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1. RESUMEN 

 

INTRODUCCIÓN  

 La activación anormal de la vía Wnt/β-catenina ha sido demostrada en 

displasia oral, asociándose a proliferación y transformación maligna de estas. A su 

vez se ha observado que el calcitriol es capaz de inhibir dicha activación en diversos 

tipos de neoplasias, no existiendo evidencia a la fecha sobre su rol en displasia oral.  

 

OBJETIVOS 

 El objetivo de este estudio es determinar si el calcitriol inhibe la localización 

nuclear de β-catenina, la viabilidad y migración celular en células de displasia oral. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se realizó un cultivo celular de células DOK (dysplastic oral keratinocyte), 

incubadas a 37°C con 5% CO2. Las células fueron tratadas con calcitriol 

(1α,25(OH)2D3) a una concentración de a 0.1 μM por 48 horas. Se evaluó la 

localización nuclear de β-catenina a través de inmunofluorescencia en células DOK 

e inmunohistoquímica en células provenientes de explantes de pacientes con 

diagnóstico de displasia oral. La viabilidad celular se estudió mediante un ensayo 

MTS, determinando la reducción del compuesto MTS en formazán mediante la 

medición de la absorbancia a 490 nm. Finalmente, la migración celular se determinó 

por medio de un ensayo Transwell. Se realizó el análisis estadístico de al menos 3 

experimentos independientes a través de un t-test. Un valor p<0,05 fue considerado 

estadísticamente significativo. 

 

RESULTADOS 

 Se observó una disminución significativa en la localización nuclear de β-

catenina, la viabilidad y migración celular en células de displasia oral tratadas con 

calcitriol.  
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CONCLUSIONES 

 El tratamiento con calcitriol en células y tejidos de displasia oral disminuye la 

localización nuclear de β-catenina, la viabilidad y migración celular. 

 La inhibición de β-catenina a través de la administración de calcitriol, podría 

ser una terapia prometedora en la progresión de la displasia oral. 
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2. INTRODUCCIÓN  

 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS) el cáncer es la 

segunda causa de muerte en el mundo, siendo a nivel global el responsable de 8.8 

millones de defunciones en el año 2015 y sólo en Chile el responsable del 23% del 

total de muertes anuales (Riera S & Martínez R, 2005). El cáncer oral y orofaríngeo 

representan el 1.6% del total de cánceres en nuestro país, en donde el más 

frecuente en la cavidad oral corresponde al carcinoma oral de células escamosas 

(COCE) (Riera S & Martínez R, 2005). La gran mayoría de las veces el COCE 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 (van der Waal 2014). 

La progresión del cáncer oral y específicamente sus alteraciones 

moleculares, no son totalmente comprendidas (Nasser et al., 2011). Al respecto, 

una de las vías de señalización comúnmente alterada en distintos tipos de cánceres, 

como por ejemplo en el cáncer colorrectal, es la vía Wnt/β-catenina 

(Novellasdemunt et al., 2015). Estudios recientes en displasias orales, han 

reportado la translocación nuclear de β-catenina y la transcripción de genes 

asociados a la proliferación celular en distintos estados de progresión de la displasia 

oral hacia el cáncer (Reyes et al., 2019). 

Por otro lado, estudios previos sobre cánceres que presentan una activación 

aberrante de Wnt/β-catenina, han reportado que el calcitriol actuaría inhibiendo la 

translocación nuclear de β-catenina y por lo tanto la progresión del cáncer (Deeb et 

al., 2007). Sin embargo, existen escasos estudios sobre una posible regulación de 

la vía Wnt/β-catenina dependiente de calcitriol en carcinogénesis oral, lo cual podría 

abrir nuevas dianas terapéuticas para inhibir la progresión de este tipo de cáncer. 

