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RESUMEN 

 

La displasia oral reúne un conjunto de alteraciones celulares y tisulares en el epitelio 

oral, cuyo diagnóstico está generalmente relacionado con una mayor tasa de 

transformación maligna hacia el cáncer. Una de las vías de señalización alterada en la 

carcinogénesis oral, es la vía Wnt Canónica, en donde la proteína β-catenina es su 

componente central. Al activarse la vía Wnt, β-catenina no es fosforilada y se estabiliza 

en el citoplasma, llevando a su posterior translocación nuclear, incrementando la 

transcripción de genes relacionados con la tumorigénesis. La pérdida en la regulación de 

β-catenina es comúnmente asociada a diversos tipos de cáncer, y lesiones potencialmente 

malignas, como en colon, sin embargo en displasia oral se desconoce si existen 

alteraciones en la actividad transcripcional de β-catenina, y menos aún se conoce el 

posible mecanismo involucrado en su translocación nuclear. En modelos no tumorales, se 

ha propuesto que el tráfico endocítico juega un papel clave en la activación de la vía Wnt 

canónica, a través del secuestro de proteínas claves para la degradación de β-catenina en 

endosomas tempranos, y en donde proteínas reguladoras del tráfico endocítico, como 

Rab5, podrían jugar un papel potencial en la translocación nuclear de β-catenina. Según 

lo anterior, existe la posibilidad de que Rab5 contribuya en la progresión tumoral, y 

específicamente en etapas tempranas de la carcinogénesis oral. Sin embargo, no se ha 

demostrado la relevancia de Rab5 en el desarrollo de la displasia oral. En base a lo 



anteriormente señalado, se propone la siguiente hipótesis: “la activación de Rab5 

promueve la translocación nuclear de β-catenina, a través del reclutamiento de su 

complejo de destrucción hacia endosomas tempranos en displasia oral”. El objetivo 

general de este proyecto es determinar si la translocación nuclear de β-catenina en 

displasia oral depende de la activación de Rab5 y del reclutamiento del complejo de 

destrucción hacia endosomas tempranos. Para esto, los objetivos específicos son: (1) 

Determinar el efecto de ligandos Wnt en la localización de β-catenina en células de 

displasia oral; (2) Analizar el efecto de la activación de Rab5 en la localización nuclear 

de β-catenina en células de displasia oral; (3) Determinar si la actividad de Rab5 es 

necesaria para el reclutamiento de componentes del complejo de destrucción de β-catenina 

hacia endosomas tempranos en células de displasia oral; (4) Evaluar la localización 

endosomal de GSK-3β en biopsias de displasia oral con presencia nuclear de β-catenina. 

En esta tesis hemos demostrado una mayor presencia nuclear de β-catenina en células 

DOK (línea celular de displasia oral moderada), en comparación a células OKF-6/TERT2 

(línea celular de queratinocitos orales no tumorales) y CAL-27 (línea celular de carcinoma 

oral de células escamosas), así como también un enriquecimiento de β-catenina total y 

β-catenina no fosforilada en fracciones nucleares de células DOK. Adicionalmente, el 

medio condicionado de células DOK previamente tratadas con el inhibidor de la porcupina 

C-59, el cual inhibe la secreción de ligandos Wnt, presentó un menor nivel de Wnt3a 

secretado, en comparación con la condición no tratada. Adicionalmente las células DOK 



tratadas con C-59 presentaron una menor acumulación de β-catenina nuclear, y menores 

niveles totales de β-catenina no fosforilada, así como una disminución en los niveles de 

ARNm y proteína para los genes diana de β-catenina (survivina y ciclina D1). El 

tratamiento, ya sea de células OKF-6 o de queratinocitos orales primarios, con medio 

condicionado de células DOK, indujo una mayor localización y actividad transcripcional 

de β-catenina. Para finalizar los resultados del objetivo específico 1, se observó que tejidos 

de displasia oral severa presentaron localización nuclear de β-catenina y paralelamente un 

aumento de Wnt3a, en comparación con mucosa sana. Por su parte, resultados del objetivo 

específico 2 demostraron mayores niveles de la fracción activa de Rab5 en células DOK 

en comparación a células OKF-6, mientras que la transfección de células DOK con 

GFP-Rab5/S34N (mutante inactiva de Rab5) causó una disminución en la localización 

nuclear de β-catenina. Los resultados relacionados con el objetivo específico 3 indican 

que efectivamente hay co-localización entre el marcador de endosomas tempranos (EEA1) 

y proteínas del complejo de destrucción de β-catenina en células DOK, sin embargo, esta 

co-localización disminuye significativamente cuando éstas células son transfectadas con 

la mutante inactiva de Rab5. Por último, y en relación al objetivo específico 4 se demostró 

simultáneamente presencia nuclear de β-catenina y localización endosomal de GSK-3β en 

tejidos de displasia oral severa, en comparación a tejidos de mucosa oral sana. En 

conclusión, esta tesis demuestra por primera vez cómo el tráfico endocítico se relaciona 

con la señalización Wnt canónica, induciendo la translocación nuclear de β-catenina y 



contribuyendo así a la progresión tumoral en etapas tempranas de la carcinogénesis oral.  

 

Palabras Claves: Displasia Oral, Rab5, β-catenina, complejo de destrucción 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

Oral dysplasia is characterized by a group of cellular and tissue alterations in the 

oral epithelium, whose diagnosis is generally associated with higher rates of malignant 

transformation to cancer. One of the altered signaling pathways in oral carcinogenesis is 

the canonical Wnt pathway, in which the protein β-catenin is a central component. Upon 

activation of the Wnt pathway, β-catenin phosphorylation is inhibited allowing its 

stabilization in the cytoplasm and nuclear translocation, where it induces the transcription 

of target genes, which are commonly associated with tumorigenesis. Loss in the regulation 

of β-catenin is commonly associated with various types of cancer and a subset of 

potentially malignant lesions, however the role that this signaling pathway plays in oral 

dysplasia, remains unknown, and consequently whether alterations at either 

transcriptional activity or the underlying mechanisms involved in nuclear localization, 

have not been evaluated in oral dysplasia. On the other hand, studies in non-tumor cell 

models, have identified the endocytic trafficking as a key player in the activation of the 

canonical Wnt pathway. Specifically, endosomal sequestering of proteins involved in the 

degradation of β-catenin accounts for stabilization and nuclear translocation of β-catenin. 

Here, it will be relevant to assess the role of regulators of the endocytic trafficking, such 

as Rab5, in the stabilization of β-catenin and tumor progression at early stages of oral 

carcinogenesis. However, the relevance of Rab5 in the development of oral dysplasia has 

not been demonstrated. Based on this background, the following hypothesis is proposed: 



“The activation of Rab5 promotes the nuclear translocation of β-catenin, through 

the recruitment of its destruction complex towards early endosomes in oral 

dysplasia". The general objective of this project is to determine if the nuclear 

translocation of β-catenin in oral dysplasia depends on the activation of Rab5, and hence 

the recruitment of the destruction complex towards early endosomes. To this end, the 

following specific aims are proposed: (1) To determine the effect of Wnt ligands in the 

localization of β-catenin in oral dysplastic cells; (2) To analyze the effect of Rab5 activity 

in nuclear localization of β-catenin in oral dysplastic cells; (3) To determine if Rab5 

activity is necessary for the recruitment of components of the destruction complex of 

β-catenin within early endosomes in oral dysplastic cells; (4) To evaluate the endosomal 

localization of GSK-3β in oral dysplasia biopsies with nuclear presence of β-catenin. In 

this thesis, we have shown higher levels of β-catenin in dysplastic oral keratinocytes 

(DOK cell line, moderate dysplasia), when compared with oral keratinocytes 

(OKF6/TERT2 cell line, immortalized) and oral squamous carcinoma cells (CAL-27 

carcinoma cell line), as well as an enrichment of total β-catenin and non-phosphorylated 

β-catenin in nuclear fractions of DOK cells. Additionally, conditioned medium obtained 

from DOK cells, previously treated with C-59 (inhibitor of porcupine, which inhibits the 

secretion of Wnt ligands) showed reduced levels of secreted Wnt3a, when compared with 

control medium. Additionally, DOK cells treated with C-59 showed decreased 

accumulation of nuclear β-catenin, reduced levels of non-phosphorylated β-catenin, and 



decreased mRNA and protein levels for the β-catenin target genes, Survivin and Cyclin 

D1. Treatment of OKF-6 cells and primary oral keratinocytes with DOK-derived 

conditioned medium promoted nuclear localization and transcriptional activity of 

β-catenin. Finally, biopsy tissues of severe oral dysplasia showed nuclear localization of 

β-catenin, which paralleled increased Wnt3a expression, when compared. Results of 

specific aim 2 showed higher levels of active Rab5 (Rab5-GTP) in DOK cells, when 

compared with OKF-6, whereas transfection of DOK cells with GFP-Rab5/S34N (inactive 

mutant of Rab5) decreased nuclear localization of β-catenin. Results related to specific 

aim 3 indicate that there is co-localization between markers of early endosomes (EEA1) 

and proteins belonging to the β-catenin destruction complex, however, this co-localization 

decreased significantly upon transfection with the inactive mutant of Rab5 in DOK cells. 

Finally, related to specific aim 4, simultaneous nuclear localization of β-catenin and the 

endosomal localization of GSK-3β were demonstrated in tissues of severe oral dysplasia, 

when compared with healthy oral mucosa. In summary, this thesis demonstrates for the 

first time that the endocytic trafficking is related to the canonical Wnt signaling, and 

nuclear translocation of β-catenin in oral dysplasia, and thus, it contributes to understand 

the mechanisms associated with tumor progression in the early stages of oral 

carcinogenesis. 

Key words: Oral dysplasia, Rab5, β-catenin, destruction complex
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 DISPLASIA ORAL 

 

La carcinogénesis oral corresponde a un proceso multifactorial cuya etiología 

involucra alteraciones moleculares y cambios genéticos. El cáncer oral es un subtipo de 

cáncer de cabeza y cuello que puede surgir como una lesión de origen primario en los 

tejidos orales que recubren la boca, labios, encías y lengua (Huang Liu et al. 2014). Las 

malignidades orales y orofaríngeas representan aproximadamente el 3% de todos los 

tumores malignos en hombres y un 2% en mujeres en Estados Unidos (Neville and Day 

2002). En Chile, un análisis correspondiente al año 2005 dio a conocer que el cáncer oral 

corresponde a un 1,6% del total de casos de cáncer, estando presente principalmente en 

hombres de más de 45 años de edad, con una tasa de 2,3:1 en comparación con las mujeres 

(Riera and Martinez 2005; Rojas-Alcayaga et al. 2010). 

La incidencia del cáncer oral ha aumentado a nivel mundial, donde ya en el 2012 

hubo nuevos casos por cada 100.000 habitantes, encontrándose entre los 11 tipos de cáncer 

más frecuentes en hombres (GLOBOCAN 2012). No obstante, sólo el 40-50% de los 

pacientes sobreviven a los 5 años, convirtiéndose en un importante problema de salud 

pública (Fronie et al. 2013), por lo tanto, su diagnóstico temprano es clave para mejorar 

la supervivencia de los pacientes y reducir significativamente las tasas de mortalidad (Dost 
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et al. 2014).  

Alrededor del 90% del cáncer oral se origina en el epitelio estratificado no 

queratinizado de la mucosa oral, por lo cual es denominado Carcinoma Oral de Células 

Escamosas (COCE) y la gran mayoría de las veces está precedido por lesiones cuyo 

diagnóstico histopatológico es de displasia epitelial, la cual corresponde a alteraciones 

celulares y tisulares en el epitelio oral, que revelan una modificación en la maduración 

celular del epitelio y un aumento de la actividad proliferativa. En el año 2005 la OMS 

clasificó histológicamente la displasia oral según su grado de diferenciación entre leve, 

moderada y severa, y las características de cada una están íntimamente ligadas a los 

cambios en la arquitectura epitelial y presencia de atipias celulares, las cuales van 

aumentando en las capas del epitelio a medida que la displasia va progresando (Fleskens 

and Slootweg 2009; Speight 2007; Warnakulasuriya et al. 2008) (Figura 1). 

  El diagnóstico de displasia epitelial está asociado con una mayor tasa de desarrollo 

de cáncer invasivo, la cual varía considerablemente según distintos estudios, con una 

fluctuación que va desde el 2% al 36%, siendo estas diferencias debidas en parte, al tiempo 

de seguimiento de las lesiones (Dost et al. 2014; Martinez et al. 2016; van der Waal 2014). 

Si bien, la presencia de displasia epitelial es considerado el predictor más fuerte de 

transformación maligna, no todas las displasias avanzan a cáncer (Speight 2007; 

Warnakulasuriya et al. 2007; Warnakulasuriya et al. 2008).  
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Figura 1. Etapas de la Carcinogénesis. Extraído de (Kelloff and Sigman 2007). En el esquema 

se destacan las distintas etapas de la carcinogénesis y de los distintos grados de displasia (leve, 

moderada, severa). 

