizó 

por la técnica de Western Blot. 

 
6.3 Análisis estadístico 
Los resultados se presentan como la media ± error estándar. La significancia estadística se 

estableció por análisis de varianza (ANOVA) de una vía con el método post-ANOVA de 

Newman Keuls para la comparación de los grupos de un mismo protocolo. Para establecer si 

la significacancia estadística entre los grupos de los protocolos de 1 y 2 meses de 

tratamiento con FeNTA se realizaron ANOVAs de dos vías con el método de comparación 

múltiple de Bonferroni. En ambos casos se consideró como diferencias estadísticamentes 

significativas si p<0.05. Los análisis se realizaron utilizando el programa GraphPad Prisma 

Ver. 5.0.0.  

 
 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Una de las alteraciones que se han descito en el CCR humano es el aumento en los niveles 

de p-c-Jun (Ser63) (Oya y cols. 2005), y aunque en los tumores renales inducidos con 

FeNTA se ha reportado incremento en los niveles de su mRNA (Liu y cols., 2007), se 

desconocía el estatus de su forma activa, por lo que en el presente trabajo se realizaron 

ensayos de IHQ para la detección de p-c-Jun en muestras de tejido renal del protocolo de 
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inducción de CCR con FeNTA. Los resultados obtenidos indican que, comparado con lo 

observado en muestras renales del grupo control (Fig 8A), en las zonas de displasia (Fig 8B), 

así como tumores de menor tamaño (Fig 8C & D), se presenta una fuerte tinción de p-c-Jun 

nuclear, lo que disminuye o desaparece en tumores con mayor grado de avance y/o tamaño 

(Fig 8E & F). Este mismo comportamiento se ha observado en adenocarcinomas de pulmón 

(Szabo y cols., 1996) y en muestras de CCR humano (Oya y cols. 2005), trabajos en los que 

se sugirió que la actividad de c-Jun podría participar en etapas tempranas del desarrollo 

tumoral, por lo que consideramos importante analizar el comportamiento de c-Jun y su 

posible papel en etapas tempranas de la carcinogénesis renal inducida con FeNTA. Además, 

cabe mencionar que coincide con lo observado por Kanellis y colaboradores (2010), donde 

se reportó riñones normales existen niveles bajos de p-c-Jun. 

 
Figura 8. En áreas de displasia y tumores de menor tamaño se presenta una fuerte tinción de p-c-
Jun nuclear, lo que disminuye o desaparece en tumores de mayor tamaño. Microfotografías 
representativas de las IHQ de: (A) Muestra del grupo control; (B) Área de displasia renal; (C-F) 
Muestra de tumores: (C) Tamaño 1(T1); (D) Tamaño 3 (T3); (E) Tamaño 4 (T4); (F) Tamaño 5 (T5). 
x400. (Dy) Displasia, (T) Tejido tumoral, N (Tejido normal). 
 
Previamente, hemos descrito que 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA podrían 

representar etapas tempranas del desarrollo de CCR (Vargas-Overa y cols., 2012), por lo 

que se analizó, mediante Western blot, el estatus de c-Jun en tejido renal después de estos 
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tiempos de exposición al carcinógeno. Para estos ensayos se utilizaron 150 µg de proteína 

de las muestras de 1 mes, ya que con cantidades menores no se detectaba la banda 

correspondiente a c-Jun, en cambio, para las muestras de 2 meses de tratamiento con 

FeNTA la detección se logró utilizando 80 µg de proteína, esta diferencia en las cantidades 

de proteína utilizada puede evidenciarse en la imagen representativa para la 

inmunodetección de tubulina (Figura 9A panel inferior). Los resultados observados en la 

Figura 9 indican que el tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA indujo un incremento 

significativo en los niveles de c-Jun y p-c-Jun, y que este aumento fue mayor a 2 meses 

comparado con lo que sucede a 1 mes (Figura 9B).  

 
Figura 9. El tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses induce un incremento en los niveles renales 
de proteína total y fosforilada (Ser63) de c-Jun, siendo mayor el aumento después de 2 meses. (A) 
Western blots representativo para la detección en corteza renal de c-Jun, p-c-Jun y α-tubulina como 
patrón de carga en los grupos control (C) y tratados con DEN (D) y con DEN+FeNTA (DF). (B) 
Histogramas obtenidos del análisis densitométrico de las radiografías ajustado contra tubulina y con 
respecto al grupo control. Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. 
Control; (+) p<0.05 vs. 1 mes. Las bandas analizadas corresponden a aquellas de 37 kDa para c-Jun 
y p-c-Jun y de 50 kDa para aquella de Tubulina. 
      

Para determinar si las alteraciones en c-Jun se refelejaban en la actividad de AP-1 se 

realizaron EMSA’s, para lo que se usó un oligonucleótido que tiene la secuencia consenso 

de unión a DNA de AP-1 cuando éste está formado por lo menos por una molécula de c-

Jun. En los carriles 1 y 10 de la Figura 10 representan los controles negativos utilizados 

para confirmar que la banda de retardo observada en los otros carriles realmente 

representara al oligo marcado unido a AP-1. El carril 1 corresponde a una muestra sin 

oligonucleótido y en el carril 10 se presenta la reacción de competencia con un exceso de 

oligonucleótido no marcado. En el carril 8 se presenta el súper retardo con el anticuerpo 

!!

!
!
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anti c-Jun, en el que si bien no se observa un súper retardo, sí se genera una disminución 

en la intensidad de la banda, lo que nos confirma que el AP-1 detectado está formado por lo 

menos por una molécula de c-Jun. Mas relevante aún es que, como se observa en la figura 

9, el tratamiento con DEN+FeNTA, efectivamente, induce la actividad de AP-1 y, como 

ocurrió en los niveles de c-Jun y p-c-Jun, este efecto es mayor a los 2 meses de tratamiento 

comparado con lo que sucede a 1 mes (Figura 10B). La β-catenina es una proteína que 

puede interaccionar con c-Jun para potenciar la actividad del factor transcripcional AP-1, 

por lo que se decidió realizar ensayos de súper retardo utilizando un anticuerpo anti β-

catenina, con lo que también se observó una disminución en la intensidad de la banda, lo 

que sugiere una posible interacción entre este factor transcripcional y β-catenina. Asimismo, 

para descartar un probable falso positivo en los ensayos de súper retrardo se realizó un 

experimento similar pero utilizando un anticuerpo que reconoce GAPDH, con lo que no se 

detectó una disminución en la intensidad de la banda (Figura suplementaria 1, anexo 1), lo 

que valida las observaciones realizadas en los ensayos de súper retardo.  

En conjunto, los resultados presentados refuerzan la idea de que c-Jun podría se parte de 

los mecanismos de la carinogénesis renal inducida por FeNTA, posiblemente promoviendo 

la expresión de proto-oncogenes como el de la ciclina D1 y el de la metaloproteinasa de 

matriz 9 (MMP9), los cuales son genes blanco de AP-1 y que su sobre expresión ha sido 

descrita en el CCR humano (Eferl y cols., 2003; Bhuvarahamurthy y cols., 2006; Lima y 

cols., 2014). Para comprobar si c-Jun está siendo reclutado a la región promotora de estos 

genes, se realizaron ensayos de ChIP.  

Primero se analizó el posible papel de c-Jun en la activación del gen de la ciclina D1. Esta 

última es una proteína de ciclo celular que regula la transición de G1/S y cuya  sobre-

expresión ha sido vinculada con la malignización celular en distintos tipos de cáncer 

(Tashiro y cols., 2007). El promotor del su gen posee dos sitios de unión de AP-1 en la 

región de -10 y -245 nt (Liu y cols., 2010). En el presente trabajo y como se observa en la 

Figura 11A, encontramos que el tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA indujo el 

reclutamiento de c-Jun a esta región del promotor del gen de esta ciclina, lo que esto 

correlacionó con un incremento en los niveles de su mRNA a los dos tiempos estudiados 

(Figuras 11B). En conjunto, estas observaciones sugieren que c-Jun, como parte de AP-1, 

participa en la inducción de la expresión esta ciclina en etapas tempranas de la 

carcinogénesis renal por FeNTA.  
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Para confirmar si la alteración en el incremento en los niveles de mRNA de la ciclina D1 se 

presentaba también a nivel proteína, se decidió realizar un análisis de Western blot. En la 

Figura 12 puede observarse que en los grupos DF hay un marcado incremento en los 

niveles proteícos de esta ciclina, efecto que fue mayor a los dos meses de tratamiento 

comparado con lo que sucede a un mes. Estos resultados sugieren que, probablemente, 

esta proteína participa también a  lo largo del desarrollo del CCR inducido en el modelo 

experimental, lo que es reforzado por el hecho de que en los tumores inducidos con FeNTA 

también se ha observado un incremento en los niveles de proteína de la ciclina D1 (Liu y 

cols., 2007). 