 

 



12 

 

  

3. MARCO TEÓRICO 

 

3.1 Cáncer Oral   

 

            El cáncer oral es un subtipo de cáncer de cabeza y cuello que se puede 

manifestar por medio de diversos tipos de neoplasias malignas en los tejidos que 

recubren la boca, encías y lengua, dentro de las cuales se encuentran tumores 

epiteliales malignos, carcinomas de glándulas salivales, tumores de tejidos blandos 

de la mucosa, tumores de tejidos hematolinfoides, melanomas y tumores 

secundarios (El-Naggar et al., 2017). Corresponde a una de las lesiones 

neoplásicas más comunes de cabeza y cuello (Alsahafi et al., 2019) y se ubica como 

el sexto cáncer más común a nivel mundial (Warnakulasuriya, 2010; Rhodus et al., 

2014). Aproximadamente el 90% de los cánceres orales, son diagnosticados como 

Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE), los cuales se originan en el epitelio 

estratificado no queratinizado de la mucosa oral (El-Naggar et al., 2017). 

      Los principales factores de riesgo relacionados al desarrollo del COCE son 

el consumo de tabaco y alcohol (Dissanayaka et al., 2012), siendo el sitio más 

común para el desarrollo del COCE la lengua, seguido por el piso de boca (El-

Naggar et al., 2017). Clínicamente, el COCE se presenta principalmente como una 

úlcera de aspecto necrótico con bordes irregulares, elevados y endurecidos a la 

palpación en la mucosa superficial (Anexo 1, Figura 1a y 1b) (Pindborg et al., 1997). 

El diagnóstico temprano del COCE ha surgido como un objetivo prioritario en 

salud pública. La examinación visual convencional acompañada de la palpación de 

lesiones sospechosas sigue siendo la metodología “gold standard” de cribado, 

mientras que la biopsia y la examinación histopatológica de estas lesiones 

representan el método de elección universal para la confirmación diagnóstica (El-

Naggar et al., 2017). Normalmente el COCE es diagnosticado tardíamente en 

etapas avanzadas de la enfermedad y esto está directamente relacionado con que 

el pronóstico sea bastante desfavorable, pues se ha reportado que la tasa de 

supervivencia a dos años es del 48,3% y a cinco años del 33,9% (Maraboli y cols., 

2018). Para mejorar el pronóstico del COCE, es de suma importancia la detección 
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temprana de desórdenes orales potencialmente malignos que pueden evolucionar 

a tumores invasivos (Momares D et al., 2014). 

 

3.2. Desórdenes Potencialmente Malignos  

 

El COCE generalmente está precedido por una variedad de alteraciones 

epiteliales (Pindborg et al., 1997). Estas alteraciones se denominan actualmente 

como “Desórdenes Potencialmente Malignos”, tales como la leucoplasia, 

eritroplasia, fibrosis submucosa, el liquen plano, el lupus eritematoso discoide, entre 

otras (El-Naggar et al., 2017). Dentro de estas lesiones, las más comunes en la 

cavidad oral son la leucoplasia, caracterizada por su aspecto de parche blanquecino 

que no se desprende al raspado (Anexo 1, Figura 2) y la eritroplasia, caracterizada 

por su aspecto de parche rojo (Anexo 1, Figura 3) (El-Naggar et al., 2017). Tanto la 

leucoplasia, como la eritroplasia deben ser utilizadas sólo como un término clínico; 

no tienen una connotación histopatológica específica y en la evaluación del paciente 

son un diagnóstico clínico de exclusión (El-Naggar et al., 2017). Por lo tanto, se 

requiere un estudio histopatológico para el diagnóstico definitivo, que puede 

corresponder a hiperplasia epitelial, hiperqueratosis, displasia epitelial o incluso 

carcinoma (Iocca et al., 2020). 