 

El diagnóstico histopatológico de displasia oral suele ser bastante complejo y 

subjetivo (Speight 2007) y en la actualidad no disponemos de marcadores definitivos que 

nos puedan predecir su existencia y su evolución, es por esto que el estudio de 

biomarcadores que detecten las primeras etapas de la transformación maligna o displasia 

oral, y que revelen cambios genéticos y moleculares relacionados con su carcinogénesis, 

puede mejorar significativamente la detección precoz de lesiones iniciales, lo cual 

convellaría a la identificación de pacientes con alto riesgo de desarrollar cáncer oral 

(Mishra 2012; Polanska et al. 2014). Lo anterior se debe principalmente a que la evolución 

que sufren estas lesiones hasta el desarrollo del cáncer, y específicamente sus alteraciones 
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moleculares, no son totalmente comprendidas (Angiero et al. 2008; Gonzalez-Moles et al. 

2010; Gonzalez-Moles et al. 2000; Kurokawa et al. 2005; Nasser et al. 2011). Al respecto, 

una de las vías de señalización que podría estar involucrada en la progresión de la displasia 

oral, es la vía de Wnt/β-catenina, la cual ha sido poco estudiada en el desarrollo de esta 

enfermedad. 

 

1.2 VÍA DE SEÑALIZACIÓN WNT/β-CATENINA 

 

La vía de señalización Wnt/β-catenina (o Wnt canónica) está involucrada en funciones 

biológicas variadas, entre ellas la diferenciación, migración y proliferación celular 

(Valenta et al. 2012). Esta vía tiene como componente central a la proteína β-catenina, la 

cual además de ser la molécula efectora de la señal de activación Wnt, es una proteína 

involucrada en la adhesión celular junto a E-cadherina (Logan and Nusse 2004). La 

fosforilación de β-catenina es un paso clave para su degradación, en ausencia de las 

señales Wnt, proceso mediado por el complejo de destrucción multiproteico formado por 

la enzima Caseína Kinasa 1α (CK1α), la enzima Glucógeno Sintasa Kinasa 3β (GSK-3β), 

la proteína supresora de tumores Poliposis Adenomatosa Coli (APC) y Axina. Este 

complejo lleva a cabo la fosforilación de residuos amino terminal de β-catenina, 

incluyendo Ser33/Ser37/Thr41, llevándola a su degradación vía proteosoma, 

disminuyendo de esta forma los niveles citoplasmáticos de esta proteína (Logan and Nusse 
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2004; Nusse 2012) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vía de señalización Wnt/β-catenina. Extraído de (Logan and Nusse 2004). En 

ausencia de señalización Wnt, β-catenina es fosforilada por su complejo de degradación, 

llevándola a su posterior degradación vía proteosomal (panel izquierdo). Por otra parte, la 

activación de la vía (panel derecho) causa la inhibición del complejo de destrucción, llevando a la 

estabilización de β-catenina y su concomitante translocación al núcleo. 

 

La activación de la vía Wnt/β-catenina se inicia por unión de ligandos Wnt a los 

receptores de superficie celular Frizzled (Fzd) y al co-receptor LRP 5/6, formando un 

complejo trimérico que lleva al reclutamiento de la proteína Dishevelled (Dvl) la cual 

bloquea al complejo de destrucción de β-catenina, llevando a su estabilización 

citoplasmática y consecuente translocación al núcleo. Una vez translocada al núcleo, 
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β-catenina forma un complejo con los factores de transcripción TCF/LEF-1 llevando a la 

activación transcripcional de genes blanco, tales como Ciclina D1 y Survivina entre otros, 

relacionados con el crecimiento y la proliferación celular (Kimelman and Xu 2006; Logan 

and Nusse 2004; MacDonald and He 2012) (Figura 2). 

Varios reportes han demostrado la activación aberrante de la vía de señalización 

Wnt/β-catenina en diferentes cánceres humanos, como el cáncer de colon, gástrico, 

cervical y melanoma; y por lo tanto, hay evidencia considerable de anormalidades en la 

vía de señalización Wnt canónica en tumorigénesis (Luo et al. 2007; Ochoa-Hernandez et 

al. 2012). Sin embargo, es poco lo que se conoce de esta vía en la carcinogénesis oral. 

La estabilización de β-catenina es un evento temprano en muchos modelos de 

carcinogénesis, (Logan and Nusse 2004), por ejemplo en colon, estómago o mama (Bian 

et al. 2000; Khalil et al. 2012; Sun et al. 2012). En displasia oral, algunos estudios han 

reportado mediante inmunohistoquímica una sobreexpresión de proteínas reguladoras de 

la proliferación y el ciclo celular y cuyos genes son dependientes de la actividad de 

β-catenina, tales como Ciclina D1, Survivina y Cox-2, proponiéndolos como marcadores 

de etapas tempranas de la carcinogénesis oral (Basnaker et al. 2014; Lo Muzio et al. 2003; 

Mauro et al. 2010; Ramakrishna et al. 2013; Ramasubramanian et al. 2013; Renkonen et 

al. 2002; Shibata et al. 2005). 

En concordancia con lo anterior, nuestro grupo ha demostrado la presencia nuclear de 

β-catenina mediante inmunohistoquímica en el 100% de biopsias con diagnóstico 
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histopatológico de displasia oral moderada y severa en comparación a un 27.7% de las 

muestras de COCE incluidas en el estudio, mientras que en la mucosa oral sana sólo 

presencia membranosa de β-catenina (Reyes et al. 2015). Nuestros resultados fueron 

consistentes con la mayoría de los informes que muestran una mayor presencia de 

β-catenina nuclear en displasia moderada y severa, en comparación con displasia leve; sin 

embargo, la expresión de β-catenina disminuyó después de comenzar el proceso 

neoplásico invasivo (Ishida et al. 2007; Sato et al. 2002). Estas observaciones sugieren 

un papel de esta proteína en la progresión de la displasia; sin embargo, no existen 

estudios moleculares sobre el posible mecanismo involucrado en su translocación 

nuclear. Al respecto, estudios en células no tumorales demostraron que el secuestro de 

GSK-3β en endosomas tempranos y posteriormente en cuerpos multivesiculares es uno de 

los mecanismos necesarios para la activación de la vía Wnt/β-catenina y la consecuente 

translocación de β-catenina al núcleo (Taelman et al. 2010), aunque no existen estudios 

de este posible mecanismo en displasia oral. 
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1.3 ROL DEL TRÁFICO ENDOCÍTICO EN LA SEÑALIZACIÓN 

WNT/β-CATENINA 

 

 Durante años, el tráfico endocítico fue aceptado solamente como un mecanismo 

de silenciamiento de la señalización de muchas vías, debido a que la internalización de los 

receptores de superficie celular y su posterior transporte desde endosomas tempranos 

hacia endosomas tardíos y lisosomas, lleva a su degradación (Miaczynska et al. 2004). No 

obstante, la endocitosis juega un papel clave en la activación de vías de señalización, entre 

ellas la vía Wnt canónica, ya que la internalización del complejo trimérico, formado por 

el ligando Wnt, receptor Frizzled y el co-receptor LRP6, en conjunto con el complejo de 

destrucción de β-catenina en compartimientos endosomales, inicia la activación de la vía 

Wnt/β-catenina (Dobrowolski and De Robertis 2012). 

Específicamente, la activación de los receptores Wnt por unión con su ligando, 

provoca la fosforilación de la cola citoplasmática de LRP 5/6 por GSK-3β y CK1α. Esta 

fosforilación estimula la unión de las proteínas restantes del complejo de destrucción hacia 

la membrana plasmática formando una estructura llamada LRP6 signalosoma, la cual 

contiene agregados de Frizzled, LRP5/6 fosforilado, Dvl, Axina, APC y GSK-3β, y cuyo 

complejo es internalizado en estructuras endosomales (Blitzer and Nusse 2006; 

Dobrowolski and De Robertis 2012; Hagemann et al. 2014; Kikuchi and Yamamoto 2007; 

Yamamoto et al. 2006). Se ha reportado que un paso clave para la señalización de Wnt es 
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la inactivación constante de GSK-3β, la cual comienza con su unión a la cola 

citoplasmática de LPR6, y continúa tras su secuestro en endosomas tempranos, tardíos y 

cuerpos multivesiculares. De esta forma, β-catenina no puede ser fosforilada por GSK-3β, 

por lo que se estabiliza en el citoplasma y posteriormente se transloca al núcleo, donde 

activa la transcripción de los genes blanco de la vía Wnt canónica (Taelman et al. 2010) 

(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo de secuestro de GSK-3β en estructuras endosomales. Extraído de (Taelman 

et al. 2010). 
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Aún cuando el mecanismo de secuestro del complejo de destrucción de β-catenina ha 

sido descrito, el papel de los componentes regulatorios de la vía endocítica y del tráfico 

endosomal en la vía Wnt/ β-catenina, son todavía poco conocidos, y mucho menos se sabe 

acerca de la relevancia de este mecanismo y los componentes de tráfico endocítico en 

carcinogénesis oral. 

 

1.4 PROTEÍNAS RAB: REGULADORAS DEL TRÁFICO ENDOSOMAL 

 

Las proteínas Rabs son GTPasas pequeñas, las cuales se localizan en 

compartimientos intracelulares específicos, donde cumplen funciones claves en la 

regulación del tráfico endosomal, estando implicadas en la distribución de cargos, 

formación de vesículas, y eventos de fusión de membranas (Stenmark 2009). La proteína 

Rab5, en conjunto con Rab21 y Rab22, regulan la formación de endosomas tempranos. 

Por otra parte, Rab7 y Rab9 controlan la dinámica de los endosomas tardíos, mientras que 

Rab4 y Rab11 controlan los endosomas de reciclaje (Somsel Rodman and Wandinger-

Ness 2000; Stenmark 2009). Estas GTPasas alternan entre dos estados, unidas a GTP 

(estado que se define como activo) permitiendo su unión con proteínas efectoras, o unidas 

a GDP en un estado inactivo (Stenmark 2009). Este cambio de conformación es regulado 

por dos grupos de proteínas: GEFs (Guanosine nucleotide Exchange Factors), que 

permiten el intercambio de GDP por GTP activando a la proteína Rab (Rab-GTP);  y 
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GAPs (GTPase Activating Proteins), que provocan la hidrólisis rápida del GTP, llevando 

a la inactivación de la proteína Rab (Rab-GDP). Ambas proporcionan un sistema 

integrado en el control general del tráfico endosomal (Seabra and Wasmeier 2004; 

Stenmark 2009; Torres and Stupack 2011) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ciclo de activación e inactivación de las proteínas Rab. Adaptado de (Torres and 

Stupack 2011). 

 

En su estado activo unido a GTP las proteínas Rabs se localizan en las membranas 

intracelulares, donde pueden reclutar e interactuar con una variedad de proteínas 

conocidas como proteínas efectoras de Rabs (Grosshans et al. 2006). De hecho, es a través 
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de la unión a estos efectores, que las proteínas Rabs llevan a cabo sus múltiples roles en 

los eventos de tráfico endocítico. Rab5 es la proteína Rab que ha sido más ampliamente 

estudiada en la vía endocítica temprana, mientras que el antígeno endosomal temprano 1 

(EEA1) es uno de sus efectores más conocidos, siendo considerado como un marcador 

convencional de endosomas tempranos, debido a su localización específica en este 

compartimento (Simonsen et al. 2001). De hecho, es a través de la unión a EEA1 que la 

GTPasa Rab5 regula aspectos como la fusión de las vesículas, el transporte mediado por 

proteínas motoras del citoesqueleto y la destinación hacia compartimientos específicos 

(Stenmark et al. 1994). Sin embargo, estudios realizados por diferentes grupos, incluyendo 

el nuestro, han demostrado que Rab5 además participa en diversos procesos alterados en 

cáncer, como mitosis (Lanzetti 2012), migración celular e invasión (Mendoza et al. 2014; 

Mendoza et al. 2013; Torres et al. 2010) y remodelamiento de la matriz extracelular (Diaz 

et al. 2014; Silva et al. 2016). Además, nuestro grupo ha demostrado que Rab5 es 

requerida para la proliferación y motilidad de células tumorales (Silva et al. 2015). Más 

aún, numerosos estudios sugieren que tanto la expresión, como la actividad de Rab5 

podrían estar implicadas en el desarrollo de distintos tipos de cáncer, entre ellos cáncer de 

mama, melanoma, pulmón, páncreas e incluso COCE  (da Silva et al. 2015; Johnson et al. 

2015; Liu et al. 2015; Silva et al. 2016; Tzeng and Wang 2016; Yang et al. 2011; Yu et 

al. 2015). No obstante, la participación de Rab5 en displasia oral no ha sido investigada, 

así como tampoco se ha evidenciado a nivel mecanístico la relevancia de Rab5 en el 
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secuestro endosomal del complejo de destrucción de β-catenina. 