 
Figura 10. El tratamiento con FeNTA induce un incremento en la actividad de AP-1, siendo mayor 
este aumento a los 2 meses comparado con lo que sucede a 1 mes de tratamiento. (A) Imagen 
representativa del EMSA para AP-1.  Carriles: 1) Oligo sin muestra; 2-4) muestras de tejido renal 
obtenidas de protocolo de 1 mes de tratamiento con FeNTA; 5-7) muestras de tejido renal del 
protocolo de 2 meses de tratamiento con FeNTA; 8) súper retardo (muestra del grupo DF + oligo + 
anticuerpo anti c-Jun); 9) súper retardo (Muestra del grupo DF + oligo + oligo frío + anti β-catenina); 
(10) competencia (exceso de oligo frío). (B) Histogramas obtenidos del análisis densitométrico de 
las radiografías de los EMSA de AP-1. Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) 
p<0.001 vs. Control; (+) p<0.05 vs. 1 mes.  URD: Unidades relativas de densitometría. 
 
 
 
 
 
 
 
 



! 33!

 
 
 

 
 
 

 
Figura 11. La actividad de c-Jun podría ser uno de los mecanismos que llevan a la inducción de la 
expresión del proto-oncogen ciclina D1. A) Imagen representativa de los productos de PCR de la 
región -10 a -245 del promotor del gen de la ciclina D1 de los esnayos de ChIP contra c-Jun. Los 
amplicones se corrieron y separaron en un gel de agarosa al 2.0%, teñidos con bromuro de etidio y 
visulizados con luz UV. La imagen mostrada es representativa del análisis de muestras de los 
grupos: C (n=4), D (n=4), DF (n=6). (B) Imagen respresentativa de un gel para la detección de los 
productos de la RT-PCR del RNAm de la ciclina D1, así como GAPDH como patrón de carga. 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

A 
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Figura 12. El tratamiento con FeNTA induce un incremento en los niveles proteícos de la ciclina D1. 
(A) Western blot representativo para la inmunodetección de la ciclina D1, así como α-tubulina como 
patrón de carga en los grupos control (C) y tratados con DEN (D) y con DEN+FeNTA (DF). (B) 
Histograma obtenido del análisis densitométrico de las bandas correspondientes a la ciclina D1 
ajustados contra GAPDH y con respecto al grupo control. Cada barra representa la media ± EE de n 
muestras. (*) p<0.001 vs. Control; (+) p<0.05 vs. 1 mes. La masa molecular de las proteínas 
analizadas corresponden a 37 y 50 kDa para la ciclina D1 y tubulina, respectivamente. 
 
En cuanto al reclutamiento de c-Jun al promotor de la MMP9, se sabe que en la rata el 

promotor de este gen posee 2 sitios de reconocimiento de AP-1, de los cuales el que se 

encuentra en la posición entre los nucleótidos -557 y -247 es el de mayor relevancia para 

inducir la expresión de la MMP9 (Wu y cols., 2009). En la Figura 13 se observa que al 

primer mes de tratamiento con FeNTA se indujo un ligero incremento en la cantidad de c-

Jun unido al promotor de mmp9, sin embargo, al segundo mes este efecto es notoriamente 

mayor. Por lo tanto, la inducción de la expresión de la MMP9 puede ser otra consecuencia 

del aumento en los niveles de c-Jun y la activación de AP-1 y que probablemente también 

participe en la carcinogenicidad renal del FeNTA; sin embargo, se requiere profundizar en 

el estatus tanto de los niveles y en la actividad de esta enzima para  determinar su posible 

papel en la este modelo experimental. 

 

 

 

A 

B 
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Figura 13. El tratamiento con FeNTA a 1 y 2 meses induce el reclutamiento de c-Jun a la región 
promotora de mmp9, este efecto es mayor a 2 meses comparado con lo que se observa a 1 mes. A) 
Los ensayos de ChIP fueron realizados usando un anticuerpo anti c-Jun. La región promotora de 
mmp9 (-557 a -247) fue amplificada mediante PCR. Los productos de PCR fueron corridos en un gel 
de agarosa al 2.0%, teñidos con bromuro de etidio y visulizados con luz UV. La imagen mostrada es 
representativa del análisis de muestras de los grupos: C (n=4), D (n=4), DF (n=6).  
 

En resumen, AP-1 es una familia de factores transcripcionales que pueden mediar procesos 

de motilidad, proliferación e inclusive apoptosis (Eferl y Wagner, 2003). Como se mencionó 

en la introducción, en términos generales cuando AP-1 está constituido por al menos una 

molécula de c-Jun, media procesos pro-oncogénicos, mientras que al estar formado por 

otros componentes, como JUNB, promueve la supresión tumoral; no obstante, esto es 

tejido específico (Kappelmann y cols., 2014). En células de CCR humano, se ha 

demostrado que la inhibición de AP-1, específicamente de c-Jun, lleva a una disminución 

en los niveles de la ciclina D1, en su tasa proliferativa y en su capacidad para desarrollar 

tumores al ser injertadas en ratones inmunocomprometidos (Chu y cols., 2014). Nuestros 

resultados muestran que la actividad de AP-1, conformado por c-Jun, es uno de los 

posibles mecanismos pro-oncogénicos que podrían participar en etapas tempranas del 

desarrollo de tumores renales inducidos con FeNTA, muy probablemte mediante la 

inducción de la ciclina D1 y de la MMP9. En conjunto, estas observaciones sugieren que 

este modelo de inducción de CCR podría utilizarse para estudiar el efecto de terapias 

preventivas para el desarrollo de este tipo de neoplasia que tengan como blanco a c-Jun, 

tales como: oligonucleótidos “señuelos”, aptámeros, poliamidas y/o péptidos que eviten la 

dimerización de AP-1.   
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Con la finalidad de extender la caracterización de posibles mecanismos moleculares 

asociados con la carcinogencidad del FeNTA y que estén vinculados con la activación de c-

Jun, se decidió determinar el estatuts de las MAPKs.  

Las JNKs son MAPKs que pueden regular tanto la activación (fosforilación), así como, la 

degradación de c-Jun (Karin y cols., 2005). Aunque, se ha encontrado que la 

desrregulación de la actividad de estas cinasas participa en el desarrollo de distintos tipos 

de cáncer, su estatus en tumores de CCR aún se desconoce. En el presente trabajo se 

analizó el comportamiento de las isoformas JNK1 y 2 después de 1 y 2 meses de 

tratamiento, así como en en los tumores inducidos con FeNTA. Nuestros resultados indican 

que en todos los tiempos estudiados se presentó una disminución en los niveles de 

proteína total de JNK2, mientras que los de su forma fosforilada se mantuvieron sin 

cambios después de un mes, pero se incrementaron al segundo mes de tratamiento, así 

como en los tumores inducidos (Figura 14 A & B), lo que parece ser mayor en el tejido 

tumoral comparado con la respuesta observada a los dos meses. Con respecto al 

comportamiento de JNK1 en etapas tempranas, los niveles tanto de proteína total como 

fosforilada, aumentaron más al segundo mes que al primero (Figura 14A), y en el caso de 

los tejidos tumorales se observó un incremento de la forma total de JKN1 (Figura 14B). El 

comportamiento de la forma fosforliada fue heterogéneo en los tumores estudiados, es 

decir, mientras algunos presentaron una disminución, otros mostraron un aumento y otros 

se vieron sin cambios, tal y como puede apreciarse en la imagen representativa de la 

Figura 14B, lo que dió como resultado que no se encontraran diferencias significativas entre 

los niveles de ésta fosfo-proteína en tumores con respecto al grupo control (Histograma de 

la figura 14B). 

La respuesta de JNK2 al tratamiento con FeNTA se asemeja a la disminución reportada en 

los niveles de esta cinasa en displasias renales (Omori y cols., 2002), lo que sustenta la 

hipótesis de que esta alteración esté relacionada con el desarrollo de lesiones pre-

neoplásicas y posiblemente la posterior la formación tumoral en este modelo de inducción 

de CCR. No obstante, en el mencionado trabajo de Omori y cols., no se hace distinción 

entre ambas isoformas de esta cinasa, lo que impide comparar el comportamiento individual 

de las isoformas en el modelo experimental y lo que sucede en el humano, lo cual sería 

muy interesante. Por otra parte, los resultados obtenidos indican que en etapas tempranas 

de la carcinogénesis se presenta una correlación entre el estatus de p-JNK1, pero no de p-

JNK2, y c-Jun. Se ha informado que JNK1 es más efciente para activar a c-Jun que JNK2 

(Sabapathy y cols., 2004), por lo que la correlación observada sugiere a la isoforma 1 de 
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esta cinasa como responsable, al menos en parte, de la activación de c-Jun y la 

consecuente sobreexpresión de la ciclina D1, lo cual podría ser uno de los mecanismos que 

lleven a una proliferación descontrolada en etapas tempranas. Otro hallazgo interesante es 

el hecho de que la actividad de ambas isoformas parece intercambiarse en distintas etapas 

de la carcinogénesis, incluso en la mayoría de los tumores analizados se observó que 

cuando p-JNK1 está elevada, p-JNK2 disminuye y viceversa. Por lo tanto, es posible que 

las isoformas de JNK regulen procesos celulares distintos a lo largo del desarrollo tumoral, 

e inclusive su actividad específica podría estar relacionada con el estado de cada tumor, 

como por ejemplo, JNK1 podría participar en la inducción de procesos proliferativos, 

mientras que JNK2 promueva procesos relacionados con la motilidad celular, tal y como se 

ha sugerido en otros modelos de tumorigénesis (Hui y cols., 2008; Mitra y cols., 2011).  