 

3.3. Displasia Epitelial Oral  

 

Actualmente, la valoración de los desórdenes orales potencialmente 

malignos se realiza a través de la evaluación microscópica de secciones teñidas 

con hematoxilina y eosina (El-Naggar et al., 2017), las cuales, la gran mayoría de 

las veces corresponden a una displasia epitelial oral (DEO). La definición de 

displasia epitelial oral ha cambiado durante los años y depende de la fuente. Según 

la Organización Mundial de la Salud (OMS), consiste en la proliferación, maduración 

y diferenciación anormal de células epiteliales y dependiendo de qué tercio del 

epitelio esté afectado, se clasifica según grado de severidad en displasia leve, 
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moderada o severa (El-Naggar et al., 2017). Hay evidencia que mientras más severa 

sea la displasia, mayor es la probabilidad de que progrese a COCE (Iocca et al., 

2020). 

 

3.4 Valor Pronóstico de la Displasia Epitelial Oral 

 

La gran mayoría de las veces el COCE se antecede de lesiones con displasia 

epitelial oral y, por lo tanto, se considera el predictor más fuerte de transformación 

maligna; sin embargo, el diagnóstico histopatológico de displasia oral suele ser 

bastante complejo y subjetivo (El-Naggar et al., 2017). El valor pronóstico de los 

cambios genéticos tempranos no es totalmente conocido, pero se han detectado 

mutaciones genéticas y alteraciones moleculares en epitelios displásicos, 

sugiriendo una relación con su trasformación maligna hacia el cáncer (Reyes et al., 

2015). Al respecto, numerosos marcadores moleculares han sido identificados 

como factores predictivos que ayudarían a realizar un diagnóstico más objetivo de 

la displasia epitelial oral, sin embargo, hasta la fecha no existe un conjunto de 

marcadores que de forma fiable pueda ser utilizado para detectar las lesiones con 

displasia oral, ni su potencial transformación maligna (Nasser et al., 2011; Reyes et 

al., 2015). En relación a esto, se han estudiado diversas vías de señalización 

implicadas en la carcinogénesis oral y se ha identificado a la vía de señalización 

Wnt/β-catenina, como una de las vías claves en la carcinogénesis de varios 

tumores, incluyendo al COCE (Reyes et al., 2015). 

 

3.5. Vía de Señalización Wnt/β-Catenina 

 

La vía de señalización Wnt está constituida por una familia de proteínas que 

actúan como ligandos para estimular vías de transducción de señales mediadas por 

receptores (Logan & Nusse, 2004). Esta vía participa en la proliferación celular, 

viabilidad, migración e invasión celular, tanto en eventos de la embriogénesis, como 

en la homeostasis tisular del organismo adulto (Logan & Nusse, 2004), debido a 
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esto, alteraciones en esta vía se relacionan con múltiples enfermedades 

hereditarias, así como con el cáncer (MacDonald et al., 2009). 

La vía Wnt/β-catenina posee una forma canónica y una no canónica, en 

donde la vía canónica regula el nivel de β-catenina, proteína que corresponde a un 

protooncogen/cofactor transcripcional (MacDonald et al., 2009). Su principal función 

corresponde a la adhesión célula-célula, encontrándose unida a la porción 

citoplasmática de E-cadherina en células epiteliales y, por otro lado, también actúa 

como regulador de la actividad transcripcional de factores de transcripción TCF/LEF 

(T cell transcription factor/ Lymphoid enhancer-binding factor), en el contexto de la 

vía Wnt (Clevers & Nusse, 2012).  

La actividad de la vía Wnt/β-catenina depende de la concentración de β-

catenina presente en el citoplasma (MacDonald et al., 2009). Normalmente cuando 

esta vía se encuentra apagada existen bajos niveles de β-catenina citoplasmática, 

mientras que cuando se activa esta vía, se impide la degradación de β-catenina, 

permitiendo su translocación nuclear, regulando de esta manera la expresión génica 

(Clevers & Nusse, 2012).  

La estabilidad de β-catenina está controlada por el complejo de destrucción 

(CD) que está formado por las proteínas supresoras de tumores Axina y 

Adenomatous Polyposis Coli (APC) y las quinasas Casein kinase 1 (CK1) y 

Glycogen Synthase Kinase 3 beta (GSK3-β) (Li et al., 2012). En ausencia de la señal 

Wnt, GSK3-β y CK1 fosforilan la región amino-terminal de β-catenina, cuando esta 

se encuentra en el citoplasma (MacDonald et al., 2009; Nusse & Clevers, 2017). 