 

En resumen, si bien existen estudios in vitro en modelos celulares que nos han 

permitido comprender el mecanismo que relaciona el tráfico endocítico con la 

activación de la vía Wnt/β-catenina, no existen reportes de que este mecanismo esté 

implicado en el desarrollo de la displasia oral. Asimismo, tampoco se ha evaluado la 

relevancia del regulador maestro de la endocitosis, Rab5, en la activación de la vía 

Wnt/β-catenina. Lo anterior cobra relevancia con el antecedente de que la expresión 

de Rab5 está aumentada en diversas neoplasias, incluyendo el COCE. Por lo tanto, 

este proyecto podría ser importante para la comprensión de cómo el tráfico 

endocítico se relaciona con la señalización Wnt canónica, induciendo la translocación 

nuclear de β-catenina y contribuyendo así a la progresión tumoral en etapas 

tempranas de la carcinogénesis oral. 

 

En base a lo señalado anteriormente, se propone la siguiente hipótesis de trabajo: 
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2. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

La activación de Rab5 promueve la translocación nuclear de β-catenina, a través del 

reclutamiento de su complejo de destrucción hacia endosomas tempranos en displasia 

oral.  
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3. OBJETIVOS DEL PROYECTO 

 

3.1 Objetivo General 

Determinar si la translocación nuclear de β-catenina en displasia oral depende de la 

activación de Rab5 y del reclutamiento del complejo de destrucción hacia endosomas 

tempranos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Determinar el efecto de ligandos Wnt en la localización de β-catenina en células 

de displasia oral. 

2. Analizar el efecto de la activación de Rab5 en la localización nuclear de β-catenina 

en células de displasia oral. 

3. Determinar si la actividad de Rab5 es necesaria para el reclutamiento de 

componentes del complejo de destrucción de β-catenina hacia endosomas 

tempranos en células de displasia oral. 

4. Evaluar la localización endosomal de GSK-3β en biopsias de displasia oral con 

presencia nuclear de β-catenina. 
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4. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

4.1 Objetivo Específico 1: Determinar el efecto de ligandos Wnt en la localización 

de β-catenina en células de displasia oral. 

Estrategia Experimental: Se evaluó la localización subcelular (superficie, citoplasma, 

núcleo) de β-catenina total y no fosforilada Ser33/37/Thr41 (transcripcionalmente 

funcional) en células DOK (línea celular de displasia oral moderada) (Chang et al. 1992), 

mediante microscopía de fluorescencia confocal y fraccionamiento subcelular. El mismo 

procedimiento fue realizado en células OKF-6/TERT2 (línea celular de queratinocitos 

orales no tumorales inmortalizados con telomerasa) (Dickson et al. 2000) y CAL-27 (línea 

celular de carcinoma oral de células escamosas) (Gioanni et al. 1988), como control. 

Las células DOK fueron tratadas con el inhibidor C-59, un potente inhibidor de la proteína 

Porcupine, la cual es indispensable para la palmitolación, secreción y actividad biológica 

de Wnt (Cheng et al. 2015; Herr and Basler 2012; Proffitt et al. 2013), con el fin de 

determinar si la localización nuclear de β-catenina se debe a la secreción de ligando Wnt 

en células DOK. Usando concentraciones crecientes del inhibidor C-59 (10 μM, 30 μM, 

50 μM), durante 72h, se determinaron los niveles proteicos de los ligandos Wnt 3a, Wnt 

5a y Wnt 7b, a través de Western Blot. Adicionalmente, se evaluaron los niveles proteicos 

de Wnt 3a en medios condicionados de las células OKF-6, DOK y CAL-27.  

Bajo las mismas condiciones en presencia de concentraciones crecientes del inhibidor se 
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analizó la localización subcelular (superficie, citoplasma, núcleo) de β-catenina total. 

Además, se evaluaron los niveles proteicos de β-catenina total, β-catenina no fosforilada, 

survivina y ciclina D1 a través de Western blot, en células DOK tratadas con el inhibidor 

C-59. Adicionalmente los niveles de ARNm de survivina y ciclina D1 fueron evaluados 

también en estas células a través de RT-qPCR.   

De manera alternativa, las células OKF-6 fueron tratadas con medio condicionado 

obtenido de células DOK por 24h y posteriormente se detectó la localización subcelular 

(superficie, citoplasma, núcleo) de β-catenina total y la actividad transcripcional de 

β-catenina mediante el sistema de actividad reportera luciferasa, utilizando el plasmidio 

pTOP-FLASH, el cual codifica para el gen de la luciferasa precedido por un promotor con 

3 sitios de unión a TCF/Lef en tándem, mientras que como control, se usó el plasmidio 

pFOP-FLASH, que contiene mutaciones puntuales en los sitios de unión a TCF/Lef (van 

de Wetering et al. 1997). Las determinaciones fueron realizadas en un luminómetro.  

Del mismo modo, queratinocitos orales obtenidos a partir de cultivos primarios 

provenientes de donadores sanos, fueron tratados con medio condicionado de células 

DOK por 24h y posteriormente se detectó la localización subcelular (superficie, 

citoplasma, núcleo) de β-catenina total. Para determinar si la actividad transcripcional de 

β-catenina depende de la secreción de ligandos Wnt derivados de células DOK, las células 

OKF-6 se trataron con medios condicionados a partir de células DOK tratadas con el 

inhibidor C-59 o con DMSO (control). En paralelo, las células OKF-6 también se 
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sometieron al tratamiento con el inhibidor C-59 y DMSO, y se utilizaron sus medios 

condicionados como control.  

Por último, se utilizaron biopsias diagnosticadas con displasia oral severa y 

muestras de mucosa oral sana para determinar la localización subcelular de la β-catenina 

y la expresión de Wnt3a a través de la inmunofluorescencia. 

 

4.2 Objetivo específico 2: Analizar el efecto de la activación de Rab5 en la 

localización nuclear de β-catenina en células de displasia oral.  

Estrategia Experimental: Se evaluó la fracción activa de Rab5 mediante ensayo de 

precipitación por afinidad de Rab5-GTP (Pull-Down) en células DOK y OKF-6 (Torres 

et al. 2008). Para evaluar el efecto de la activación de Rab5 en la localización nuclear de 

β-catenina, las células DOK fueron transfectadas con plasmidios que codifican 

GFP-Rab5/S34N (mutante inactiva, Rab5-GDP). Esta mutante inactiva, contiene un 

residuo serina mutada a una asparagina (S34N), y de esta forma la proteína tiene una 

afinidad por el GDP que es 100 veces mayor que por el GTP. La caracterización 

bioquímica de esta mutante ha sido descrita en (Bucci et al. 1992; Stenmark et al. 1994). 

Paralelamente las células fueron transfectadas con los mismos plasmidios, para luego 

realizar inmunofluorescencia, fraccionamiento subcelular y evaluar la localización 

subcelular de β-catenina, además de western blot para evaluar los niveles de survivina y 

ciclina D1.  
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La actividad transcripcional de β-catenina fue evaluada mediante el sistema 

pTOP-FLASH (descrito anteriormente) en células OKF-6 transfectadas previamente con 

los plasmidios que codifican GFP-Rab5/S34N y GFP, y luego sometidas al medio 

condicionado de células DOK por 24 hrs.  

 

4.3 Objetivo específico 3: Determinar si la actividad de Rab5 es necesaria para el 

reclutamiento de componentes del complejo de destrucción de β-catenina hacia 

endosomas tempranos en células de displasia oral. 

Estrategia Experimental: Se realizaron análisis de co-localización mediante 

inmunofluorescencia confocal de proteínas claves del complejo de destrucción de 

β-catenina tales como Wnt 3a, GSK-3β, APC y Axina, con respecto a la proteína efectora 

de Rab5, EEA1, en células DOK transfectadas con plasmidios que codifican 

GFP-Rab5/S34N y GFP. 

 

4.4 Objetivo específico 4: Evaluar la localización endosomal de GSK-3β en biopsias 

de displasia oral con presencia nuclear de β-catenina 

Estrategia Experimental: En biopsias de pacientes diagnosticados con displasia oral severa 

y mucosa oral sana se determinó la presencia nuclear de β-catenina y paralelamente, en 

otro corte seriado, de determinó la co-localización entre GSK-3β y EEA1 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

5.1 REACTIVOS 

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-β-catenina 

monoclonal (M3539) de DAKO (DAKO, USA). Anti-β-catenina no fosforilada 

Ser33/37/Thr41 monoclonal (88145) de Cell Signaling Technology. Anti-Wnt3 

(sc-74537), Wnt5a (sc-365370), Ciclina D1 (sc-246), Survivina (sc-17779), GAPDH 

(sc-365062), anti-Rab5 monoclonal (sc-46692), anti-EEA1 (sc33585), Axina (2B11), 

APC (F-3), e Histona H-3 (AH3-120) fueron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA). Anti-Wnt7b (AF3460) de R&D systems. Anti-Wnt3a (ab219412) fue obtenido de 

Abcam (Cambridge, UK), Vimentina (377M-16) y Citoqueratina AE1/AE3 (313M-16) 

fueron obtenidos de Cell Marque (St Louis, MO). Anti GSK-3β (7/ GSK-3β) fue obtenido 

de Bioscience (Bioscience Laboratories). Alexa-Fluor-488 y Alexa-Fluor-568 conjugados 

con anticuerpos secundarios fueron obtenidos de Invitrogen (Carlsbad, CA). Anticuerpos 

anti-conejo y anti-ratón acoplados a peroxidasa de rábano (HRP) fueron obtenidos de 

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). El medio de cultivo, los antibióticos y el suero 

bovino fetal fueron de Corning Mediatech. El reactivo de transfección (Lipofectamine 

2000), fue obtenido desde Invitrogen (Carlsbad, CA). Las perlas de Glutatión-Sefarosa 

provienen de GE Healthcare (Piscataway, NJ). El sustrato de quimioluminiscencia 

EZ-ECL provienen de Pierce Chemical (Rockford, IL). 
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5.2  CULTIVO CELULAR 

La línea celular comercial de displasia oral, DOK (dysplastic oral keratinocytes), fue 

obtenida de Sigma-Aldrich y mantenida en medio DMEM-high glucose, suplementado 

con los antibióticos penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina 10 μg/ml, 20% de Suero Fetal 

Bovino (SFB) y 25 μl de hidrocortisona. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% CO2.  

La línea celular comercial de queratinocitos orales, OKF6/TERT2 fue donada por la Dra. 

Denisse Bravo de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile y fue cultivada 

en medio KSFM, suplementado con los antibióticos penicilina 10,000 U/ml y 

estreptomicina 10 μg/ml, más 25 mg/500mL de extracto de pituitaria de bovino, 2,5 

ng/500mL factor de crecimiento epidermal y 0.3 mM CaCl2. Las células fueron incubadas 

a 37°C y 5% CO2.  

La línea celular comercial de cáncer oral de células escamosas, CAL-27 fue obtenida 

desde la ATCC y mantenida en medio DMEM-high glucose, suplementado con los 

antibióticos penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina 10 μg/ml y 10% de SFB. Las células 

fueron incubadas a 37°C y 5% CO2. 

 

5.3 CULTIVO PRIMARIO DE QUERATINOCITOS ORALES 

Las células se obtuvieron de tejidos de mucosa oral humana sana de sujetos donantes. El 

consentimiento informado se obtuvo antes de la recolección de las muestras de tejido, y 

este estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Odontología, 
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Universidad de Chile (documento Anexo). Los tejidos fueron tratados con tripsina 

(0,25%) y posteriormente desintegrados y cultivados en medio libre de suero de 

queratinocitos (KSFM; GIBCO, Carlsbad, CA, EE. UU.), suplementados con los 

antibióticos penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina 10 μg/ml, extracto de pituitaria 

bovina y factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (K-SFM kit) y CaCl2 

0.3 mM. La contaminación por fibroblastos se eliminó rutinariamente del cultivo de 

queratinocitos mediante tripsinización (tripsina al 0,05%/EDTA al 0,02%). Las células se 

incubaron a 37°C y 5% de CO2, según lo descrito previamente (Leelahavanichkul and 

Gutkind 2013). 

 

5.4 PLASMIDIOS Y TRANSFECCIONES  

Las células fueron transfectadas con los plasmidios pEGFP-C1 que codifican GFP y 

GFP-Rab5/S34N (mutante inactiva, Rab5-GDP). Las transfecciones se llevaron a cabo 

utilizando Lipofectamina 2000® (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. En cada condición se utilizó 1 μg de DNA por 1x106 células. Los plasmidios 

fueron incubados durante 20 minutos con lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM 

(LifeTechnologies), a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con PBS y se les 

agregó medio Opti-MEM, de manera que posteriormente, la mezcla de DNA 

plasmidial-lipofectamina fue agregada a las células mediante goteo utilizando una 

micropiteta, e incubadas durante 3 horas a 37ºC y 5% CO2. Posteriormente, se extrajo el 
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medio de transfección y se adicionó medio de cultivo completo (suplementado con SFB 

al 10%). 