El papel de JNK en CCR humano es controversial, mientras algunos autores encontraron 

que en líneas celulares de CCR la inhibición química de esta cinasa lleva a apoptosis 

(Ishizawa y cols., 2004; Mizuno y cols., 2004; Ou, 2007; Takano y cols., 2010; Xu y cols., 

2013; Liang y cols., 2014), en el 2013 An y colaboradores demostraron que el 

silenciamiento por RNAs de interferencia de JNK lleva a una disminución en los niveles de 

p-c-Jun con la concomitante reducción de la tasa proliferativa de células de este tipo de 

neoplasia (An y cols., 2007). Cabe recalcar que en ninguno de estos trabajos se analizó de 

forma independiente las isoformas de esta cinasa, lo que hace mas interesante los 

resultados obtenidos en nuestro modelo de carcinogénesis renal y vuelve relevante el 

hecho de estudiar el papel específico de cada una de las isoformas de esta cinasa a lo 

largo del desarrollo tumoral, lo que sería de relevancia para posteriormente estudiar 

algunos fármacos que tengan como blanco a estas JNKs, ya sea con fines preventivos y/o 

terapéuticos.  
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Figura 14. Comportamiento diferencia en los niveles de JNK y p-JNK en diferentes etapas del 
modelo experimental de carcinogénesis renal. Imágenes representativas de los ensayos de Western 
blots e histogramas del análisis densitométrico de JNK1/2, p-JNK1/2 y GAPDH de las muestras de 
(A) 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA y (B) los tumores inducidos con FeNTA. Cada barra 
representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. (+) p<0.001 vs. 1 mes. La masa 
molecular de las proteínas analizadas corresponden a 46, 54 y 37 kDa para JNK1, JNK2 y GAPDH, 
respectivamente. 
 
 
 
Otras MAPKs que pueden mediar la activación de c-Jun son las isoformas de p38 

(Pramanik y cols., 2003). En relación a esta cinasa, se reportó que  en líneas celulares de 

CCR sólo se expresan las isoformas de p38 α/β y γ (Ambrose y cols. 2006) y Ozbek y cols., 

(2012) encontraron que en los tumores de humano están aumentados los niveles de p38 

(Ozbek y cols., 2012), sugiriendo su participación en el CCR. En el presente trabajo se 

encontró que el tratamiento con FeNTA induce un incremento en los niveles de proteína 

total y fosforilada de las isoformas p38α/β, el cual disminuye conforme avanza el proceso 

carcinogénico; es decir, al primer mes el aumento es mayor que al segundo y éste es 

mayor que lo observado en los tumores (Figuras 15A & B). Incluso se observó una 

disminución en los niveles totales de p38α/β en los tejidos tumorales (Figura 15B). Debido a 

que las isoformas de p38α/β están más relacionadas con procesos de contención tumoral 

que con malignización celular (Hui y cols., 2007) podríamos pensar que en el primer mes de 

tratamiento estas cinasas son inducidas  para tratar de contener la malignización celular, 

pero conforme el tiempo de tratamiento avanza la inducción disminuye permitiendo que los 

procesos pro-carcinogénicos predominen. Por otra parte, estas cinasas puede tener 
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también actividad oncogénica (Koul y cols., 2013) mediante la inducción del factor de 

crecimiento tumoral-β (TGF-β por sus siglas en inglés) y de la ciclooxigensa-2 (COX-2) 

(Koul y cols., 2013), así como la estabilización de β-catenina (Thornton y cols., 2008). De 

hecho, ya se ha descrito  el incremento en los niveles de COX-2 y β-catenina en tumores  

de CCR inducidos por la exposición a FeNTA (Liu y cols., 2007; Rehman y cols., 2013), lo 

que indica que posiblemente p38α/β podría tener un papel pro-oncogénico en este modelo 

experimental. Cabe aclarar que si bien, la elevación en los niveles de p-p38α/β es menor en 

los tumores con respecto a las etapas tempranas, estas fosfo-proteínas siguen 

incrementadas, y esto coincide con lo reportado en el CCR humano (Ozbek y cols., 2012); 

sin embargo, no es posible saber si en pacientes el comportamiento de estas proteínas 

evoluciona de una forma similar a lo observado en el presente trabajo, lo cual es una de las 

grandes ventajas de este modelo experimental. Por todo lo anterior, sería relevante 

caracterizar el papel que juegan estas isoformas de p38 en las distintas etapas de la 

tumorogénesis inducida con este modelo experimental, ya que estas cinasas poseen 

actividad dual en distintos tipos de neoplasia (Hui y cols., 2007). Inclusive en un modelo de 

carcinogénesis colorectal se ha demostrado que p38α/β tiene actividad supresora de 

tumores en etapas tempranas, pero actúa una oncoproteína en los tumores ya formados 

(Gupta y cols., 2014). 

Con respecto a la isoforma p38γ, el tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses indujo un 

aumento significatio en sus niveles renales. Interesantemente, en este caso el grado de la 

alteración se exacerba conforme avanza la carcinogénesis renal (Figura 15), a diferencia 

del comportamiento observado de las isoformas α/β. La sobreexpresión de p38γ se ha 

vinculado con la malignización inducida por k-Ras, eventos que son independientes a su 

estado de fosforliación; y a procesos de motilidad celular, induciendo, por ejemplo, la 

expresión de MMP9 vía c-Jun, y con (Tang y cols., 2005;Qi y cols., 2007; Loesch y cols., 

2010). Lo anterior apunta a que uno de los posibles papeles de esta isoforma de p38 en el 

desarrollo y mantenimiento tumoral en el presente modelo experimental podría ser la 

actvación del gen de la MMP9 mediante la activación de c-Jun. Además, sería interesante 

evaluar el estatus de p38γ en tumores de CCR humano, ya que este podría ser uno de los 

mecanismos relacionados con su alta capacidad mestática. 
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Figura 15. A 1 mes de tratamiento con FeNTA se induce un marcado incremento en los niveles de 
p38α/β y p- p38α/β, este incremento es menor a los dos meses, y aún menor en los tumores, donde 
inclusive se encontró una disminución en los niveles de p38α /β total; el tratamiento con FeNTA 
también indujo un incrmento en los niveles de p38γ, pero en este caso el grado de la alteración se 
incrementó conforme avanzó el proceso carcinogénico.  Imágenes representativas de los ensayos 
de Western blots e histogramas del análisis densitométrico de p38α/β, p- p38α/β, p38γ y GAPDH de 
las muestras de (A) 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA y (B) los tumores inducidos con FeNTA. 
Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. (+) p<0.001 vs. 1 mes. 
URD: Unidades relativas de densitometría (p38α/β, p- p38α/β ó p38γ /GAPDH vs. Control). La masa 
molecular de las proteínas analizadas corresponden a 38, 49 y 37 kDa para p38α/β,  p38γ y GAPDH, 
respectivamente. 
 
 
 
Otras de las MAPKs que pueden inducir la activación del factor de transcripción AP-1 son 

las ERK1 y 2 (Roskoski y cols., 2012). El incremento en los niveles de las formas activas 

(fosforiladas) de estas cinasas fue de las primeras alteraciones descritas como comunes en 

los tumores de CCR humano (Oka y cols., 1995) y en los inducidos usando modelos 

experimentales en roedores (Yoon y cols., 2002; Marin y cols., 2007). Sin embargo, el 

estatus de estas proteínas era desconocido en el modelo de CCR inducido con FeNTA. 

En la Figura 15 puede observarse que en todas las etapas de la carcinogénesis renal 

analizadas se indujo un aumento en los niveles totales de ERK1 y en los de fosforilación de 

ambas isoformas de ERK. Por su parte, los niveles totales de EKR2 no presentaron 

cambios en los tiempos estudiados (Figura 16). La actividad de estas cinasas se ha 

sugerido como un evento importante para la proliferación celular durante el desarrollo y la 

reparación renal (Omori y cols., 2000; Vaidya, 2003), por lo que es posible que esta cinasa 
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inicialmente podría participar en eventos para la reparación del daño renal generado por 

FeNTA, no obstante, la contínua exposición a este carcinógeno provoca su activación 

constante, conllevando a un estado de proliferación persistente, posiblemente inducido por 

la activación de AP-1 y posteriormente la inducción de la cilina D1. Otro hallazgo importante 

es que el incremento en los niveles de p-ERK 1 y 2 es similar a lo que sucede en el humano 

y  en otros modelos animales de inducción de CCR, por lo que probablemente la actividad 

de estás proteínas podría ser un factor importante para el desarrollo y mantenimiento 

tumoral de CCR en diversos modelos y especies.  

En nuestro laboratorio mostramos que el tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses 

induce un incremento en los niveles del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR 

por sus siglas en inglés) (Pariente-Pérez, 2012), lo que apunta a esta proteína podría ser 

uno de los mecanismos río arriba de la sobreactivación de ERK en este modelo de 

inducción de CCR. 