Estas fosforilaciones permiten que E3 ligasa β-TrCP marque a β-catenina para su 

posterior degradación, manteniendo así bajos niveles citoplasmáticos de la proteína 

(Li et al., 2012). 

 La activación de la vía mediante la unión del ligando Wnt a un complejo 

receptor de la célula, compuesto por 2 proteínas transmembrana, Frizzled (FZD), 

con siete dominios, y el receptor de lipoproteínas de baja densidad 5/6 (LRP5/6) con 

uno, genera que las quinasas GSK3-β -y CK1-fosforilen la porción citoplasmática de 

LRP reclutando a Axina hacia la membrana (Liu et al., 2022). De esta forma, se 
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reconfigura el complejo proteico encargado de fosforilar a β-catenina impidiendo su 

acción (Liu et al., 2022). Como consecuencia de lo anterior, β-catenina se acumula 

en el citoplasma y posteriormente se transloca al núcleo donde se une a miembros 

de la familia de TCF/LEF los cuales se encargan de regular la expresión génica, 

específicamente de genes target implicados en la proliferación e invasión celular, 

como c-myc, ciclina D1, c-jun, metaloproteinasa-1 (MMP-1) y metaloproteinasa-7 

(MMP-7) (Figura 1) (MacDonald et al., 2009; Nusse & Clevers, 2017). 

                          

Figura 1. Vía de señalización Wnt/β-catenina. 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. Fuente: Logan, C. Y., & Nusse, R. (2004). The Wnt signaling pathway in development and 

disease. Annual review of cell and developmental biology, 

https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.20.010403.113126, 781–810. 

 

3.6 Vía Wnt/β-catenina y Carcinogénesis Oral 

 

   Uno de los primeros cánceres donde se evidenció el rol de Wnt/β-catenina 

fue en el cáncer de colon, en el cual una mutación en APC aumenta la translocación 

de β-catenina al núcleo, aunque también se ha asociado a mutaciones en Axina y/ 

o β-catenina, dependiendo del tipo de cáncer colorrectal (Novellasdemunt et al., 

2015). La relación cáncer - vía Wnt/β-catenina también se ha evidenciado en cáncer 

de páncreas y hepatocelular, entre otros (Nusse & Clevers, 2017). Sin embargo, la 
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investigación relacionada a la carcinogénesis oral es aún escasa (Munemitsu et al., 

1995). 

            En relación a la carcinogénesis oral, a diferencia de lo que ocurre en otros 

cánceres dependientes de Wnt, se ha descrito la presencia nuclear de β-catenina 

en lesiones que anteceden al cáncer oral (Reyes et al., 2015). Se ha reportado en 

desórdenes potencialmente malignos con diagnóstico clínico de leucoplasia y 

eritroplasia cuyo diagnóstico histopatológico corresponde a displasia moderada y 

severa, una fuerte presencia nuclear de β-catenina observada a través de 

inmunohistoquímica (IHQ), en comparación con muestras de COCE en donde se 

presenta disminución de la expresión nuclear de la proteína y en mucosa oral sana, 

donde la presencia de β-catenina se encuentra limitada a la membrana celular 

(Reyes et al., 2015). Además, se ha evidenciado que la presencia nuclear de β-

catenina en muestras de displasia oral conlleva a la transcripción de genes 

implicados en la proliferación celular como Survivina y Ciclina D1, debido a un 

aumento y activación de la vía mediada por el ligando Wnt3a, evidenciando un rol 

de β-catenina en la proliferación celular en displasia y en la transformación maligna 

hacia el cáncer (Reyes et al., 2019). Esto recalca la importancia del estudio del rol 

de la vía Wnt/β-catenina en la carcinogénesis oral y a la importancia de la búsqueda 

de herramientas terapéuticas que permitan modular esta vía de señalización. 