 

5.5 INHIBIDOR WNT-C59 

El inhibidor de Porcupine C-59 (Calbiochem, Cat: 5.00496.0001) se diluyó en DMSO 

para obtener una solución stock de 10 mM. Se utilizaron concentraciones de 10 μM, 30 

μM y 50 μM como soluciones de trabajo en ensayos in vitro en células DOK. 

 

5.6 SDS-PAGE Y WESTERN BLOT 

Para la detección de proteínas desde extractos totales, las células fueron lavadas 3 veces 

con PBS frío. Luego, sobre hielo, se agregó 60 μl de solución para lisis T-PER™ 

(ThermoFisher Scientific) suplementado con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF y 

BAL; Benzamida 10 μg/ml, Antipaina 2 μg/ml, Leupeptina 1 mM) y tirosina-fosfatasas 

(Ortovanadato de sodio 1 mM) por placa de 35 mm. La lisis de las células se completó 

raspando la placa con un rastrillo plástico. Posteriormente, las células lisadas en solución 

fueron transferidas a tubos cónicos de 1,5 ml y centrifugadas a 12,000 RPM durante 10 

min a 4°C, para remover remanentes de membranas celulares. Se rescató el sobrenadante 

y se cuantificó utilizando el método colorimétrico de Bradford. En breve, la técnica 

consistió en mezclar 100 μl de solución Bradford 1X (a partir de un stock comercial 5X; 

BioRad) y 5 μl de lisis celular, durante 5 min a temperatura ambiente. Se determinó la 
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absorbancia de las muestras utilizando un espectrofotómetro de cubetas plásticas, para 

luego interpolar los valores en una curva de calibración previamente determinada. 

Después de cuantificar las muestras, se les adicionó tampón Laemmli a partir de un stock 

4X (SDS 2%p/v; Glicerol 10%v/v; Tris-HCl 62,5 mM pH 6.8, β-Mercaptoetanol 5%v/v; 

azul de Bromofenol 0,01%p/v) y se incubaron durante 10 min a 100°C en placa 

calefactora. Posteriormente, los extractos de proteínas totales se sometieron a 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). Las 

proteínas separadas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, 

las membranas fueron bloqueadas con gelatina de piel de pescado al 5% en 0,1% 

Tween-TBS y luego incubadas con anticuerpos. Los anticuerpos primarios fueron 

detectados con anticuerpos secundarios conjugados con la enzima peroxidasa de rábano 

(HRP) utilizando el sistema de quimioluminiscencia EZ-ECL. 

 

5.7  INMUNOFLUORESCENCIA EN LINEAS CELULARES 

Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio y luego fijadas con 

paraformaldehído al 4%, durante 15 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas 

con PBS y permeabilizadas con Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 15 minutos, lavadas 

3 veces y luego bloqueadas, incubándolas con seroalbúmina de bovino (BSA) al 5%, 

durante 30 minutos. Las células fueron incubadas con anticuerpos primarios, seguido de 

la incubación con los respectivos anticuerpos secundarios acoplados a molécula 
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fluorescente, y posterior montaje utilizando el medio de montaje DAKO. Las muestras 

fueron visualizadas mediante microscopía, usando un microscopio confocal C2 Plus 

Nikon. 

 

5.8 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 

Para la detección de proteínas nucleares y citoplasmáticas mediante fraccionamiento 

subcelular, se cultivaron las células en una placa de cultivo de 100 mm en una incubadora 

a 37°C suministrada con un 5% de CO2, hasta obtener un 75% de confluencia. 

Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS frío y se agregó inmediatamente 500 μl de 

Buffer de Fraccionamiento (BF) (250 mM de Sucrosa, 20mM Hepes (pH 7.4), 10 mM 

KCl, 1,5 mM MgCl2, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DTT, más inhibidores de 

proteasas), en seguida se recolectaron las células en un tubo eppendorf de 1,5 ml. El 

homogenizado celular se agitó a 4°C por 30 minutos a 30-50 rpm.  Posteriormente se 

centrifugó a 720x g a 4°C por 5 minutos. Se lavó el pellet con 500 μl de BF y se centrifugó 

nuevamente a 720x g a 4°C por 10 minutos. Se removió el sobrenadante a un tubo 

eppendorf nuevo, obteniendo la fracción citosólica y de membrana. El pellet se 

resuspendió en 500 μl Buffer de Lisis Nuclear (50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 

1 % NP-40, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% SDS), el cual se incubó durante 15 minutos 

a 4°C, obteniendo la fracción nuclear. 
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5.9 TRANSCRIPCIÓN INVERSA Y REACCIÓN EN CADENA DE 

POLIMERASA TIEMPO REAL (qRT-PCR)  

El ARN total fue extraído utilizando TRIZOL® (Invitrogen, Life Technologies) desde 

células crecidas en placas de cultivo de 6 cm. Posteriormente el ARN fue precipitado con 

isopropanol y lavado con etanol 75% para eliminar impurezas. Finalmente, el material fue 

resuspendido en 50 μl de agua libre de nucleasas. 

Tratamiento con DNAsa y obtención de cDNA a partir de ARN total. El ARN se sometió 

a un tratamiento con el Kit DNAsa de Promega®, incubando la muestra con la enzima 

DNAsa por 30 minutos a 37°C, luego la actividad de la enzima fue detenida con una 

solución STOP presente en el kit. Posteriormente, el ARN total fue cuantificado y se 

determinó su pureza mediante la razón 260nm/280nm, utilizando el lector de microplacas 

Cytation (BioTek Instruments). 

Posteriormente se preparó la reacción de master mix 2x para la transcripción inversa (RT) 

con un volumen final por muestra de 10 μl, utilizando buffer 10x RT, dNTPs mix 100mM, 

partidores aleatorios 10x y agua libre de nucleasas. Luego se preparó 2 μg de ARN en 

10μl de agua libre de nucleasas, para mezclarlo con 10 μl de la reacción de RT, los que 

fueron sometido a 25°C x 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 84°C por 5 minutos y 

finalmente a 4°C, obteniendo el cDNA como indica el protocolo del fabricante (Applied 

Biosystem ®). 
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PCR en tiempo real (qRT-PCR) 

Posterior a la síntesis de cDNA se realizó la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real 

utilizando el equipo Applied Biosystems más el kit SYBR green (Life Technologies), 

calculando la abundancia relativa de los genes. Los productos de PCR fueron generados 

utilizando las siguientes secuencias: 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.10 ENSAYO DE GEN REPORTERO 

Medición de la Actividad Transcripcional de TCF/Lef. Se utilizó el sistema de actividad 

reportera luciferasa basado en el plasmidio pTOP-FLASH, el cual codifica para el gen de 

la luciferasa precedido por un promotor con 3 sitios de unión a TCF/Lef en tándem, 

mientras que como control, se usó el plasmidio pFOP-FLASH, que contiene mutaciones 

puntuales en los sitios de unión a TCF/Lef (van de Wetering et al. 1997).  El vector 

constitutivamente activo que codifica para Renilla Luciferasa (Promega, Madison, WI, 

Survivina Fw 5' GCTTCGCTGGAAACCTCTGGA-3' 

 Rv 5'-TCTGGGCAGATGGCTGTTGG-3' 

Ciclina D1 Fw 5’-CCACCTGTCCCACTCCTACGAT-3’ 

 Rv 5’-GCAGGGCCGTTGGGTAGAAA-3’ 

GAPDH Fw 5’ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3’ 

 Rv 5’CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’ 
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USA) fue usado como control de transfección. 

Las células fueron transfectadas con 1μg de uno u otro plasmidio, según sea el caso, y 

después de 24h, las células fueron homogenizadas en un buffer conteniendo 0.1 M 

KH2PO4 (pH 7,9), 1 mM DTT, 0,5% Triton X-100, y posteriormente se agregó 50 μl de 

tampón KTME (Tris HCl 100 mM pH 7,8; MgSO4 10 mM; EDTA 2 mM) con los sustratos 

luciferina 0,073 mM y ATP 5,5 µM. La actividad luciferasa fue cuantificada en un 

luminómetro. 

 

5.11 ENSAYO DE PRECIPITACIÓN POR AFINIDAD DE RAB5-GTP 

Las células fueron homogenizadas en una solución isotónica de HEPES 25 mM (pH 7,4), 

NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, NP-40 1%, glicerol 10%, DTT 1 mM y una mezcla de 

inhibidores de proteasas. Los extractos fueron centrifugados a 13,000 rpm durante 1 min 

a 4ºC. Los sobrenadantes fueron utilizados para ensayos de precipitación por afinidad 

(pull-down) utilizando perlas de Glutathion-Sepharosa precubiertos con GST-R5BD 

(previamente descrito en (Torres et al. 2008)). Las perlas fueron incubadas con los 

sobrenadantes por 15 min a 4ºC en un agitador rotatorio. Posteriormente, las perlas fueron 

colectadas por centrifugación (3,6 rmp, 30 segundos), lavadas 3 veces con solución 

tampón y fueron solubilizadas en tampón de Laemmli de carga de proteínas, incubados 

por 5 minutos a 100ºC y separadas mediante SDS-PAGE para análisis por Western blot. 
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5.12 PROCESAMIENTO DE BIOPSIAS EN BLOQUES DE PARAFINA 

Se seleccionaron biopsias en bloques de parafina con diagnóstico histopatológico de 

displasia oral severa, provenientes del Servicio de Anatomía Patológica de la Facultad de 

Odontología, Universidad de Chile, lo cual fue aprobado por el Comité de Ética, de la 

Facultad de Odontología, Universidad de Chile (documento anexo). Posteriormente a cada 

molde seleccionado, se le realizó un corte de 3 μm, con navajas de corte para tejidos 

blandos marca Feather®, en un micrótomo marca E. Leitz Wetzlar. Posteriormente, los 

cortes fueron colocados en baño de estirado marca Labline® a 38°C; y fueron recogidos 

en portaobjetos con carga positiva (Laboratorio Cellpath, Inglaterra) y secados a 60ºC por 

30 min en estufa marca Memmert® (previamente descrito en (Reyes et al. 2015)). 

 

5.13 INMUNOFLUORESCENCIA EN TEJIDOS INCLUIDOS EN PARAFINA 

Las secciones de 3 μm de biopsias en bloques de parafina fueron desparafinadas en xilol 

y rehidratadas en alcoholes descendentes hasta el agua destilada. Las secciones se 

colocaron en Tris-EDTA 1mM, pH 8.0, durante 15 min a 95°C, para la recuperación 

antigénica, y posteriormente fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) durante 5 min. 

Luego, las muestras fueron permeabilizadas con Tritón X-100 al 0,3% en PBS durante 15 

minutos, lavadas 2 veces y bloqueadas con seroalbúmina de bovino (BSA) al 5% durante 

30 minutos. Las muestras fueron incubadas con anticuerpos primarios, seguido de la 

incubación con los respectivos anticuerpos secundarios acoplados a sonda fluorescente 
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(Alexa Flúor) y posterior montaje utilizando el medio de montaje DAKO. Las muestras 

fueron visualizadas mediante microscopía, usando un microscopio confocal C2 Plus 

Nikon. 

 

5.14 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se expresaron como el promedio ± error estándar (ES) de al menos 3 

experimentos independientes. Las pruebas para estimar diferencias estadísticas en las 

distintas condiciones se analizaron mediante las pruebas t Student para comparar dos 

grupos y el análisis de varianza (ANOVA) en la comparación de más de tres grupos si las 

muestras tuvieron distribución normal.  De forma contraria, se analizaron mediante la 

prueba de Mann Whitney si se compararon dos grupos y la prueba Kruskal wallis en la 

comparación de más de tres grupos, si las muestras no tuvieron distribución normal.  Un 

valor p<0,05 fue considerado como estadísticamente significativo. Los datos se analizaron 

mediante el programa Stata 11.0. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 OBJETIVO ESPECÍFICO N°1:  

DETERMINAR EL EFECTO DE LIGANDOS WNT EN LA LOCALIZACIÓN DE  

β-CATENINA EN CÉLULAS DE DISPLASIA ORAL. 

 

6.1.1 Las células de displasia oral DOK presentan un aumento en la localización 

nuclear de β-catenina en relación a queratinocitos orales y células de carcinoma oral. 

 

Se determinó la localización subcelular de β-catenina total y de β-catenina no 

fosforilada Ser33/37/Thr41 (transcripcionalmente funcional) a través de 

inmunofluorescencia en células OKF-6 (queratinocitos orales inmortalizados), DOK 

(displasia oral) y CAL-27 (carcinoma oral). Las células DOK presentaron principalmente 

localización nuclear de β-catenina total y no fosforilada, en comparación a las células 

OKF-6, que presentaron principalmente una localización en superficie celular, mientras 

que en células CAL-27, ésta fue mayoritariamente citoplasmática (Figuras 5A, 6A). Se 

realizó una cuantificación, determinando el número de células con localización nuclear 

positiva a través del programa Image J (3 experimentos independientes; 100 células por 

experimento). Las células DOK presentaron un 96% de localización nuclear de β-catenina 

total y un 92% de β-catenina no fosforilada, en comparación a las células OKF-6 y 

CAL-27 las cuales sólo presentaron un 8% y 31% de localización nuclear de la proteína 
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total respectivamente, y un 7% y un 29% de la proteína no fosforilada respectivamente 

(Figuras 5B, 6B). Además se realizó fraccionamiento subcelular, determinando un mayor 

enriquecimiento de β-catenina total y de β-catenina no fosforilada en fracciones nucleares 

de células DOK en comparación a las células OKF-6 y CAL-27 (Figura 7A). 