Integrando los resultados obtenidos del comportamiento de las MAPKs ERK1/2 y las 

p38α/β durante el desarrollo de CCR inducido con FeNTA, encontramos que a un mes de 

tratamiento con FeNTA existe una fuerte activación de p38α/β y ERK combinatoria que, 

durante la reparación renal, se ha sugerido como importante para la transición epitelio-

mesenquimal (EMT por sus siglas en inglés) (Awazu, 2002; Omori, 2002; Omori, 2006; 

Omori, 2008), proceso que se ha propuesto como un evento temprano en la malignización 

celular (Puisieux y cols., 2014). Por otra parte, en el presente trabajo también se muestra 

que conforme se avanza en la carcinogénesis renal el incremento en los niveles de p-

p38α/β disminuye, mientras que los niveles de p-ERK se mantienen. Lo anterior cobra 

relevancia en base a las observaciones de Aguirre y cols., (2003) quienes describieron que 

distintos tipos de células con un bajo valor del cociente p-p38α/β/p-ERK poseen un fenotipo 

más maligno que aquellas con valores mayores. En conjunto, estas observaciones apuntan 

a que después de 1 mes de tratamiento p38α/β y ERK1/2 posiblemente participan en la 

reparación tisular por la necrosis aguda inducida por FeNTA; sin embargo, conforme el 

tratamiento con FeNTA continúa la cantidad de p-p38α/β se reduce, lo que posiblemente 

facilita la malignización de las células renales y finalmente el desarrollo y el mantenimiento 

tumoral. 



! 42!

 
Figura 16. En todos los tiempos estudiados de la carcinogénesis inducida con FeNTA se indujo un 
incremento en los niveles de ERK1 total y p-ERK1/2. Imágenes representativas de los ensayos de 
Western blots e histogramas del análisis densitométrico de ERK1/2, p-ERK1/2 y GAPDH de las 
muestras de (A) 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA y (B) los tumores inducidos con FeNTA. 
Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. (+) p<0.001 vs. 1 mes. 
URD: Unidades relativas de densitometría (p38α/β, p- p38α/β ó p38γ /GAPDH vs. Control). La masa 
molecular de las proteínas analizadas corresponden a 44, 42 y 37 kDa para ERK1,  ERK2 y GAPDH, 
respectivamente. 
 
 

La β-catenina es un co-activador transcripcional que regula la expresión de genes como el 

de la ciclina D1,  y ésta es una proteína que al interaccionar con AP-1 puede potenciar la 

actividad de dicho factor transcripcional (Saadeddin y cols., 2009). Los ensayos de súper 

retardo que se muestran en la Figura 10, sugieren que β-catenina se encuentra 

interaccionado con AP-1, lo que indica que probablemente el tratamiento con FeNTA induce 

la activación de β-catenina. Para profundizar acerca del comportamiento de β-catenina en 

este modelo experimental, se determinaron sus niveles de proteína total y fosforilada. El 

incremento en los niveles de esta proteína, debido a una disminución su fosforilación, es 

uno de los eventos que conducen a su actividad como coactivador transcripcional (Cruciat, 

2014). En el presente trabajo, y como se muestra en la Figura 17, identificamos que el 

tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA provoca un marcado incremento, de la misma 

magnitud en ambos tiempos, en los niveles de esta proteína comparados con aquéllos del 

grupo control, mientras que los niveles de su forma fosforilada disminuyeron (Figura 17). Lo 

anterior indica que los posibles mecanismos de acumulación de β-catenina están 
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relacionados con la inactivación de sus algunas cinasas, como GSK-3β o la activación de 

fosfatasas, como la fosfatasa de proteínas en residuos de tirosina ζ (PTPRZ1) (Liu y cols., 

2007; Cruciat, 2014). 

 
Figura 17. El tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses induce una incremento en los niveles de β-
catenina y una disminución en aquéllos de su forma fosforilada (Thr41/Ser45). Imágenes 
representativas de los ensayos de (A) Western blots e (B) histogramas del análisis densitométrico de 
β-catenina, p-β-catenina, y tubulina de las muestras de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. 
Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. (+) p<0.001 vs. 1 mes. 
URD: Unidades relativas de densitometría (β-catenina ó p-β-catenina/tubulina vs. Control). La masa 
molecular de las proteínas analizadas corresponden a 92 y 50 kDa para β-catenina y tubulina, 
respectivamente. 
 
 
Como se ha mencionado previamente una de las cinasas responsables de fosforilar a β-

catenina para su posterior degradación es GSK-3β (Cruciat, 2014). Esta es una cinasa 

constitutivamente activa, pero al ser fosforilada en el amino terminal (Ser 9) por Akt se 

inactiva, lo que conlleva, entre otros múltiples eventos, a la acumulación de β-catenina 

(Rayasam y cols., 2009). Como puede observarse en la Figura 18, no se presentaron 

cambios significativos en los niveles totales de esta proteína. Sin embargo se detectó un 

ligero desplazamiento en el corrimiento electroforético de esta proteína en las muestras de 

los grupos DF, lo que puede explicarse por la presencia de fosforilaciones. Al analizar el 

estatus de la forma fosforilada de GSK-3β (Ser9) se encontró que el tratamiento con FeNTA, 

generó un incremento en sus niveles (Figura 18), lo que explica, al menos en parte, la 

disminución en los niveles de p-β-catenina y el aumento de β-catenina. Interesantemente, el 

comportamiento de p-GSK-3β correlaciona con el aumento previamente reportado de p-Akt 

en nuestro modelo experimental (Pacheco-Bernal, 2014), sugieriendo que Akt podría estar 
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vinculada con la acumulación de β-catenina mediante la inactivación de GSK-3β en estas 

etapas del presente modelo de carcinogénesis renal. 

 
Figura 18. El tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses no indujo alteraciones en los niveles de 
GSK-3β, sin embargo, generó un incremento en los de p-GSK-3β (Ser9). Imágenes representativas 
de los ensayos de (A) Western blots e (B) histogramas del análisis densitométrico de GSK-3β, p-
GSK3-β y tubulina de las muestras de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. Cada barra 
representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. (+) p<0.001 vs. 1 mes. URD: 
Unidades relativas de densitometría (GSK-3β ó p-GSK-3β /tubulina vs. Control).  La masa molecular 
de las proteínas analizadas corresponden a 47, 49  y 50 kDa para GSK-3β1, GSK3-β2 y tubulina, 
respectivamente. 
 

La proteína APC es otro de los consituyentes del complejo de destrucción de β-catenina, la 

cual funciona como andamiaje para facilitar la fosforilación de ésta última por CKI y GSK-3β 

(Näthke, 2004). En los análisis por Western blot no se detectó la proteína de 310 kDa 

(masa molecular de APC en rata), sin embargo, se observó una banda de 150 kDa, la que 

correspondería a una isoforma de APC descrita por Pyles y cols. (1998), la cual 

prácticamente desaparece por el tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA (Figura 19). 

Para corroborar que esta proteína de 150 kDa fuera una isoforma de APC, se realizó la 

detección con otro anticuerpo que reconociera una región distinta de la proteína. 

Realizando la inmunodetección del amino terminal de APC identificó una banda de 150 kDa, 

la cual, también disminye notoriamente en los grupos DF a ambos tiempos estudiados 
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(Figura suplementaria 2, anexo 1), tal y como sucedió utilizando el anticuerpo que 

reconocía la región carboxilo terminal de esta proteína.  

 
Figura 19. El tratamiento con FeNTA durante 1 y 2 meses induce una disminución en los niveles de 
APC de 150 kDa. Imágenes representativas de los ensayos de (A) Western blots e (B) histogramas 
del análisis densitométrico de APC y tubulina de las muestras de 1 y 2 meses de tratamiento con 
FeNTA. Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p<0.001 vs. Control. URD: 
Unidades relativas de densitometría (APC/tubulina vs. Control).  La masa molecular de las proteínas 
analizadas corresponden a 150  y 50 kDa para APC y tubulina, respectivamente. 
 
Para determinar si el APC de 150 kDa interaccionaba con β-catenina, se decidió realizar 

ensayos de co-IP. Como se presenta en la figura 20A de los inmunoprecipitados contra β-

catenina se logró la detección de APC sólamente en las muestras del grupo control y en 

una del grupo DF de 1 mes con tratamiento. Cabe recalcar que esta muestra del grupo DF 

fue una que presentó una mayor cantidad de APC comparada con las demás de este 

mismo grupo, pero menor a la que presentaban las del grupo control (Figura suplementaria 

3, anexo 1). Estos resultados indican que el APC de 150 kDa es capaz de interaccionar con 

β-catenina y que el tratamiento con FeNTA no solo provoca una disminución en lo niveles 

de APC, sino que también en la cantidad de APC que interacciona con β-catenina, por lo 

que las alteraciones en APC podrían también ser eventos que participen en el incremento 

de ésta. 