 

3.7 Calcitriol y Cáncer 

 

La vitamina D es un esteroide que se ha relacionado con la carcinogénesis, 

donde tendría un rol preventivo y terapéutico (Fathi et al., 2019). Se ha descrito su 

acción en terapias conjuntas con quimioterapia, donde se ha observado que su uso 

podría presentar beneficios, mostrando una mejor respuesta al tratamiento 

(Dalirsani et al., 2012). También se ha planteado su rol preventivo y su relación con 

el riesgo de desarrollo del cáncer (Udeabor et al., 2020). Según su isoforma, la 

vitamina D puede ser sintetizada en la piel por acción de la radiación ultravioleta 

(UV) o bien una pequeña parte puede adquirirse en la dieta, para luego ser 

hidrolizada en diversos órganos del cuerpo y así ejercer su acción (Fathi et al., 
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2019). Su función más conocida es la regulación del metabolismo del calcio y 

fósforo, donde el metabolito con mayor acción biológica corresponde al calcitriol 

(1α25(OH)2D3) (Fathi et al., 2019). La mayoría de las acciones biológicas del 

calcitriol son mediadas por su receptor de vitamina D (VDR), que pertenece a la 

familia de receptores nucleares. Inicialmente el calcitriol se une a VDR, lo que 

induce su interacción con Retinoid X Receptor (RXR), formando un complejo que se 

acopla a Elementos de Respuesta a Vitamina D (VDRE) en varias regiones 

reguladoras localizadas en los genes target (Figura 2) (Fathi et al., 2019). 

 

Figura 2. Mecanismo de acción de calcitriol en el núcleo celular. 1,25-(OH)2D3 ingresa al núcleo 

celular tras su unión con el receptor VDR, donde posteriormente es heterodimerizado por RXR. Este 

complejo 1α,25(OH)2D3–VDR–RXR reclutará co-moduladores para actuar en la hebra de ADN de 

genes target antineoplásicos. Esta es la vía de acción más estudiada del calcitriol en la regulación 

génica del proceso cancerígeno. Fuente: Fathi N, (2019). Role of vitamin D and vitamin D receptor 

(VDR) in oral cancer. Biomed Pharmacother.  10.1016/j.biopha.2018.10.102, 391–401. 
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Respecto a su rol en la carcinogénesis, se ha descrito que los mecanismos 

en los que el calcitriol actúa abarcan el proceso neoplásico completo, adjudicándose 

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiproliferativas, pro-diferenciación, 

inductor de la apoptosis, inhibición de metástasis e invasión e inhibición de 

angiogénesis (Giammanco et al., 2015). Estas propiedades se han estudiado en 

varios tipos de cánceres: colorrectal, de vejiga, hígado, mamas, gástrico, ovárico, 

hematológico, de pulmón, próstata, pancreático, de piel y de cabeza y cuello (Deeb 

et al., 2007). 

 

3.8 Calcitriol y Cáncer Oral  

 

Estudios que relacionen el efecto que tiene el calcitriol sobre la displasia y el 

COCE son muy escasos. Se ha reportado mediante modelos in vitro en líneas 

celulares de COCE, que la administración de calcitriol proporciona una respuesta 

dosis-dependiente en la inhibición de la proliferación celular (Kingsley et al., 2013). 

También se ha estudiado una posible terapia administrando calcitriol en modelos in 

vitro, pero no se ha establecido como un tratamiento propiamente tal, sino más bien 

como una terapia co-adyuvante, ya que la combinación de calcitriol, 5-fluorouracil y 

13-cis ácido retinoico logró un mayor porcentaje de apoptosis al ser comparado con 

el efecto que se logra al evaluar cada uno por separado (Dalirsani et al., 2012). Otro 

estudio comparó los niveles séricos de vitamina D de pacientes con COCE previo 

al tratamiento y pacientes control sin COCE, y concluyó que un 74,51% de los 

pacientes con COCE tenían deficiencia moderada a severa de vitamina D, mientras 

que solo un 20,35% de los pacientes control tenían defiencia moderada de vitamina 