Complementariamente se realizó un Western Blot de extractos de proteínas totales para la 

detección de β-catenina total en células DOK, OKF-6 y CAL-27, observándose que las 

tres líneas celulares presentaron niveles similares de β-catenina total (Figura 7B). 
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Figura 5. Localización subcelular de β-catenina total. (A) Inmunofluorescencia para β-catenina total en células DOK, 

OKF-6 y CAL-27 (En cada caso se presenta una imagen representativa de microscopía confocal capturada a 60X). (B) 

Promedio de células con localización nuclear de β-catenina total (cuantificación a través del programa Image J). El 

gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (one-way ANOVA; *** = p ≤ 0.001).  
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Figura 6. Localización subcelular de β-catenina no fosforilada. (A) Inmunofluorescencia para β-catenina no 

fosforilada en células DOK, OKF-6 y CAL-27 (En cada caso se presenta una imagen representativa de microscopía 

confocal capturada a 60X). (B) Promedio de células con localización nuclear de β-catenina no fosforilada (cuantificación 

a través del programa Image J). El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes 

(one-way ANOVA; *** = p ≤ 0.001).  
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Figura 7. Detección de β-catenina. (A) Detección de β-catenina total y de β-catenina no fosforilada en fracciones 

nucleares y citoplasmáticas en células DOK, OKF-6 y CAL-27. Imagen representativa de dos experimentos 

independientes. (B) Detección de β-catenina total en células DOK, OKF-6 y CAL-27. Imagen representativa de dos 

experimentos independientes. 
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6.1.2 Las células displásicas orales secretan niveles más altos de Wnt 3a en relación 

con los queratinocitos orales. 

 

Con el fin de determinar si la localización nuclear de β-catenina se debe a la 

secreción de ligando Wnt, las células DOK fueron tratadas con concentraciones crecientes 

del inhibidor de porcupine, C-59, un potente inhibidor de la palmitolación, secreción y 

actividad biológica de Wnt (Cheng et al. 2015; Herr and Basler 2012; Proffitt et al. 2013). 

Usando concentraciones crecientes del inhibidor C-59 (10 μM, 30 μM, 50 μM) durante 

72h, se obtuvieron los medios condicionados de células DOK para determinar los niveles 

proteicos de los ligandos Wnt 3a, Wnt 5a y Wnt 7b a través de Western Blot (Figura 8A). 

Los resultados mostraron niveles más altos de Wnt 3a en el medio condicionado de las 

células DOK no tratadas con el inhibidor de C-59 en comparación con las células tratadas 

en las diferentes concentraciones. Por el contrario, no se observaron cambios en los 

niveles de Wnt 5a y Wnt 7b en presencia del inhibidor (Figura 8B). Adicionalmente, se 

compararon los niveles proteicos de Wnt 3a en medios condicionados obtenidos de células 

OKF-6, DOK y CAL-27, observándose que las células DOK secretaron mayores niveles 

de Wnt3a en comparación a las células OKF-6 (Figura 8C). A su vez ambos tipos 

celulares secretaron niveles sustancialmente menores que las células CAL-27 (Figura 

8C). 
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Figura 8. Presencia de ligandos Wnt en medio condicionado de células DOK. (A)  Detección de Wnt 3a, Wnt 5a y 

Wnt 7b en medios condicionados de células DOK tratadas con el inhibidor C-59. (B) Cuantificación de los niveles de 

Wnt 3a, Wnt 5a y Wnt 7b en medios condicionados de células DOK tratadas con el inhibidor C-59 a través de western 

blot. Los gráficos muestran el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (one-way ANOVA; * = 

p ≤ 0.05). (C) Expresión de Wnt 3a en medios condicionados de células OKF-6, DOK y CAL-27. EL gráfico muestra 

el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (one-way ANOVA; *** = p ≤ 0.001; ** = p ≤ 0.01). 
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6.1.3 La localización nuclear de β-catenina y la expresión de genes diana requieren 

de la secreción de Wnt en células de displasia oral. 

 

Las células DOK fueron tratadas con concentraciones crecientes del inhibidor, 

C-59, (10 μM, 30 μM, 50 μM) durante 72h y posteriormente se analizó la localización 

subcelular (superficie, citoplasma, núcleo) de β-catenina total. Se observó que la mayor 

concentración del inhibidor (50 µM) causó una pérdida en la localización nuclear de 

β-catenina a las 72h (Figura 9A), experimento del cual se cuantificó el número de células 

con localización nuclear positiva a través del programa Image J (3 experimentos 

independientes; 100 células por experimento). Las células tratadas con el inhibidor C-59 

a una concentración de 50 µM, presentaron un menor número de células con localización 

nuclear de β-catenina (58%), en comparación con las células tratadas con DMSO que 

presentaron un 94% de localización nuclear de la proteína (Figura 9B). Por otro lado, 

utilizando estas mismas condiciones, se determinaron los niveles de β-catenina total y 

β-catenina no fosforilada, además de proteínas diana de la vía de Wnt/β-catenina, como 

Ciclina D1 y Survivina, a través de western blot (Figura 10A). De esta forma, se 

observaron cambios significativos en los niveles proteicos de β-catenina no fosforilada, 

Ciclina D1 y Survivina, los cuales disminuyeron a una mayor concentración de C-59 en 

comparación con las células DOK tratadas con DMSO (Figura 10B). Estas observaciones 

fueron además apoyadas a nivel de ARNm, ya que tanto Ciclina D1, como Survivina 
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presentaron una disminución en sus niveles bajo la condición con C-59 a 30 µM y 10 µM 

respectivamente, según lo observado a través de RT-qPCR (Figura 10C). 
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Figura 9. Uso del inhibidor C-59 en células DOK (A) Localización subcelular de β-catenina total en células DOK 

tratadas con C-59 (en cada caso se presenta una imagen representativa de microscopía confocal capturada a 60X). (B) 

Promedio de células con localización nuclear de β-catenina total para las condiciones tratadas y no tratadas con C-59, a 

distintas concentraciones (cuantificación a través del programa Image J). El gráfico muestra el promedio ± el error 

estándar de 3 experimentos independientes (one-way ANOVA; *** = p ≤ 0.001; ** = p ≤ 0.01). 
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Figura 10. Expresión de Survivina y Ciclina D1 en células DOK tratadas con C-59. (A-B) Niveles proteicos de 

β-catenina no fosforilada, Ciclina D1 y Survivina en células DOK tratadas con C-59 a distintas concentraciones 

mediante western blot. (C) Análisis mediante RT- qPCR, para los niveles de ARNm de Survivina y Ciclina D1, después 

del tratamiento con C-59. Los gráficos muestran el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes 

(one-way ANOVA; *** = p ≤ 0.001; ** = p ≤ 0.01;* = p ≤ 0.05). 
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6.1.4 El ligando Wnt derivado de células de displasia oral induce la transcripción 

dependiente de β-catenina en queratinocitos orales. 

 

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente señalados, se planteó un 

experimento en donde las células OKF-6 fueron expuestas por 24h al medio condicionado 

de células DOK, de manera de evaluar por inmunofluorescencia la localización subcelular 

de β-catenina. Los resultados mostraron que un porcentaje sustancialmente mayor de 

células expuestas al medio condicionado presentan localización nuclear de β-catenina, en 

comparación con las células OKF-6 expuestas al medio control (Figura 11A). Las células 

se cuantificaron determinando el número de células con localización nuclear positiva a 

través del programa Image J (3 experimentos independientes, 50 células por experimento). 

La cuantificación indicó que el número de células positivas con localización nuclear de 

β-catenina aumentó significativamente frente al tratamiento con medio condicionado de 

DOK (50%), en comparación con la condición medio control (12%) (Figura 11B).  

Por otro lado, para evaluar si los cambios en la localización nuclear de β-catenina 

se correlacionaban con cambios en su actividad transcripcional, se realizaron ensayos 

TCF/Lef en células OKF-6 tratadas con medio condicionado de células DOK. Para ello 

las células OKF-6 fueron tranfectadas con plasmidios pTOP-FLASH (gen de la luciferasa 

precedida por 3 sitios de unión a TCF/Lef en tándem) o pFOP-FLASH (vector control, 

sitios de unión a TCF/Lef mutados) descritos previamente (van de Wetering et al. 1997) 
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y luego fueron tratadas con medio condicionado de células DOK durante 24h, para 

efectuar los ensayos de actividad reportera de TCF/Lef. Con este ensayo, se observó un 

aumento en la actividad luciferasa en células OKF-6 expuestas al medio condicionado de 

células DOK durante 24h, en comparación a las células OKF-6 expuestas al medio control 

(Figura 11C).  

Finalmente, para determinar si la actividad transcripcional de β-catenina inducida 

por el medio condicionado de células DOK en células OKF-6 (Figura 11C) depende de 

la secreción de ligandos Wnt derivados de células DOK, se recurrió nuevamente al 

inhibidor C-59. Específicamente, células OKF-6 fueron expuestas a medios 

condicionados obtenidos de células DOK tratadas con el inhibidor C-59 o DMSO 

(control). En paralelo, las células OKF-6 también fueron expuestas al inhibidor C-59 o 

DMSO, y se utilizaron sus medios condicionados como control. De esta forma, se observó 

que el tratamiento de células OKF-6 con medio condicionado de células DOK expuestas 

a DMSO, aumenta la actividad luciferasa, mientras que el medio condicionado de células 

DOK expuestas a C-59 no fue capaz de aumentar la actividad luciferasa en células OKF-6 

(Figura 12). Importantemente, como control el medio condicionado derivado de células 

OKF-6 tuvo una disminución marginal en su estimulación sobre la actividad luciferasa, 

cuando estas células fueron expuestas a C-59 (Figura 12). 

Para descartar que estos efectos sean asociados al uso de líneas celulares, se usaron 

queratinocitos orales provenientes de cultivos primarios de donantes sanos, en los cuales 
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primeramente se realizó una caracterización por inmunofluorescencia para determinar su 

inmunofenotipo epitelial, evaluando la expresión de citoqueratina, E-cadherina, 

β-catenina no fosforilada y vimentina. Sólo los queratinocitos orales mostraron expresión 

de citoqueratina, E-cadherina y β-catenina no fosforilada, en comparación con los 

fibroblastos orales, que solo mostraron expresión de vimentina (Figura 13). 

Posteriormente, los queratinocitos orales de cultivo primario se trataron con medio 

condicionado de células DOK durante 24h para determinar la localización subcelular de 

β-catenina. Los queratinocitos orales tratados con medio condicionado de células DOK 

mostraron principalmente localización nuclear de β-catenina en comparación con los 

queratinocitos no tratados (Figura 14). 
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Figura 11. Localización y actividad transcripcional de β-catenina en queratinocitos orales tratados con medio 

condicionado de células DOK (A) Inmunofluorescencia de β-catenina total en células OKF-6 tratadas con medio 

condicionado de células DOK (M.C.D) durante 24h (en cada caso se presenta una imagen representativa de microscopía 

confocal capturada a 60X) (B) Promedio de células OKF-6 con localización nuclear de β-catenina total tratadas con 

M.C.D durante 24h (cuantificación a través del programa Image J). El gráfico muestra el promedio ± el error estándar 

de 3 experimentos independientes (ttest; ** = p ≤ 0.01). (C) Actividad transcripcional de β-catenina en células OKF-6 

tratadas con M.C.D. El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (one-way 

ANOVA ** = p ≤ 0.01).KSFM =Medio de cultivo para queratinocitos. DMEM=Dulbecco's Modified Eagle Medium.  

M.C.D = Medio condicionado de DOK.  
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Figura 12. Actividad transcripcional de β-catenina en queratinocitos orales tratados con C-59 Actividad 

transcripcional de β-catenina en células OKF-6 tratadas ya sea con medio condicionado (M.C) de células OKF-6 (en 

presencia o ausencia del inhibidor C-59) y M.C de células DOK (en presencia o ausencia del inhibidor C-59). El gráfico 

muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (oneway ANOVA ** = p ≤ 0.01, * = p ≤ 

0.05). 
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Figura 13. Caracterización de queratinocitos orales primarios. Inmunofluorescencia para Citoqueratina, β-catenina 

no fosforilada, E-cadherina y Vimentina en queratinocitos orales provenientes de cultivo primario. Se muestra una 

imagen representativa de cada caso mediante microscopía confocal capturada a 60X. 
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Figura 14. Localización de β-catenina en queratinocitos orales primarios tratados con medio condicionado de 

células DOK (M.C.D)  Inmunofluorescencia para β-catenina no fosforilada y β-catenina total  en queratinocitos orales 

primarios tratados con M.C.D durante 24 h Se muestra una imagen representativa de cada caso mediante microscopía 

confocal capturada a 60X 
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6.1.5 Biopsias de tejido con diagnóstico histopatológico de displasia oral severa 

muestran presencia nuclear de β-catenina, simultáneamente con un aumento en la 

expresión de Wnt 3a. 