A 

B 
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Figura 20.  APC de 150 kDa interacciona con β-catenina en las muestras del grupo control. En las 
muestras de los grupos DF existe una menor cantidad de APC acomplejada con β-catenina. Ensayos 
de coIP β-catenina/APC (A) Imagen representativa de los Western blots de los Inmunoprecipitados 
contra β-catenina.  (DF s/I.P) Control (+) (Muestra DF sin inmunoprecipitar); (P.A+A.C) Control 
negativo: proteína A (PA) + anticuerpo; P.A+ D+F) Control negativo: PA + Muestra DF; (carriles 4-6) 
Inmunoprecipitados de muestras del protocolo de 1 mes de tratamiento; (Carriles 7-9) 
Inmunoprecipitados de muestras del protocolo de 2 meses de tratamiento. A) Blot contra APC, β-
catenina, actina (usado como control negativo) y Control de IgG’s. La masa molecular de las 
proteínas analizadas corresponden a 150, 92, 42 y 50 kDa para APC, β-catenina, actina e IgG’s, 
respectivamente. 
 

 

Interesantemente, en tumores de CCR humano se ha descrito que los niveles de APC se 

encuentran disminuidos en un 36% de los casos estudiados (Pećina y cols., 1999). Más aún, 

en ratones transgénicos cuyo promotor del gen de APC se cambió por el promotor AhCRE, 

condicionando su expresión a la presencia de algunos agentes xenobióticos, el 

silenciamiento de dicho gen lleva al desarrollo de CCR (Sansom y cols., 2005; Cole y cols., 

2010), esto sugiere que APC es un supresor tumoral necesario para el mantenimiento de la 

homeostasis renal, por lo que posiblemente la disminución observada en los niveles de esta 

proteína esté vinculada también con el desarrollo de CCR inducido por FeNTA. 

Por otra parte, y como otro mecanismo vinculado con la acumulación de β-catenina, Liu y 

colaboradores reportaron en el 2007 que desde las tres semanas de exposición al 

carcinógeno y en los tumores inducidos con FeNTA se presenta un aumento en los niveles 

de PTPRZ1, la cual es capaz de desfoforilar a la  β-catenina (Liu y cols., 2007), permitiendo 

de esta forma su acumulación. En conjunto nuestros resultados y las observaciones de Liu 

y cols. (2007), sugieren que el tratamiento con FeNTA induce la acumulación de β-catenina 

mediante múltiples mecanismos, que incluyen la inactivación de GSK-3β, la disminución en 

los niveles de APC y el incremento en los niveles de PTPRZ1, por lo que si se pretende el 
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utilizar agentes que prevengan  la acumulación de β-catenina durante el desarrollo de CCR 

inducido con FeNTA múltiples factores se deberán tomar en cuenta. 

 

Finalmente, para investigar si los efectos del tratamiento con FeNTA sobre las moléculas 

estudiadas en el presente trabajo eran específicos del riñón se estudió el estado de estas 

moléculas en hígado y pulmón, tejidos en los que, siguiendo el esquema de tratamiento 

utilizado para el presente trabajo, no se desarrollan tumores primarios (Vargas-Olvera y 

cols., 2012). En estos tejidos, el tratamiento con FeNTA durante 1 (Figura 21) ó 2 meses 

(Figura 22) no induce alteraciones en los niveles de los marcadores moleculares 

mencionados (Figura suplementaria 4). Estos resultados, refuerzan la hipótesis de que las 

alteraciones encontradas en riñón están vinculadas con el desarrollo de CCR inducido por 

FeNTA.  

 

 
Figura 21. En tejidos hepáticos y pulmonares el tratamiento subcrónico con FeNTA durante 1 mes no induce 
alteraciones en los niveles de p-c-Jun, p-p38α/β, p38α/β, p38γ, p-JNK1/2, JNK1/2, p-ERK1/2, ERK1/2 β-
catenina, ciclina D1, p-ERK1/2, ERK1/2. Imágenes representativas de los Western blots para la detección en 
hígado y pulmón del protocolo de 1 mes de tratamiento con FeNTA de los marcadores moleculares 
mencionados.!
!
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Figura 22. En tejidos hepáticos y pulmonares el tratamiento subcrónico con FeNTA durante 2 meses no induce 
alteraciones en los niveles de p-c-Jun, p-p38α/β, p38α/β, p38γ, p-JNK1/2, JNK1/2, p-ERK1/2, ERK1/2 β-
catenina, ciclina D1, p-ERK1/2, ERK1/2. Imágenes representativas de los Western blots para la detección en 
hígado y pulmón del protocolo de 2 meses de tratamiento con FeNTA de los marcadores moleculares 
mencionados.!

 
 

 
 

8. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS Y LA 
INFORMACIÓN EXISTENTE EN LA LITERATURA 

 

En la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos en el presente trabajo y se compara con 

los hallazgos informados en la literatura tanto en el modelo experimental como en el CCR 

humano. Como puede observarse, algunas de las alteraciones descritas en el presente 

trabajo, como las de c-Jun, p38α/β y p-ERK, junto a las de ciclina D1 y β-catenina por Liu y 

colaboradores en 2007, presentan un comportaiento similar a lo que se ha descrito en 

tumores de CCR humano (Zang y cols., 200; Oya y cols., 2005; Campell y cols., 2009; Lee 

y cols., 2009; Ronkainen y cols., 2010; Ozbek y cols., 2012; Lima y cols., 2014), esto apoya 

la hipótesis de que los tumores de CCR inducidos con FeNTA podrían ser la contraparte de 

aquéllos del humano, como fue sugerido por Vargas-Olvera y colaboradores en 2012. Por 

otra parte, el incremento en los niveles de ciclina D1 y β-catenina después de 1 y 2 meses 

de tratamiento ya se han descrito en tumores de CCR inducidos con FeNTA (Liu y cols., 
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2007), sugiriendo la participación de estas moléculas durante el desarrollo tumoral en este 

modelo experimental. De forma importante, consideramos que este modelo de 

tumorogénesis podría ser utilizado para el estudio de fármacos, dirigidos contra algunas 

moléculas de las cascadas MAPKs/AP-1 y APC/GSK-3β/β-catenina, para el tratamiento y/o 

control de este tipo de neoplasia.    
Tabla 3. Comparación del estatus de algunas proteínas en tumores de CCR humano con tumores inducidos con 
FeNTA, así como en tejido renal de ratas expuestas a 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. El estado de la 
alteración está comparado contra lo observado en riñones de sujetos normales. Los textos marcados en cursivas 
inducan hallazgos del presente trabajo.  

Molécula 

Etapas 
tempranas de la 
carcinogénesis 

por FeNTA 

CCR inducido con 
FeNTA 

CCR humano 

c-Jun Aumento 
Aumento del 

mRNA (Liu, 2007)  

Aumento 

(An, 2013) 

p-c-Jun Aumento 

Aumento en 

tumores de menor 

tamaño 

Aumento en tumores de 

menor tamaño y/o grado de 

avance 

(Oya, 2005) 

JNK2 Disminución Disminución Desconocido  

JNK1 Aumento Aumento Desconocido 

p-JNK2 
Aumento sólo a 2 

meses 
Aumento Desconocido 

p-JNK1 Aumento Sin cambios Desconocido 

p-p38α/β Aumento Aumento 
Aumento 

(Ozbek, 2012) 

p38γ  Aumento Aumento Desconocido 

ERK1 Aumento Aumento Desconocido 

ERK2 Sin cambios Sin cambio Desconocido 
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Molécula 

 
Etapas 

tempranas de la 
carcinogénesis 

por FeNTA 

 
 

CCR inducido con 
FeNTA 

 
 

CCR humano 

β-catenina Aumento 
Aumento 

(Liu y cols., 2007) 

Aumento 

(Zang, 2000; Ronkainen, 

2010) 

GSK-3β Sin cambios Desconocido Desconocido 

p-GSK-3β Aumento Desconocido Desconocido  

APC Disminución Desconocido 
Disminuida 

(Pećina, 1999). 

 
 
 

9. CONCLUSIONES  
En tumores de menor tamaño existe una fuerte activación de c-Jun, lo que no sucede en 

aquéllos de mayor tamaño.  

En etapas tempranas de la carcinogénesis renal inducida con FeNTA, la activación de c-

Jun es uno de los mecanismos que participan en la inducción de la expresión de la ciclina 

D1 y posiblemente de MMP9. 

El comportamiento de las MAPKs evoluciona y muestra combinatorias con un creciente 

potencial carcinogénico a lo largo de la carcinogénesis renal mediada por FeNTA. 

El tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA induce la activación de β-catenina, lo que 

posiblemente es debido a la inactivación de GSK-3β y la disminución en la expresión de 

APC.  

El estatus de c-Jun, p-p38α/β y p-ERK1/2 en los tumores de CCR obtenidos 

experimentalmente es similiar a lo encontrado en el humano, lo que representa una 

evidencia más de su equivalencia. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que las proteínas estudiadas 

participan en la tumorigénesis inducida con FeNTA, por lo que podrían ser utilizadas como 

blanco para la búsqueda de agentes preventivos y/o curativos. No obstante, aún queda por 

determinar el papel específico que juega cada una. 
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10. PERSPECTIVAS 
Para continuar con la caracterización de este modelo de inducción de CCR sería 

interesante analizar el comportamiento de eventos río arriba y abajo de las cascadas de 

señalización estudiadas en este trabajo, como por ejemplo EGFR y la MMP9 

respectivamente, lo cual daría información acerca de otras posibles causas y 

consecuencias de la activación de AP-1 en la carcinogénesis inducida con FeNTA.  