D, sin ninguna deficiencia severa (Udeabor et al., 2020). Por otra parte, también se 

ha observado una relación entre la disminución de la expresión de VDR y la 

recurrencia del tumor (Grimm et al., 2013). Por lo tanto, una terapia basada en la 

administración de calcitriol podría ser prometedora en pacientes con COCE, sobre 

todo en etapas iniciales de la carcinogénesis oral, como  es la displasia oral. 
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3.9 Calcitriol y Vía Wnt/ β-catenina 

 

La relación entre calcitriol y la vía Wnt/ β-catenina se ha estudiado en algunos 

tipos de cánceres, principalmente en el cáncer de colon, donde se ha reportado en 

modelos in vitro que la administración de calcitriol promueve una interacción directa 

entre VDR y β-catenina, impidiendo la unión de β-catenina a TCF/LEF, y por lo tanto, 

inhibiendo la transcripción de genes implicados en la proliferación celular (Pálmer 

et al., 2001). También se ha descrito que el calcitriol induce la relocalización de β-

catenina desde el núcleo hacia la membrana plasmática para formar complejos con 

E-cadherina, inhibiendo su acción de regulación génica (Ma et al., 2013). Además, 

se ha propuesto la capacidad del calcitriol de inducir la producción de otras 

proteínas de membrana inhibiendo la proliferación, invasión y migración celular 

(Pálmer et al., 2001). 

 

3.10. Formulación del Problema  

 

Si bien no existen reportes hasta el momento que evalúen el rol del calcitriol 

en la actividad de Wnt/β-catenina en displasia y COCE , un estudio muy reciente ha 

observado que algunos metabolitos de la vitamina D resultantes de su ruta 

metabólica alternativa o no calcémicos, tienen un efecto en la acumulación nuclear 

de β-catenina en células de carcinoma oral mediante modelos in vitro, disminuyendo 

su concentración en el núcleo y promoviendo su degradación (Oak et al., 2020). Sin 

embargo no existen estudios en displasia oral.  Por lo tanto, nuevos estudios son 

necesarios para determinar el mecanismo de cómo el calcitriol inhibe la acción de 

β-catenina disminuyendo la viabilidad y migración celular en displasia oral, lo cual 

podría ser una terapia prometedora en la progresión de la displasia oral al COCE. 
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4. HIPÓTESIS 

 

“El calcitriol inhibe la localización nuclear de β-catenina, la viabilidad y 

migración celular en células de displasia oral”. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo General 
 

Determinar si el calcitriol inhibe la localización nuclear de β-catenina, la viabilidad y 

migración celular en células de displasia oral. 

 

5.2. Objetivos Específicos 
  

1. Determinar el efecto del calcitriol en la localización de β-catenina en células de 

displasia oral. 

 

2. Determinar el efecto del calcitriol en la localización de β-catenina en un modelo 

de explante oral. 

 

3. Determinar el efecto del calcitriol sobre la viabilidad celular en células de displasia 

oral. 

 

4. Determinar el efecto del calcitriol sobre la migración celular en células de displasia 

oral. 
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1 Cultivo celular  

 

La línea celular comercial de displasia oral, DOK (dysplastic oral 

keratinocyte), fue 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.  

 

6.2 Tratamiento con 1α,25(OH)2D3 

 

1α,25(OH)2D3 o calcitriol fue reconstituido en isopropanol a una 

concentración de 0,2 mM y guardado en tubos eppendorf oscuros a -20°C hasta la 

adición en medios de cultivo. Las células fueron expuestas a una concentración de 

1α,25(OH)2D3 a 0,1 μM por 48 horas y se realizaron los ensayos posteriores. 

 

6.3 Inmunofluorescencia en línea celular DOK 

  

 Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio de 18-mm de 

diámetro y luego fijadas con paraformaldehído al 4%, durante 15 minutos. 

Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y permeabilizadas con Tritón 

X-100 al 0,3% en PBS durante 15 minutos, lavadas 2 veces y luego bloqueadas, 

incubándolas con seroalbúmina de bovino (BSA) al 5% durante 45 minutos. Las 

células fueron incubadas con el anticuerpo primario monoclonal anti-β-catenina 

(M3539) de DAKO (DAKO, USA), seguido de la incubación con el respectivo 

anticuerpo secundario Alexa Flúor 568 acoplado a molécula fluorescente de 

Invitrogen (Carlsbad, CA), y posterior montaje utilizando el medio de montaje DAKO 

(DAKO, USA). Las muestras fueron visualizadas mediante microscopía de 

fluorescencia, usando un microscopio confocal C2 Plus.  
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6.4 Modelo de explante oral 

 

6.4.1 Obtención de explantes de tejido oral:  

 

Evaluación oral: Pacientes atendidos en la Unidad de Diagnóstico del 

Hospital San José, fueron evaluados por la presencia de desórdenes 

potencialmente malignos, como leucoplasia, eritroplasia o leucoeritroplasia, 

histopatológicamente compatibles con displasia oral. Dos pacientes fueron 

seleccionados para participar de este trabajo, las características clínico-

demográficas de cada uno se detallan a continuación: 

 

Características clínico-demográficas de los pacientes: 

 

Paciente N°1: paciente de género masculino, de 74 años de edad, fue 

atendido en el Hospital Clínico San José en la unidad de diagnóstico. Al examen 

intraoral el paciente presentó en superficie dorsal de lengua en lado derecho zonas 

atróficas y nódulos blancos redondeados, de 5 mm de diámetro los cuales no se 

desprendían al raspado, levemente verrucoso. El diagnóstico clínico fue de 

Leucoplasia Verrugosa Proliferativa. Posterior a la firma del consentimiento 

informado, se procedió a tomar una muestra representativa de la lesión.  

Paralelamente se le solicitaron los niveles séricos de vitamina D al paciente 

cuyo resultado fue de 12,27 ng/ml (valores recomendados de 30 ng/ml a 50 ng/ml). 

El diagnóstico histopatológico fue realizado por un patólogo oral y 

correspondió a una displasia epitelial leve. 

 

Paciente N°2: paciente de género masculino, de 75 años de edad, fue 

atendido en el Hospital Clínico San José en la unidad de diagnóstico. Al examen 

intraoral el paciente presentó placas blancas rugosas, de límites poco definidos en 

reborde alveolar inferior y en reborde desdentado superior lado derecho, cuyo 

diagnóstico clínico fue de Leucoplasia Proliferativa. Posterior a la firma del 
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consentimiento informado, se procedió a tomar una muestra representativa de las 

lesiones.  

Paralelamente se le solicitaron los niveles séricos de vitamina D al paciente 

cuyo resultado fue de 23,4 ng/ml (valores recomendados de 30 ng/ml a 50 ng/ml). 

El diagnóstico histopatológico fue realizado por un patólogo oral y 

correspondió a una displasia epitelial moderada. 

 

Los tejidos obtenidos de los pacientes fueron conservados en medio de 

cultivo hasta la llegada al laboratorio. Cada muestra fue cortada en dos partes. La 

mitad de cada muestra fue tratada con calcitriol al 0,1 μM por 48 hrs mientras que 

la otra mitad fue tratada con el vehículo de la solución. Posteriormente los tejidos 

fueron fijados en formalina tamponada al 10% y procesados como se detalla a 

continuación: 

 

6.4.2 Procesamiento de muestras en bloques de parafina 

 

Las muestras provenientes de los explantes anteriormente descritos fueron 

fijadas en formalina tamponada al 10% y posteriormente incluidas en parafina. A 

cada molde, se le realizó 1 corte de 3 μm, con navajas de corte para tejidos blandos 

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

cortes se colocaron 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® para posteriormente realizar técnica 

inmunohistoquímica para la detección de β-catenina como se detalla a continuación. 