 

La localización subcelular de β-catenina (membrana, citoplasma, núcleo) y la 

expresión de Wnt3a se determinaron en 10 muestras diagnosticadas con displasia oral 

severa y 3 muestras de mucosa oral sana a través de inmunofluorescencia. Las muestras 

de displasia oral severa mostraron localización nuclear de β-catenina en conjunto con un 

aumento en la expresión de Wnt3a, en comparación con las muestras de mucosa oral 

sanas, donde se observó presencia membranosa de β-catenina, en conjunto con una 

expresión menor de Wnt3a (Figura 15). 
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Figura 15. Inmunofluorescencia 

de β-catenina y Wnt3a.  

Localización de β-catenina y 

presencia de Wnt3a en biopsias de 

tejidos de displasia oral severa y 

mucosa oral sana. Se realizó 

inmunofluorescencia utilizando 

anticuerpo primario anti-β-catenina 

y anti-Wnt 3a. Se muestra una 

imagen representativa de cada caso, 

mediante microscopía confocal 

capturada a 60X. 

DISPLASIA ORAL SEVERA  MUCOSA ORAL SANA 
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6.1.6 CONCLUSIÓN OBJETIVO ESPECÍFICO N°1 

 

En resumen, estos resultados demuestran que la localización nuclear de 

β-catenina, en conjunto con la expresión de proteínas y ARNm de genes dianas de la vía 

Wnt/ β-catenina, dependen de la secreción de ligando Wnt en células de displasia oral.  
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6.2 OBJETIVO ESPECÍFICO N°2:  

ANALIZAR EL EFECTO DE LA ACTIVACIÓN DE RAB5 EN LA LOCALIZACIÓN 

NUCLEAR DE β-CATENINA EN CÉLULAS DE DISPLASIA ORAL. 

6.2.1 La expresión de una mutante inactiva de Rab5 inhibe la translocalización 

nuclear de β-catenina en células de displasia oral. 

 

Primeramente, y para estimar los niveles basales de Rab5-GTP en nuestro modelo 

de estudio, se realizaron ensayos de precipitación por afinidad, utilizando la proteína de 

fusión GST-R5BD, en células OKF-6 y DOK, ambas en condiciones basales. De esta 

forma, se observaron mayores niveles de Rab5-GTP en células DOK, en comparación a 

las células OKF-6 (Figura 16). Con este antecedente, se procedió a analizar el efecto de 

la activación de Rab5 en la localización nuclear de β-catenina en células de displasia oral. 

Para eso, las células DOK fueron transfectadas con la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N 

y paralelamente, como control, se realizó la transfección con un plasmidio que codifica 

para GFP, de manera que posteriormente se realizó inmunofluorescencia para evaluar la 

localización de β-catenina. Las células DOK transfectadas con GFP presentaron 

mayoritariamente localización nuclear de β-catenina, similar a lo observado en 

condiciones no tratadas (Figura 5A), mientras que las células transfectadas con 

GFP-Rab5/S34N, presentaron una disminución significativa en la localización nuclear de 

β-catenina (Figura 17A). Se realizó una cuantificación, determinando el número de 
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células con localización nuclear de β-catenina a través del programa Image J (3 

experimentos independientes), determinando que el 93% de las células DOK transfectadas 

con GFP presentaron localización nuclear de β-catenina, en comparación a las células 

transfectadas con GFP-Rab5/S34N, donde se observó sólo un 11% de tinción nuclear de 

β-catenina (Figura 17B). Estos datos fueron además corroborados en ensayos de 

fraccionamiento subcelular, donde se observó un menor enriquecimiento de β-catenina 

total en fracciones nucleares de células DOK transfectadas con la mutante inactiva 

GFP-Rab5/S34N, en comparación a células DOK transfectadas con GFP (Figura 18), 

demostrando de esta forma que la activación de Rab5 es necesaria para la localización 

nuclear de β-catenina, y que por el contrario, la expresión de una mutante inactiva de Rab5 

inhibe la translocalización nuclear de β-catenina en células de displasia oral. 

Paralelamente, se determinó si la actividad de Rab5 tiene efectos en la expresión de 

proteínas codificadas por genes diana de β-catenina, como Survivina y Ciclina D1, usando 

la estrategia de transfección. De esta forma, se observó una disminución parcial, pero 

significativa de los niveles proteicos de Survivina y Ciclina D1, cuando las células DOK 

fueron transfectadas con la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N (Figura 19A-B). 

Estos resultados sugieren, no solamente un efecto potencial de la activación de 

Rab5 en la localización subcelular de β-catenina, sino también, la posible participación 

de esta GTPasa en la actividad transcripcional de β-catenina en células de displasia oral. 
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Figura 16.  Actividad de Rab5 en células de displasia oral. Se realizó una precipitación por afinidad utilizando 

la proteína de fusión GST-R5BD para obtener la fracción activa de Rab5 (Rab5-GTP) en células OKF-6 y DOK. 

Los datos graficados corresponden a la normalización de la razón de Rab5-GTP/Rab5-Total, la cual fue obtenida 

mediante análisis densitométrico. Se presenta una imagen representativa de Western blot. El gráfico muestra el 

promedio ± el error estándar de 4 experimentos independientes (ttest; ** = p ≤ 0.01). 
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Figura 17.  Efecto de la activación de Rab5 en la localización nuclear de β-catenina (A) Las células DOK fueron 

transfectadas con un vector de expresión para la proteína GFP y GFP-Rab5/S34N, posteriormente se realizó 

inmunofluorescencia, utilizando anticuerpo primario anti-β-catenina. Las imágenes fueron capturadas a 60X mediante 

microscopía confocal. Las células transfectadas fueron estudiadas utilizando como referencia la marca verde (GFP) para 

el cuerpo celular, y posteriormente la marca roja para establecer cambios en la localización nuclear de β-catenina. Los 

asteriscos indican la posición del núcleo. (B)  Promedio de células transfectadas con el plasmidio GFP-Rab5/S34N y 

GFP que presentan localización nuclear de β-catenina total (cuantificación a través del programa Image J). El gráfico 

muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (t-test; *** = p ≤ 0.001)  
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Figura 18. Detección de β-catenina en fracciones subcelulares.  Detección de β-catenina total y de β-catenina no 

fosforilada en fracciones nucleares y citoplasmáticas en células DOK transfectadas con el plasmidio GFP-Rab5/S34N 

o con el plasmidio GFP. Para el western blot se usaron anticuerpos específicos contra β-catenina total y de β-catenina 

no fosforilada, α-tubulina (marcador citosólico), histona H3 (marcador nuclear) y GFP (control de transfección). La 

imagen es representativa de 2 experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  Efecto de la actividad de Rab5 en la expresión de Survivina y Ciclina D1. Células DOK fueron 

transfectadas con los plasmidios GFP o GFP-Rab5/S34N, y los extractos celulares fueron obtenidos y analizados por 

Western blot. (A) Imágenes representativas de Western blot para los niveles de Survivina y Ciclina D1 en células DOK 

transfectadas con el plasmidio GFP-Rab5/S34N y en células DOK transfectadas con el plasmidio GFP. (B) Los gráficos 

muestran el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (ttest; * = p ≤ 0.05; ** = p ≤ 0.01). 
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6.2.2 La expresión de una mutante inactiva de Rab5 disminuye la actividad 

transcripcional de β-catenina en células OKF-6 tratadas con medio condicionado de 

células DOK. 

Las células OKF-6 fueron co-transfectadas con los plasmidios pTOP-FLASH o 

pFOP-FLASH y además con la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N o GFP, y 

posteriormente fueron expuestas al medio condicionado de células DOK, para inducir 

translocación nuclear y actividad de β-catenina. Después de 24h se realizaron ensayos de 

actividad reportera de TCF/Lef. Los resultados muestran una disminución significativa de 

aproximadamente un 20% de la actividad luciferasa inducida por medio condicionado de 

células DOK en células OKF-6 transfectadas con GFP-Rab5/S34N, en comparación con 

células transfectadas con GFP. Lo anterior sugiere, que la transfección con la mutante 

inactiva de Rab5 disminuye la actividad transcripcional de β-catenina en células OKF-6 

tratadas con el medio condicionado de células DOK (3 experimentos independientes) 

(Figura 20).  
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Figura 20. Efecto de la activación de Rab5 en la actividad transcripcional de β-catenina. Medición de la actividad 

de la luciferasa en células OKF-6 tratadas con medio condicionado de células DOK (M.C.D), utilizando el plasmidio 

pTOP-FLASH o pFOP-FLASH en células transfectadas con el plasmidio GFP-Rab5/S43N o plasmidio GFP. El gráfico 

muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (ttest; ** = p ≤ 0.01). 
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6.2.3 CONCLUSIÓN OBJETIVO ESPECÍFICO N°2 

En resumen, estos resultados en conjunto, demuestran que la expresión de una 

mutante inactiva de Rab5 inhibe la translocalización nuclear de β-catenina en células de 

displasia oral y disminuye la actividad de β-catenina en queratinocitos orales tratados 

con medio condicionado de células DOK, demostrando la participación de esta GTPasa 

en  la señalización de Wnt/β-catenina. 
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6.3 OBJETIVO ESPECÍFICO N°3:  

DETERMINAR SI LA ACTIVIDAD DE RAB5 ES NECESARIA PARA EL 

RECLUTAMIENTO DE COMPONENTES DEL COMPLEJO DE DESTRUCCIÓN DE 

β-CATENINA HACIA ENDOSOMAS TEMPRANOS EN CÉLULAS DE DISPLASIA 

ORAL. 

6.3.1 La actividad de Rab5 es necesaria para el reclutamiento de componentes del 

complejo de destrucción de β-catenina en endosomas tempranos.  

 

Para evaluar el requerimiento de la actividad de Rab5 en el secuestro de los 

componentes del complejo de destrucción de β-catenina en endosomas tempranos se 

usaron células DOK transfectadas con la mutante inactiva de Rab5. Específicamente, se 

realizaron análisis de co-localización de la proteína EEA1, principal efector de Rab5 

(Grosshans et al. 2006), con componentes del complejo de destrucción de β-catenina tales 

como, GSK-3β, Axina, APC y el ligando Wnt 3a a través de inmunofluorescencia en 

células DOK transfectadas con la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, o transfectadas con 

el plasmidio que codifica para GFP. El análisis de co-localización fue realizado sólo en 

células verdes (transfectadas), estimando el coeficiente de Manders, valor que indica el 

porcentaje de la señal roja (GSK-3β, Axina, APC o Wnt3) que se encuentra solapada con 

la señal verde (EEA1) en un área de 20 μm2. Las imágenes fueron deconvolucionadas 

antes de su análisis.  
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Los resultados demuestran que las células DOK transfectadas con el vector control 

(GFP) tienen mayor co-localización de GSK-3β con EEA1, en comparación a las células 

DOK transfectadas con la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, en las cuales hubo un 

disminución significativa en la co-localización de ambas proteínas (Figuras 21A, 21B 

coeficiente de Manders en las imágenes magnificadas; 3 experimentos independientes).  
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Figura 21. Co-localización de GSK-3β 

con EEA1 en células de displasia oral. Las 

células DOK fueron transfectadas con un vector de 

expresión para la proteína de fusión GFP (Control) 

y la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, luego las 

células fueron analizadas por microscopía 

confocal a un aumento de 60X.  (A)   Se muestran  

imágenes representativas en cada caso. (B) Se 

muestran los datos numéricos del promedio del 

coeficiente de Manders correspondiente a la señal 

de GSK-3β solapada sobre EEA1. El gráfico 

muestra el promedio ± el error estándar de 3 

experimentos independientes, estudiando al 

menos 20 imágenes en cada uno. (Mann Whitney; 

*** = p ≤ 0.001). 
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Para confirmar los hallazgos con GSK-3β, se incluyó la localización de otros 

componentes del complejo de destrucción.  Resultados similares fueron los obtenidos al 

analizar la co-localización de Axina con EEA1, en donde se observa una menor 

co-localización de estas proteínas cuando las células DOK fueron transfectadas con la 

mutante inactiva GFP-Rab5/S34N en relación con la condición transfectada con GFP 

(Figuras 22A, 22B coeficiente de Manders en las imágenes magnificadas; 3 experimentos 

independientes). De igual forma, al analizar la co-localización de APC con EEA1 se 

observa una disminución en la co-localización de ambas proteínas en presencia de la 

mutante inactiva de Rab5 (Figuras 23A, 23B coeficiente de Manders en las imágenes 

magnificadas; 3 experimentos independientes). Si bien se observa una tendencia en la 

disminución en la co-localización de Wnt3a con EEA1 en células de displasia oral 

transfectadas con GFP-Rab5/S34N, estos resultados no arrojaron datos significativos, sin 

embargo, sorprendentemente, se puede observar una disminución de Wnt3a en el 

citoplasma cuando las células DOK expresan la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N 