Es necesario determinar los efectos de la inhibición y/o activación de las moléculas  

estudiadas en distintos tiempos de la carcinogénesis mediada por FeNTA, lo cual podría  

ayudar a elucidar el papel preciso que juegan durante el desarrollo y manutención tumoral 

en este modelo experimental. Lo anterior sería necesario para establecer posibles terapias 

que tengan como blanco una o más de estas moléculas para la prevención y/o tratamiento 

del CCR. 
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11. ANEXOS 
 
11.1 Anexo 1. Figuras suplementarias 

 

 
Figura suplementaria 1. Controles negativos para el súper retardo del EMSA para AP-1. Carriles (1) 
Exceso de oligo frío (competencia); (2) EMSA AP-1; (3) Súper retardo c-Jun; (4) Súper retardo anti 
β-catenina; (5) Súper retardo anti GAPDH. 
 

 
 
Figura suplementaria 2. Imagen representativa de los Western blots para la detección de APC en 
corteza renal de los protocolos de 1 y 2 meses de tratamiento con FeNTA. Usando un anticuerpo 
que reconoce el amino terminal de APC, no se detectó la isoforma de APC de 300 kDa, sólo la de 
150 kDa, la cual se disminuye por el tratamiento durante 1 y 2 meses con FeNTA. APC (panel 
superior) y α-tubulina (panel inferior) usado como patrón de carga.  
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Figura suplementaria 3. El tratamiento DEN+FeNTA induce una disminución en los niveles de APC, 
en algunas muestras, como la marcada con la fleche vertical, los niveles de APC fueron menores 
que el control, pero mayores que las otras muestras muestras del grupo DF. 
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Figura suplementaria 4. Histogramas del análisis densitométrico de los western blots de algunas de 
moléculas representativas del presente estudio en hígado y pulmón de las muestras de 1 y 2 meses 
de tratamiento con FeNTA. Cada barra representa la media ± EE de n muestras. (*) p>0.001 vs. 
Control.  
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Abstract Renal cell carcinoma (RCC) is asymptomatic at
early stages, and thus, initial diagnosis frequently occurs at

advanced or even metastatic stages, leading to a high rate of

mortality. Ferric nitrilotriacetate (FeNTA)-induced RCC
model is a useful tool to analyze molecular events at dif-

ferent stages of the carcinogenesis process in vivo. MAPKs’

alterations seem to play an important role in the develop-
ment and maintenance of human RCC tumors. Based on the

above, p38a/b/c, JNK1/2, and ERK1/2 statuses were studied

at early stages of FeNTA-induced renal carcinogenesis (1
and 2 months of carcinogen treatment) as well as in tumor

tissue. MAPKs showed distinct response along carcino-

genesis process, either as total proteins and/or as their
phosphorylated forms. While the increase in total and

phospho-p38a/b levels became lower as carcinogenesis

progressed, p38c overexpression grew. Instead, total JNK2
diminished, but JNK1 was elevated at all studied times, and

p-JNK1 levels increased at early stages, but not in tumors. In

contrast, p-JNK2 rose at 2 months of treatment and in tumor
tissue. Increased levels of p-ERK1/2 were observed at all

stages analyzed. Very interestingly, at 1 and 2 months of
FeNTA treatment, no alterations in MAPKs were found in

liver or lung, where no primary tumors are induced with the

scheme of FeNTA administration followed here. In con-
clusion, MAPKs’ behavior evolved differentially as renal

carcinogenesis advanced, even among isoforms of the same

family, but it did not change in other tissues. All this

strongly suggests a role of these kinases in FeNTA-induced
RCC tumor development and maintenance.

Keywords Renal cell carcinoma ! Ferric nitrilotriacetate !
MAPK ! Carcinogenesis

Introduction

Renal cell carcinoma (RCC) is the most common malig-

nancy of the adult kidney and it is generally asymptomatic,
so initial diagnosis frequently occurs when metastasis is

already present [1]. Therefore, the study of early stages of

this cancer becomes very difficult in patients, and hence, a
well-characterized RCC experimental model may be useful

to analyze possible mechanisms involved in renal carcino-

genesis and to identify markers that permit an opportune
diagnosis. Repeated ferric nitrilotriacetate (FeNTA) admin-

istrations lead to RCC development in rodents [2–6], and a

single administration of diethylnitrosamine (DEN) prior
FeNTA increases the incidence and reduces the time needed

for neoplasms formation [5, 7]. We have identified FeNTA-
induced RCC tumors as clear cell histological subtype, and

showed that after 1 and 2 months of FeNTA treatment, some

preneoplastic lesions, such as multifocal dysplasia, are al-
ready present in kidneys [7]. Likewise, other authors de-

scribed some pro-carcinogenic molecular events after

around 1 month of exposition to this carcinogen [8–10].
Together, these observations indicate that 1 and 2 months of

FeNTA treatment may represent early stages of renal car-

cinogenesis [7]. On the other hand, oxidative stress plays a
pivotal role in FeNTA-induced carcinogenesis [7, 11–14],

and is one of the risk factors for human RCC [14–16],

pointing to this imbalance as a common event in both human
and chemically induced RCCs [14].
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Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are serine/

threonine kinases which regulate several biological pro-
cesses such as proliferation, differentiation, and apoptosis

[17]. They are activated via phosphorylation of threonine

and tyrosine residues by upstream kinases (MAPK kinases,
MKKs), and inactivated by dephosphorylation by their

respective MAPK phosphatases (MKPs) [18, 19].

Deregulated MAPKs’ activity is related to several
pathologies including cancer [17]. There are three major

families of MAPKs, namely p38, c-Jun N-terminal kinases
(JNK), and extracellular signal-regulated kinases (ERK)

[17–19]. p38 family is a group of four distinct proteins, a,

b, d, and c [20], each one with different targets and,
therefore, they regulate different cellular processes [21].

p38a and b isoforms are suggested as tumor suppressors in

some kinds of cancer [21–23], but as tumorigenic in others
[23]. On the other hand, p38c overexpression is proposed

to be an oncogenic event in k-ras-mediated transformation

in different cell lines [24]. Particularly, in human RCC
tumor tissue, augmented p38 and p-p38 levels positively

correlate with tumor grade [25, 26]; however, specific

isoforms were not distinguished in those works. Never-
theless, Ambrose et al. [27] reported that a RCC cell line

expresses p38a, b, and c, but not d.

With respect to JNK, there are three isoforms (1, 2, and
3), and while JNK1 and 2 are ubiquitously expressed,

JNK3 expression is almost exclusive to brain cells [28]. As

for p38a/b, JNK1/2 also has been identified as tumor
suppressor proteins in some cancers, but with tumorigenic

activity in others [28, 29], and these opposite effects are

cell-type specific [29]. Although, to date, the status of JNK
in RCC tumors is unknown, it has been reported that in

human RCC cell lines, activation of JNK leads to apop-

tosis, cell cycle arrest, or increased sensitivity to the anti-
tumor agent vinblastine [30–32]. On the other hand, An

et al. described that the blockade of JNK activation pro-

vokes reduced growth and motility of RCC cells in vitro
and in vivo [33]. These differential results may be due to

dissimilarities among the RCC cell lines studied.

Regarding to ERK, several isoforms have been de-
scribed [34]. ERK1 and 2 are related to proliferative and

prevention of cell death processes, and are involved in

several kinds of human cancers [35]. Specifically, in-
creased p-ERK1/2 levels is a common alteration in human

RCC [35–38], and, even, Campbell et al. suggested that

these kinases may be an independent prognosis factor for
this malignancy [38]. Interestingly, in different models of

renal cancer induction other than the FeNTA one, increased

p-ERK1/2 levels have also been described at early stages of
tumor development [39], as well as in tumors [39, 40]. All

these observations indicate that activated ERK may play an

important role in RCC development in humans and in ex-
perimental models.

Finally, Salinas et al. proposed that MAPKs might be

specific therapeutic targets for the treatment of RCC [41];
however, the status of each isoform of each MAPK family

in tumors is still unclear, and their precise role remains to

be elucidated.
Based on the above information, in the present work, it

was considered of interest to analyze MAPKs’ behavior at

early carcinogenesis stages and in tumors induced by
FeNTA exposition.

Materials and methods

Reagents and antibodies

Chemicals were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
or J.T Baker (Mexico City, Mexico) unless otherwise

indicated. Anti p38 a/b (H-147), p-p38 (Thr 180/Tyr 182)-

R, p38c (G5F3), JNK1 (K-23), p-JNK (G-7) (Thr 183/Tyr
185), ERK1 (FL), p-ERK (E4) (Tyr 204), and GAPDH (L-

18) primary antibodies as well as anti-rabbit and anti-

mouse secondary antibodies were from Santa Cruz Biotech
Inc. (Santa Cruz, CA, USA).

FeNTA solution

Ferric nitrilotriacetate solution was prepared as previously

described [7].