(Figuras 24A, 24B coeficiente de Manders en las imágenes magnificadas; 3 experimentos 

independientes). 
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Figura 22. Co-localización de Axina con EEA1 en células de displasia oral. Las células DOK fueron transfectadas 

con un vector de expresión para la proteína de fusión GFP (Control) y la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, luego las 

células fueron analizadas por microscopía confocal de inmunofluorescencia a un aumento de 60X. (A) Se muestran 

imágenes representativas en cada caso. (B) Se muestran los datos numéricos del promedio del coeficiente de Manders 

correspondiente a la señal de Axina solapada sobre EEA1. El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 

experimentos independientes, estudiando al menos 20 imágenes en cada uno. (Mann Whitney; *** = p ≤ 0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Co-localización de APC con EEA1 en células de displasia oral. Las células DOK fueron transfectadas 

con un vector de expresión para la proteína de fusión GFP (Control) y la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, luego las 

células fueron analizadas por microscopía confocal de inmunofluorescencia a un aumento de 60X. (A) Se muestran 

imágenes representativas en cada caso. (B) Se muestran los datos numéricos del promedio del coeficiente de Manders 

correspondiente a la señal de APC solapada sobre EEA1. El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 

experimentos independientes, estudiando al menos 20 imágenes en cada uno. (Mann Whitney; ** = p ≤ 0.01). 
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Figura 24. Co-localización de Wnt3 con EEA1 en células de displasia oral. Las células DOK fueron transfectadas 

con un vector de expresión para la proteína de fusión GFP (Control) y la mutante inactiva GFP-Rab5/S34N, luego las 

células fueron analizadas por microscopía confocal de inmunofluorescencia a un aumento de 60X. (A) Se muestran 

imágenes representativas en cada caso. (B) Se muestran los datos numéricos del promedio del coeficiente de Manders 

correspondiente a la señal de Wnt3 solapada sobre EEA1. El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 

experimentos independientes, estudiando al menos 20 imágenes en cada uno.  
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6.3.2 CONCLUSIÓN OBJETIVO ESPECÍFICO N°3 

 

En resumen, estos resultados en conjunto, demuestran que la actividad de Rab5 

promueve el reclutamiento de componentes del complejo de destrucción de β-catenina 

hacia endosomas tempranos y de esta forma el complejo se encuentra secuestrado dentro 

del endosoma no pudiendo fosforilar a β-catenina, facilitando de esta forma su 

translocación al núcleo en células de displasia oral. 
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6.4 OBJETIVO ESPECÍFICO N°4:  

EVALUAR LA LOCALIZACIÓN ENDOSOMAL DE GSK-3β EN BIOPSIAS DE 

DISPLASIA ORAL CON PRESENCIA NUCLEAR DE β-CATENINA 

 

6.4.1 Las células de tejidos diagnosticados con displasia oral severa presentan un 

aumento en el reclutamiento de GSK-3β en endosomas tempranos.  

 

Los resultados obtenidos anteriormente (objetivos 2 y 3) indican que el complejo 

de destrucción de β-catenina es secuestrado en endosomas tempranos, y que Rab5 es 

importante para este proceso en células de displasia oral. Para validar estos hallazgos 

obtenidos a nivel in vitro, en muestras ex vivo, se realizó un análisis de co-localización de 

la proteína GSK-3β con EEA1 través de inmunofluorescencia en biopsias con diagnóstico 

histopatológico de displasia oral severa con el criterio de que presentan localización 

nuclear de β-catenina en más de dos tercios de su epitelio, como control, se usaron biopsias 

de mucosa oral sana. Se analizó la co-localización de las proteínas en 50 células por tejido 

estudiado, la cual se estimó utilizando el coeficiente de Manders, valor que indica el 

porcentaje de la señal roja (GSK-3β) que se encuentra solapada con la señal verde (EEA1) 

en un área de 20 μm2. Por su parte, se determinó la localización subcelular de β-catenina 

a través de inmunoflorescencia en tejidos de displasia oral y mucosa oral sana.  En 

concordancia con lo publicado anteriormente por nosotros (Reyes et al. 2015), los tejidos 
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con displasia oral severa presentaron mayoritariamente presencia nuclear de β-catenina en 

más de dos tercios de su epitelio en comparación a tejidos de mucosa oral sana, en donde 

se observó principalmente presencia membranosa de la proteína, sin presentar localización 

nuclear (Figura 25A). Importantemente, en la misma zona de los tejidos de displasia oral 

severa, en donde se detectó presencia nuclear de β-catenina, se determinó la 

co-localización de GSK-3β con EEA1, y de igual manera se realizó el mismo 

procedimiento con tejidos de mucosa oral sana, mostrándose una imagen representativa 

de cada análisis (Figura 25B). Posteriormente se analizaron 50 células por tejido, 

determinando que las células de tejidos de displasia oral severa presentan un aumento en 

la co-localización de GSK-3β con EEA1, en comparación a las células de mucosa oral 

sana, en las cuales hubo una menor co-localización de ambas proteínas. Además se puede 

observar  que las vesículas positivas para EEA1 (endosomas tempranos) que presentan 

co-localización con GSK-3β, se encuentran principalmente en el citoplasma en células de 

displasia oral severa, en comparación a células de mucosa oral sana, en donde las vesículas 

positivas para EEA1 se encuentran principalmente hacia la periferia celular (Figura 26A). 

Además se puede observar que el tamaño de las partículas EEA1 positivas está más 

incrementado en células de displasia oral severa lo cual es concordante con estudios 

previos que muestran que el aumento de la activación de Rab5 causa un incremento en el 

tamaño de estas estructuras (Misra et al. 2012; Stenmark 2009) en comparación a células 

de tejidos de mucosa oral sana (Figura 26A). 
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El análisis de co-localización fue realizado estimando el coeficiente de Manders, 

valor que indica el porcentaje de la señal roja (GSK-3β) que se encuentra solapada con la 

señal verde (EEA1). Los resultados demuestran que las células de displasia oral tienen 

mayor co-localización de GSK-3β con EEA1, en comparación a las células de mucosa 

oral sana, en las cuales hubo un disminución significativa en la co-localización de ambas 

proteínas (Figuras 26B; coeficiente de Manders en las imágenes magnificadas; 3 

experimentos independientes).  
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Figura 25. Inmunofluorescencia en tejidos con displasia oral severa y mucosa oral sana. (A) Inmunofluorescencia 

de β-catenina total en corte de tejido de biopsia correspondiente a displasia oral severa y mucosa sana (B) 

Inmunofluorescencia de EEA1 y GSK-3β en corte de tejido de biopsia correspondiente a displasia oral severa y mucosa 

oral sana.  
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Figura 26. Co-localización de GSK-3β 

y EEA1 en tejidos con displasia oral severa y 

mucosa oral sana a través de 

inmunofluorescencia. (A) Imagen representativa 

del análisis de co-localización de EEA1 y GSK-3β 

en corte de tejido de biopsia correspondiente a 

displasia oral severa y mucosa sana. Microscopía 

confocal a un aumento de 100X. El último panel 

corresponde a una magnificación del cuadrado 

indicado en cada condición. (B) Promedio del 

coeficiente de Manders correspondiente a la señal 

de GSK-3β solapada sobre EEA1. Los gráficos 

muestran el promedio ± el error estándar de 3 

experimentos independientes, estudiando al 

menos 50 células en cada uno. (Mann Whitney; 

*** = p ≤ 0.001. 

MUCOSA ORAL SANA DISPLASIA ORAL SEVERA A B 
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6.4.2 CONCLUSIÓN OBJETIVO ESPECÍFICO N°4 

 

En resumen, estos resultados confirman la relación entre la actividad de Rab5, el 

reclutamiento de GSK-3β en endosomas tempranos y la acumulación nuclear de 

β-catenina en tejidos de displasia oral. 
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7. DISCUSIÓN 

 

7.1 ACTIVACIÓN DE LA VÍA WNT/β-CATENINA EN DISPLASIA ORAL 

 

La activación aberrante de la vía de señalización de Wnt/β-catenina está 

involucrada en el desarrollo de muchos tumores (Johnson and Rajamannan 2006; Logan 

and Nusse 2004; Luo et al. 2007; Reya and Clevers 2005); sin embargo, el papel que 

desempeña en el proceso de carcinogénesis oral aún no está comprendido. El objetivo de 

esta tesis fue determinar si la translocación nuclear de β-catenina en displasia oral depende 

de la activación de Rab5 y del reclutamiento del complejo de destrucción hacia endosomas 

tempranos. Existe información limitada sobre la contribución de la vía Wnt canónica en 

el desarrollo de la displasia oral, situación que se debe, en parte, a la falta de modelos 

celulares in vitro. Nuestro grupo ha establecido previamente que existe una mayor 

acumulación nuclear de β-catenina en biopsias de displasia oral a través de 

inmunohistoquímica, en comparación a mucosa oral sana en donde la expresión de la 

proteína fue exclusivamente membranosa, mientras que en carcinoma oral,  se observó 

principalmente localización citoplasmática (Reyes et al. 2015). Estos datos son 

consistentes con los reportados previamente en la literatura, donde se observa presencia 

nuclear de β-catenina en displasia oral (Alvarado et al. 2011; Ishida et al. 2007; Kaur et 

al. 2013; Sato et al. 2002), mientras que se ha documentado un aumento en la localización 

citoplasmática y una limitada acumulación nuclear de β-catenina en biopsias de carcinoma 



92 
 

oral (Lo Muzio et al. 2009; Lyakhovitsky et al. 2004). Sin embargo, estos hallazgos aún 

no han sido validados en modelos in vitro. 

Aquí demostramos por primera vez in vitro, mediante aproximaciones de 

inmunofluorescencia y fraccionamiento subcelular, una mayor presencia nuclear de 

β-catenina total y β-catenina no fosforilada en células de displasia oral (DOK), en 

comparación a queratinocitos orales no tumorales (OKF-6), en donde hubo presencia 

membranosa de la proteína, mientras que en células de carcinoma oral (CAL-27) la 

proteína se ubicó predominantemente en el citoplasma. Estos resultados son consistentes 

con lo que informamos previamente en las biopsias de pacientes, reafirmando de esta 

forma la presencia nuclear de β-catenina en displasia oral, sin embargo, el mecanismo por 

el cual β-catenina se transloca al núcleo, todavía se desconoce.  

Se sabe que la acumulación citoplasmática y la posterior translocación nuclear de 

β-catenina pueden ser el resultado de la activación de la vía de señalización Wnt canónica 

debido a mutaciones en algunos de sus componentes, sin embargo, mutaciones en 

componentes de esta vía, como APC, Axina y β-catenina son raras en el proceso de 

carcinogénesis oral (Gasparoni et al. 2002; Iwai et al. 2005; Tsuchiya et al. 2004; Yeh et 

al. 2003), lo cual sugiere, que mutaciones en estos genes no estarían asociados con la 

acumulación nuclear de β-catenina en displasia oral. 

Alternativamente, la activación aberrante de la vía Wnt/β-catenina por 

sobreproducción de ligandos Wnt, podría explicar la activación y la consecuente 
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translocación nuclear de β-catenina en displasia oral. Las proteínas Wnt son una familia 

de moléculas secretadas de 40 kDa, ricas en cisteína, y que desempeñan funciones 

esenciales en muchos procesos celulares (Tanaka et al. 2002; Willert et al. 2003; Willert 

and Nusse 2012). Se ha demostrado con anterioridad, que la activación anormal de la vía 

Wnt mediada por ligandos está involucrada en varios tipos de cáncer (Benhaj et al. 2006; 

He et al. 2015; Howe and Brown 2004; Pukrop et al. 2006; Weeraratna et al. 2002), 

incluyendo el cáncer oral, en donde se ha reportado una sobreexpresión de ligandos Wnt 

en biopsias de pacientes a través de inmunohistoquímica. Específicamente, se demostró 

una sobreexpresión de Wnt 3a y β-catenina en cáncer oral, determinando una acumulación 

citoplasmática de ambas proteínas en el frente invasivo de biopsias de carcinoma oral, a 

través de inmunohistoquímica, situación que sugiere que Wnt 3a desempeña un papel en 

la invasión y en la transformación epitelio-mesénquima en cáncer oral (Uraguchi et al. 

2004). Interesantemente, en este estudio no se observó presencia nuclear de β-catenina. 