Experimental protocol

Experimental protocols were followed according to NOM-

062-ZOO-1999 for the use and care of laboratory animals,

and were carried out as previously described [7] as an
adaptation of those from other authors [3, 5, 6]. Briefly, 56

male Wistar rats weighing 70–80 g were randomly dis-

tributed in 3 groups: 11 animals for control group (C),
which were treated with vehicles; 6 rats for DEN group

(D), which received a single i.p. dose of N-diethylni-

trosamine (200 mgDEN/kgbw); and 39 animals for
DEN?FeNTA group (DF), injected with DEN and, weekly

increasing i.p. doses of FeNTA (3–9 mgFe/kgbw) twice a

week, maintaining a dose of 9 mgFe/kgbw from 4th to 16th
week. To study early stages of carcinogenesis, rats were

euthanized by decapitation after 1 or 2 months of FeNTA

treatment (4, 3, and 6 animals from C, D, and DF groups,
respectively, at each time of study), and in both cases,

sacrifice was executed 48 h after last FeNTA injection to

avoid its acute effects. For the carcinogenesis protocol,
only C and DF groups were included, with 3 and 18 ani-

mals, respectively, excluding D group since in previous

protocols, we have observed that the scheme of DEN
treatment followed does not induce renal tumors [7]. In this
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case, rats were euthanized 2 months after last FeNTA in-

jection. RCC incidence was of 67 % and mortality around
20–21 % as observed previously [7], reflecting the proco-

col’s reproducibility. Renal cortexes and/or tumors were

carefully dissected, frozen in liquid nitrogen, and kept at
-70 "C until analysis.

Tissue homogenates and Western blot

150 mg of renal cortex or tumor tissue was homogenized
using a Brinkman Polytron (PT 10/35 GT) in cold lysis

buffer (1 mM DTT, 10 mM TRIS–HCl, 1 mM EDTA,

1 mM sodium orthovanadate, 15 mM sodium azide, 1.0 %
triton X-100, and 30 % glicerol) added with commercial

protease and phosphatase inhibitors (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Germany). Homogenates were cen-
trifuged at 19,0009g for 30 min at 4 "C, and supernatants

were recovered. Total protein was quantified using a com-

mercial Bradford kit (Bio-Rad Laboratories, USA). Equal
protein amounts were electrophoresed on a 10 % SDS-

PAGE, and transferred to an Immobilon PVDF membrane

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Membranes
were blocked with 10 % bovine fetal serum in saline

phosphate buffer (PBS) and hybridized with primary anti-

body overnight. Then, they were washed and hybridized
with the respective secondary antibody. For specific band

visualization, Immobilon Western chemiluminescent HRP

substrate (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) was
used, and signals were recorded on X-ray films.

Densitometric and statistical analysis

Densitometric analysis was performed utilizing the ImageJ

1.49 g, program of the National Institutes of Health, USA.
Relative densitometric units (RDU) were calculated by

dividing the densitometric band value of the protein of

interest by the GAPDH one obtained for the same sample
in the same membrane, and this result, in turn, was divided

by that obtained for the control group. Results were ana-

lyzed by one-way ANOVA with Newman Keuls post
ANOVA test. To determine the differences between results

obtained for 1 and 2 months of treatment, 2-way ANOVA

with Bonferroni post ANOVA test was applied. Statistical
analysis was performed using GraphPad Prism ver. 5.0b for

Mac OSX, GraphPad Software, San Diego California,

USA, www.graphpad.com. p values B0.05 were consid-
ered statistically significant.

Results

In order to study possible alterations in MAPKs at different
stages of renal FeNTA-induced carcinogenesis, their status

was analyzed in renal cortex from rats treated during 1 and

2 months with the carcinogen, as well as in the tumors
obtained.

Renal MAPKs’ behavior at early stages of FeNTA-
induced RCC

Figure 1 shows images of representative Western blots as
well as bar graphs of the densitometric analysis calculated

as described in materials and methods for all MAPKs
studied after 1 and 2 months of carcinogenic treatment. An

increase in p-p38a/b levels was observed, and this alter-

ation apparently was lower at 2 months compared with
1 month of FeNTA treatment (about threefold and sixfold

vs. control, respectively), although this difference did not

reach statistical significance. Total p38a/b showed the
same behavior, but in this case, the rise was statistically

lower at 2 months than at 1. For its part, p38c was also

overexpressed at both times, but in contrast to p38a/b, this
effect was higher after 2 months of FeNTA treatment

compared to 1 month.

With respect to JNK, augmented levels of total and
phosphorylated JNK1 isoform were detected in DF group

at both times studied, and these alterations were sig-

nificantly higher at the second month. In the case of JNK2,
1 month of FeNTA administration induced no changes in

p-JNK2 levels, but at 2 months, they were significantly

increased, while JNK2 total protein levels were diminished
at both times studied. Also, it was identified that in rat

normal kidney, total and phosphorylated JNK2 is expressed

at higher levels than JNK1 and p-JNK1.
In regard to ERK, total and phosphorylated forms of

ERK1, as well as p-ERK2, were elevated in DF group at

both times studied, whereas total ERK2 levels did not
change.

MAPKs’ status in FeNTA-induced kidney tumors

Figure 2 displays both images of representative Western

blots and histograms of the densitometric analysis for all
MAPKs studied in FeNTA-induced tumors. p-p38a/b
levels were high in tumors (about 1.5-fold vs. control),

although less than at early carcinogenesis stages (about 6-
and 4-fold after 1 and 2 months of FeNTA treatment, re-

spectively), while total kinase diminished. These results

show that the response of both total and phosphorylated
p38a/b decreases as carcinogenesis progresses. Converse-

ly, p38c was considerably overexpressed in renal tumors,

and this rise was even higher than that monitored at 1 and
2 months of FeNTA treatment. On the other hand, p-JNK1

levels varied widely among samples; that is, whereas some

tumors exhibited an increase, others presented a reduction
or had no changes, and this behavior led to no statistical
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difference between p-JNK1 levels in tumor and normal

tissues. On the contrary, total JNK1 had a more uniform

response augmenting in most tumors, and this was more
noticeable than that detected at 2 months of FeNTA

treatment, which, in turn, was higher than that found at the

first month. In the case of JNK2, its phosphorylated version
was markedly elevated in the majority of renal tumors, but

total levels of this kinase were reduced, a similar behavior

to that identified within 2 months of FeNTA treatment. It
seems that p-JNK2 levels tend to increase as carcino-

genesis moves forward, contrary to that observed for p38a/

b. Lastly, in regard to ERK, both analyzed versions of

ERK1, phosphorylated and total, augmented in tumor tis-

sue, while p-ERK2 rose but total levels of this isoform did
not change, similar to what happened at early stages of

carcinogenesis. It was also noticed that phosphorylated

versions of ERK 1 and 2 displayed more variability among
tumor samples than the total proteins.

In general, MAPKs’ behavior was more fluctuant among

FeNTA-induced tumors than in kidney samples from early
stages of carcinogenesis, and this may be due to the dif-

ferent phases of tumor evolution; nevertheless, no

Fig. 1 Renal MAPKs’ levels after 1 and 2 months of FeNTA
treatment. Images of representative Western blots and histograms are
shown. At one month, both p-p38a/b and total p38a/b levels
increased, and this rise was less prominent at 2 months, although
the difference between both times studied was statistically significant
only for the levels of total p38a/b. Likewise, the levels of p38c
isoform augmented after 1 and 2 months of FeNTA treatment, but in
this case, the rise was higher at the second month. Regarding to JNK,
the levels of p-JNK1 as well as those of total JNK1 raised after
1 month and even more after 2, while total JNK2 isoform levels

decreased at both times but its phosphorylated form increased at
2 months though it did not after one. For its part, phosphorylated
ERK1 and 2 isoforms increased similarly at both times analyzed.
Total ERK1 levels were augmented at 1 month, and this rise was
lower at 2 months, whereas total ERK2 did not change at any time.
DEN treatment alone had no effects in any MAPK at any time
studied. RDU relative densitometric units. GAPDH was used as
loading control. Bars represent the mean ± SEM. n = 4 for C group,
n = 3 for D group, and n = 6 for DF group. *p B 0.05 versus C,
1p B 0.05 versus 1 month
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correlation was found between MAPKs’ levels and tumor

stage and/or grade, which were determined based on size
and Fuhrman classification, respectively (data not shown)

[7].

MAPKs’ levels in liver and lung after exposition

to FeNTA

Previously we reported that using the scheme of FeNTA

treatment followed in the present work, no primary tumors

are developed in liver or lung [7]; thus, in order to deter-
mine if the alterations observed in MAPKs were

particularly related to kidney, their status was determined

in samples from these organs. No alterations were found in
hepatic (Fig. 3) or pulmonary (Fig. 4) tissues after 1 and

2 months of FeNTA exposition, so MAPKs’ response to

carcinogen seems to be associated specially to kidney.

Discussion

Renal cell carcinoma is the most common malignancy

arising from the adult kidney [1] and it is generally
asymptomatic, so initial diagnosis frequently occurs in

Fig. 2 MAPKs’ behavior in FeNTA-induced renal tumors. Images of
representative Western blots and histograms are shown. Phosphory-
lated p38a/b levels increased while total kinase diminished, and total
p38c isoform augmented. On the other hand, phospho-JNK1 levels
widely varied among studied tumors so the mean was not statistically
different versus normal renal tissue, but total JNK1 clearly rose;
instead, phospho-JNK2 levels increased whereas those of total JNK2

were reduced. Also, some tumors exhibited higher levels of total
JNK1 than total JNK2 isoform, or vice versa. Lastly, phosphorylated
ERK1 and 2 isoforms increased, as well as total ERK1, but total
ERK2 did not change. RDU relative densitometric units. GAPDH was
used as loading control. Bars represent the mean ± SEM. n = 3 for C
group, n = 12 for tumors (T). *p B 0.05 versus C
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advanced stages and even when metastasis is already pre-
sent [42]. This makes it very difficult to study early de-

velopmental stages of this cancer in patients, and thus, a

well-characterized experimental model of RCC induction
may be useful to identify events probably involved in renal

cells’ malignization. In a prior work [7], we reported that

histological characteristics of tumors induced by FeNTA
correspond to clear cell RCC, the most common histo-

logical subtype in patients (70–75 %) [43]. Also, in that

work, it was demonstrated that the exposure to the car-
cinogen during 1 and 2 months results in renal preneo-

plastic lesions, which were more severe after 2 months of

FeNTA administration, suggesting that such times of
treatment represent different early RCC developmental

stages [7].

MAPKs’ alterations are related to several malignancies,
including RCC [17, 25–29, 33]. In the present work, elevated

kidney levels of total and phosphorylated forms of p38a/b
were detected after 1 month of FeNTA treatment, but this

rise becomes less intense as carcinogenesis process ad-
vances, and even a decrease of total p38a/b was found in

tumor tissue, though its phosphorylated version still in-

creased. Interestingly, Omori and coworkers described en-
hanced levels of p38a/b in proliferative areas in renal

development and dysplasia, suggesting these proteins to

have pro-proliferative potential in this organ [44, 45]. On the
other hand, high amounts of both COX-2 and b-catenin have

been reported in FeNTA-induced tumors [46, 47], proteins

positively regulated by p38a/b [48, 49] and involved in cell
proliferation and motility. Hence, renal cells might over-

express and activate p38a/b initially as an early response to

repair tissue damage, since FeNTA induces acute renal
necrosis [7], but then this rise gradually decreases, although

their levels remain augmented in experimental tumors, as

has been reported for human RCC [25]. However, it is not
possible to know if the kinase behavior evolved along car-

cinogenesis in patients as observed here, and that is one of

the valuable advantages of this experimental model.

Fig. 3 MAPKs’ behavior in liver tissue after 1 and 2 months of
FeNTA treatment. Images of representative Western blots and
histograms are shown. None of the MAPKs analyzed, p38a/b,
JNK1 and 2, and ERK1 and 2 (phosphorylated and total forms),

exhibited alterations in this organ. Furthermore, p38c isoform was not
detected. RDU relative densitometric units. GAPDH was used as
loading control. Bars represent the mean ± SEM. n = 4 for C group
and n = 4 for DF group. p C 0.05
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High renal levels of p38c were also detected after 1 and
2 months of FeNTA treatment, but in this case, the effect

grows as carcinogenesis moves forward reaching levels

higher than 30-fold in tumors versus normal kidney. Like-
wise, p38c is highly expressed in breast, brain, and colon

malignancies [50–52], but its status in human RCC tumors

has not been established. This kinase is related to cell pro-
liferation and motility, and plays an important role in k-Ras-

mediated transformation in various cell lines, independently

of its phosphorylation state [53, 54]. Therefore, p38c over-
expression may participate in FeNTA-induced renal cancer

development and maintenance, and it would be relevant to

analyze the behavior of this specific p38 isoform in human
tumors since it could be one of the mechanisms responsible

for the high RCC metastatic capacity.

On the other hand, low total JNK2 and high total JNK1
levels were established at all times studied after FeNTA

treatment compared to kidney samples from C group. In

contrast, p-JNK2 levels did not change after 1 month of
FeNTA treatment but they increased at 2 months and in

tumors, while p-JNK1 levels were high at early stages, and

were not altered in tumors. So, JNK1 and 2 isoforms seem to
be switching from one to the other throughout carcino-

genesis, presumably JNK1 participating in initial events of

the process, and JNK2 rather having a role in cells already
transformed. Moreover, it is very interesting to note that

tumors exhibiting higher JNK1 levels than others also pre-

sented lower JNK2, and vice versa. Considering that many
evidences support that their behavior and effects are dis-

tinctive [28, 29], the above suggests that the degree of JNK

isoforms expression may be related to specific characteris-
tics of each tumor; that is, probably, tumors with higher

JNK1 levels are in a more proliferative state, while those

with greater JNK2 expression may possess major metastatic
potential, as has been suggested in other tumorigenesis

models [55, 56]. On the other hand, in some malignancies,

Fig. 4 MAPKs’ behavior in pulmonary tissue after 1 and 2 months of
FeNTA treatment. Images of representative Western blots and
histograms are shown. None of the MAPKs analyzed, p38a/b and
c, JNK1 and 2, and ERK1 and 2 (phosphorylated and total forms),

exhibited alterations in this organ. RDU relative densitometric units.
GAPDH was used as loading control. Bars represent the mean ± -
SEM. n = 4 for C group and n = 4 for DF group. p C 0.05
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JNK1 acts as tumor suppressor, while JNK2 has an onco-

genic role [29], but in others, their effects are opposite [28].
In human RCC, the role of these kinases is controversial,

whereas some authors report that JNK activation leads to

apoptosis in RCC cell lines [30, 32, 57–59], An et al. [33]
described that the blockade of JNK activation provokes re-

duced growth of RCC cells. These observations make our

results more interesting as JNK isoforms were not distin-
guished in the previous works related to RCC; therefore, if

JNK is considered as a therapeutic target, the specific effect
on 1 and 2 isoforms must be taken into account.

With respect to ERK, an increase in the levels of its

phosphorylated form is a particularly common alteration in
human RCC [36, 38], as well as in experimental models in

mice and rats other than the FeNTA-induced one [39, 40,

60]. In concordance, in the present work, both studied
p-ERK isoforms, 1 and 2, were clearly elevated at all stages

analyzed. Besides, Vaidya et al. advised that ERK1/2

phosphorylation is essential for proper mice renal tubular
repair and proliferation of kidney cells [61]; so, it is pos-

sible that, initially, FeNTA treatment prompts ERK acti-

vation to repair kidney damage, but repeated carcinogen
administrations lead to sustained kinase activity, facilitat-

ing, finally, tumor promotion and maintenance, and this last

seems to occur also in RCC originated by different causes
and in different species.

On the other hand, taking into account an overview of

MAPKs’ behavior, cells with high p-ERK/p-p38 ratio have
been reported to exhibit a more malignant phenotype [62–

65], and based on the changes of these MAPKs observed

along carcinogenesis in the present work, it is likely that at
1 month of FeNTA treatment, low values of p-ERK/p-p38

coefficient due to high p-p38 levels could be making renal

cells to be less malignant, but as carcinogen administration
continues, the elevation of p-p38 becomes lower, and, as a

result, p-ERK/p-p38 ratio grows facilitating tumor devel-

opment. Moreover, during rat kidney development, as well
as in renal dysplasia and cysts, high p-p38 and p-ERK have

been reported and suggested to be related to epithelial to

mesenchymal transition (EMT) [45, 46, 66, 67], which is
proposed as an initial event for tumor development in many

malignancies [68]. Thus, FeNTA may cause EMT via p38

and ERK, but the activation also of JNK may allow the
acquisition of additional pro-proliferative, anti-apoptotic,

and/or enhanced cell motility advantages.

Importantly, our results show that none of the MAPKs’
alterations observed in kidney were present in liver or lung

of FeNTA-treated rats. This strongly supports the hy-

pothesis of their participation in renal carcinogenesis in this
experimental model, since we have previously described

that FeNTA exposure does not induce primary hepatic or

pulmonary tumors [7], as Ansar et al. also reported using a
similar scheme of treatment [69].

Another interesting finding is that the studied tissues

displayed per se some differences in MAPKs’ expression.
Accordingly to Court et al. [70], p38c was barely or not

detectable in kidney and liver, whereas lung presented high

levels of this kinase; likewise, kidney and liver showed
higher levels of total and phosphorylated JNK2 than JNK1

counterparts, and the opposite happened in lung.

To our knowledge, this is the first time that MAPKs’
behavior is analyzed in response to FeNTA treatment, and,

more important, the first time that their status is studied at
different stages of the carcinogenesis process in this in vivo

model. However, the precise role of these kinases in renal

cell malignization is still to be clarified, and efforts are going
on in our laboratory in this respect, such as the analysis of

pathways upstream and downstream from MAPKs.

In summary, renal MAPKs’ response evolves and shows
a growing pro-carcinogenic potential in their combination

throughout the protocol to induce RCC by FeNTA expo-

sition, which sustains their participation in renal cells
malignization, and supports the model as a useful tool to

test individual or combined MAPK targeted drugs as pre-

ventive and/or curative therapies, as well as to identify
other events probably involved in tumor development,

which are interesting and significant perspectives of the

present work.
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