Posteriormente, se reportaron observaciones similares, donde se investigó la expresión de 

Wnt3a en biopsias de pacientes con carcinoma oral y mucosa oral sana, determinando una 

sobreexpresión de este ligando en muestras de carcinoma oral en comparación con mucosa 

oral sana (Andrade Filho et al. 2011; Sogabe et al. 2008). Con respecto a la expresión de 

Wnt 3a en displasia oral, la evidencia en la literatura es escasa, en donde un estudio 

descubrió una mayor expresión membranosa de Wnt 3a en biopsias de displasia oral con 

presencia nuclear de β-catenina a través de inmunohistoquímica (Ishida et al. 2007). Otros 
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ligandos Wnt también han sido estudiados en este contexto, por ejemplo, la expresión de 

Wnt 5a aumentó con el grado de displasia oral, en donde su mayor expresión fue 

observada en muestras de carcinoma oral. Importantemente, Wnt 5a no fue detectada en 

mucosa oral sana (Prgomet et al. 2017; Prgomet et al. 2015). Por último, la expresión del 

ligando Wnt 7b también ha sido estudiada en muestras de carcinoma oral de células 

escamosas, determinando que la sobreexpresión de este ligando activa la vía 

Wnt/β-catenina, contribuyendo a la proliferación e invasión celular (Shiah et al. 2014). 

Sobre la base de estos resultados, investigamos in vitro el papel de los ligandos 

Wnt en la localización nuclear de la β-catenina en células de displasia oral DOK mediante 

el uso del inhibidor C-59, el cual inhibe la secreción de ligandos Wnt (Cheng et al. 2015; 

Proffitt et al. 2013). Para aclarar si las células DOK secretan efectivamente ligandos Wnt, 

lo que podría explicar la activación de la vía Wnt en estas células, se evaluó la expresión 

de los ligandos Wnt 3a, Wnt 5a y Wnt 7b en el medio condicionado de células DOK, en 

presencia y ausencia del inhibidor C-59. Los resultados revelaron una expresión más baja 

de Wnt 3a en presencia del inhibidor, demostrando de esta manera que el medio 

condicionado de las células DOK está enriquecido en Wnt 3a, lo que podría estar 

activando la vía Wnt en células de displasia oral. No hubo cambios en la expresión de los 

otros ligandos Wnt estudiados. Paralelamente, también se determinó la expresión de Wnt 

3a en medios condicionados de células DOK, OKF-6 y CAL-27, demostrado una mayor 

expresión de Wnt3a en medios condicionados de células de displasia oral, en comparación 
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con medios condicionados de queratinocitos orales no tumorales. Por otro lado, las células 

CAL-27 mostraron una mayor expresión de Wnt3a en su medio condicionado, en 

comparación con el medio condicionado de las células DOK, situación concordante con 

lo reportado en la literatura en muestras de pacientes a través de inmunohistoquímica 

(Andrade Filho et al. 2011; Uraguchi et al. 2004). Sin embargo, en tejidos de carcinoma 

oral sólo se ha observado una acumulación citoplasmática de β-catenina, fenómeno que 

ha sido explicado como causa del silenciamiento epigenético de genes inhibidores de Wnt 

en las muestras de cáncer estudiadas, provocando una activación de la señalización de 

Wnt mediada por Wnt 3a y así la acumulación citoplasmática de β-catenina (Andrade 

Filho et al. 2011; Pannone et al. 2010; Sogabe et al. 2008). No obstante lo anterior, la 

limitada presencia nuclear de β-catenina, en conjunto con una sobreexpresión de Wnt3a 

no ha sido abordada detalladamente. 

En nuestro estudio, mostramos una disminución en la localización nuclear de 

β-catenina a través de inmunofluorescencia, así como menores niveles proteicos de 

β-catenina no fosforilada, survivina y ciclina D1 a concentraciones crecientes del 

inhibidor C-59. Sorpresivamente, survivina y ciclina D1 disminuyeron no sólo sus niveles 

de proteína en presencia de C-59, sino también los niveles de ARNm, lo que indica que 

su expresión podría ser una consecuencia de la activación de la vía Wnt/β-catenina 

mediada por ligando Wnt. Survivina es un inhibidor de la apoptosis, el cual está 

sobreexpresado en la mayoría de los tumores; y más aún, se le ha atribuido un papel como 
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potencial marcador temprano de la transformación maligna en lesiones orales 

potencialmente malignas, donde el 94% de las muestras de displasia oral que progresaron 

a carcinoma expresaron survivina (Lo Muzio et al. 2003). Otros estudios apoyan estas 

observaciones, en donde hay una mayor expresión de survivina durante la progresión de 

la displasia oral a cáncer, lo que indica que la expresión de esta proteína puede ser un 

evento temprano en el inicio y en la progresión de la carcinogénesis oral (Deo and 

Deshmukh 2017; Negi et al. 2015). 

Para demostrar que la localización nuclear de β-catenina está mediada por la 

secreción de ligandos Wnt, se expusieron células OKF-6 y queratinocitos orales primarios 

derivados de mucosa oral sana, al medio condicionado de células DOK. Los resultados 

mostraron que las células OKF-6 expuestas al medio condicionado de las células DOK no 

sólo presentaron una mayor localización nuclear de β-catenina, sino que también hubo 

mayor actividad de TCF/Lef  a través de ensayos reporteros, lo cual podría revelar un 

papel del ligando Wnt en la localización nuclear y la actividad transcripcional de 

β-catenina. Para demostrar esto, las células OKF-6 fueron expuestas al medio 

condicionado de las células DOK tratadas con el inhibidor C-59, demostrando una menor 

actividad transcripcional de β-catenina en esta condición. Nuestros resultados in vitro son 

concordantes con lo que se ha demostrado en reportes aislados a través de 

inmunohistoquímica en muestras de displasia oral, por esta razón evaluamos 

simultáneamente  la expresión de Wnt 3a y β-catenina en biopsias de displasia oral severa 
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y mucosa oral sana mediante inmunofluorescencia, en donde nuestros resultados 

demostraron un aumento en la expresión de Wnt 3a en displasias orales severas con 

presencia nuclear de β-catenina, en comparación con las biopsias de mucosa oral sana. 

 

7.2    ROL DE RAB5 Y EL TRÁFICO ENDOCÍTICO EN LA LOCALIZACIÓN 

NUCLEAR DE β-CATENINA EN DISPLASIA ORAL. 

 

Una vez que demostramos que existe sobreexpresión de Wnt 3a en conjunto con 

una mayor presencia nuclear de β-catenina en displasia oral, averiguamos el posible 

mecanismo implicado en la translocación nuclear de la proteína. Es conocido que la 

formación del signalosoma endosomal inducido por la señalización de Wnt, es el paso 

clave que precede a la inhibición de GSK-3β (Metcalfe and Bienz 2011). Liu et al., y 

Nusse et al., demostraron por primera vez que LRP6 se internaliza desde la membrana 

plasmática por un mecanismo dependiente del ligando Wnt, activando de esta forma la 

señalización Wnt/β-catenina. Por otro lado, se ha observado que la activación de Wnt lleva 

a la inhibición de GSK-3β mediante la internalización del complejo de destrucción de 

β-catenina, evento necesario para señalización de Wnt (Bilic et al. 2007; Blitzer and Nusse 

2006; Taelman et al. 2010; Yamamoto et al. 2006). Taelman, et al., propusieron un nuevo 

modelo de inhibición de GSK-3β, demostrando que los receptores de Wnt activados 

reclutan a Axina y GSK-3β, la cual fosforila la cola citoplasmática de LRP6, formando 
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una estructura llamada “LRP6 signalosoma” la cual contiene agregados de LRP6 

fosforilado, Frizzled, Dvl, Axina y GSK-3β, y que esta estructura se internaliza desde la 

membrana plasmática, 15 minutos después de la adición de Wnt en células HEK 293 

(Taelman et al. 2010). Los resultados de estos investigadores llevaron a la postulación de 

un nuevo modelo en el que GSK-3β es secuestrado dentro de endosomas multivesiculares 

(o endosomas tardíos) desencadenados por activación de los receptores Frizzled y LRP6, 

sin embargo, no se ha demostrado que este mecanismo sea parte del proceso de una 

enfermedad. Esta tesis propone que los componentes del complejo de destrucción de 

β-catenina se reclutan en endosomas tempranos (compartimiento previo a la maduración 

hacia endosomas tardíos), de esta forma β-catenina no puede ser fosforilada, 

posteriormente se estabiliza en el citoplasma y se transloca al núcleo en células de 

displasia oral. Es importante señalar que hasta la fecha no se ha reportado información 

acerca del estado de la activación de Rab5 ni de ninguna otra Rab asociada al tráfico 

endocítico en displasia oral, lo cual nos podría indicar un posible rol de ésta u otra GTPasa 

en diversos eventos asociados al desarrollo de la displasia oral, como por ejemplo, la 

translocación nuclear de β-catenina. Para comprobar esto, demostramos por primera vez 

que existe una mayor activación de Rab5, en células DOK en comparación a células 

OKF-6. Concordante con lo anterior, la transfección de una mutante inactiva de Rab5 en 

células DOK disminuyó la localización nuclear y los niveles proteicos de β-catenina en 

células de displasia oral, indicando la relevancia de la actividad de Rab5 en la localización 
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nuclear de β-catenina. Por otro lado, mediante análisis de co-localización de proteínas del 

complejo de destrucción con EEA1, un potente efector de Rab5 y marcador de endosomas 

tempranos, demostramos que GSK-3β, APC y Axina disminuyen su co-localización con 

EEA1 en células DOK transfectadas con la mutante inactiva de Rab5. Por otro lado, los 

resultados obtenidos con Axina fueron interesantes, ya que ésta se encontró presente en 

los núcleos de células de displasia oral, así como también en agregados en punta. 

Previamente se ha reportado la localización nuclear de Axina, de hecho, se ha detectado 

en el núcleo de células intestinales normales y cancerosas (Liu et al. 2016; Nakajima et 

al. 2003; Salahshor and Woodgett 2005; Taniguchi et al. 2002), sugiriéndose que axina 

puede actuar como una chaperona molecular regulando la distribución nuclear-

citoplasmática de β-catenina, aunque no existen reportes de estas funciones en displasia 

oral (Cong and Varmus 2004). Es conocido que axina facilita el ensamblaje del complejo 

de destrucción cuando no existe señalización de Wnt, y la expresión de axina se describe 

como “en puntos” que se localizan a lo largo del citoplasma en un estado no estimulado, 

y que esos puntos co-localizan con β-catenina y APC durante la formación del complejo 

de destrucción (Song et al. 2014; Wang et al. 2016). Sin embargo, en presencia de Wnt, 

axina facilita la señalización actuando como un andamio para la formación del 

signalosoma, promoviendo la fosforilación de LRP6 después de la estimulación con Wnt, 

lo que da como resultado la estabilización de β-catenina y su posterior translocación 

nuclear, es así como Wang et al., demostraron que la exposición de Wnt induce la 
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relocalización de axina desde el citoplasma a la membrana plasmática promoviendo su 

unión a la cola fosforilada de LRP6 y que agregados de axina en la membrana pueden 

representar los sitios del complejo de destrucción (Wang et al. 2016). Interesantemente, 

en nuestras muestras observamos grandes agregados de axina co-localizando con EEA1, 

aunque si bien la forma de estos agregados no representan típicas formaciones vesiculares, 

es probable que estos agregados representen sitios del complejo de destrucción reclutado 

en endosomas tempranos. Sin embargo, como la información en la literatura en 

sumamente limitada, experimentos adicionales son necesarios para demostrar este 

cuestionamiento. Para finalizar nuestros objetivos, demostramos co-localización de 

GSK-3β con EEA1 en biopsias de displasia oral severa en comparación a mucosas orales 

sanas, este resultado confirma lo demostrado in vitro a través de células de displasia oral, 

esta vez en tejidos de pacientes con displasia oral.  

En base a lo señalado anteriormente, nosotros proponemos que la 

translocación nuclear de β-catenina en displasia oral se debe a la activación de la vía 

mediada por Wnt 3a y que ésto provocaría la internalización de los componentes del 

complejo de destrucción en endosomas tempranos. De esta forma β-catenina no 

puede ser fosforilada y se transloca al núcleo (Figura 27). Por lo tanto, en esta tesis 

se demuestra por primera vez que el secuestro de componentes del complejo de 

destrucción de β-catenina en endosomas tempranos provoca la translocación nuclear 

de β-catenina en displasia oral.  
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Figura 27. Modelo propuesto de la activación de la vía Wnt/ β-catenina y la posterior 

translocación nuclear de β-catenina en displasia oral. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 

1. La localización nuclear de β-catenina, en conjunto con la expresión de 

proteínas y ARNm de genes dianas de la vía Wnt/β-catenina, como Survivina 

y Ciclina D1, están asociados a la secreción de ligando Wnt 3a en células de 

displasia oral. 

2. La expresión de una mutante inactiva de Rab5 inhibe la translocalización nuclear 

de β-catenina en células de displasia oral, demostrando la participación de esta 

GTPasa en la señalización de Wnt/β-catenina. 

3. La actividad de Rab5 promueve el reclutamiento de componentes del complejo de 

destrucción de β-catenina hacia endosomas tempranos, facilitando de esta forma 

su translocación nuclear en células de displasia oral. 

4. Existe una relación entre la actividad de Rab5, el reclutamiento de GSK-3β en 

endosomas tempranos y la acumulación nuclear de β-catenina en tejidos de 

displasia oral. 
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