 

6.4.3 Inmunohistoquímica en tejidos incluidos en parafina 

 

Las secciones de 3 μm de muestras en bloques de parafina fueron 

desparafinadas en xilol y rehidratadas en alcoholes descendentes hasta el agua 

destilada. Las secciones se colocaron en buffer citrato 1mM pH 6.0 a 95°C durante 

1 hora, para la recuperación antigénica, y posteriormente fueron lavadas con buffer 



25 

 

  

fosfato salino (PBS) durante 5 min. La actividad de la peroxidasa endógena fue 

bloqueada incubando las secciones en H2O2 al 3% en metanol a temperatura 

ambiente durante 20 min. Las secciones fueron incubadas con suero de caballo 

durante 20 min a temperatura ambiente y después se incubaron durante 1 hora en 

cámara húmeda a 37°C con el anticuerpo anti β-catenina M3539 DAKO y Ki-67 

(SP6) Cell Marque. Posteriormente, las secciones se lavaron con PBS durante 5 

min y fueron incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado durante 20 min a 

37°C y posteriormente con peroxidasa-estreptavidina conjugada (Sistema 

Detección Universal Vectastain Elite Kit amplio espectro ABC-HRP, RTU, Vector-

USA, EE.UU.) durante 20 min a 37°C; la reacción se visualizó finalmente con 

diaminobencidina (DAB) y fue contrarrestada con hematoxilina de Harris. Se 

determinó la localización subcelular de β-catenina a través del microscopio óptico 

Olympus CX41. 

Para el recuento de las células inmunopositivas se llevaron a cabo los siguientes 

pasos: las láminas teñidas se enumeraron de acuerdo al número de molde al cual 

pertenecían y se etiquetaron de tal forma que se especificó el anticuerpo utilizado. 

Las células inmunopositivas se evaluaron microscópicamente con un aumento de 

40x y se seleccionaron 5 campos de forma no aleatoria, los cuales tuvieran 

presencia de epitelio displásico con áreas de mayor marcación positiva. Esta 

marcación se evaluó como positiva para las proteínas de β-catenina y Ki-67 en el 

caso de contar con una marca de color pardo en el núcleo de las células epiteliales 

sin considerar intensidad. Los campos fueron fotografiados con un microscopio 

Olimpus CX41 con el programa Micrometrics SE Premium. En estas 

microfotografías se contaron hasta 1000 células epiteliales displásicas en total 

utilizando el programa Image J, determinando el número de células epiteliales 

positivas para cada uno de los anticuerpos testeados. De acuerdo a este criterio se 

consideró positivo aquellos casos donde independiente del número de células, hubo 

marcación positiva para el antígeno respectivo. 
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6.5 Viabilidad Celular  

 

Ensayo MTS. Corresponde a un ensayo colorimétrico que consiste en la 

utilización de sales de tetrazolio para medir la viabilidad celular, esto ocurre debido 

a que las enzimas oxidorreductasas presentes en células metabólicamente activas 

son capaces de reducir el compuesto MTS a productos derivados del formazán 

altamente pigmentados. La cantidad de formazán producida es directamente 

proporcional al número de células vivas en el cultivo y puede ser medida a través 

de la absorbancia. 

Las células DOK fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad 

de 1x10⁴ células por pocillo. La viabilidad celular fue evaluada con el kit MTS®, 

luego de 24 hrs de cultivo en medio completo. Para ello, se agregó 20 μl de una 

mezcla 20:1 de MTS:PMS a cada pocillo. Fueron incubados por 1 h a 37°C y la 

reacción se detuvo por adición de 10 μl de SDS al 10%. Finalmente, se determinó 

la reducción del compuesto MTS en formazán mediante la medición de la 

absorbancia a 490 nm, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega, 

Madison, WI, US). 

 

6.6 Migración celular 

 

Ensayo Transwell. La migración celular fue evaluada en cámara Boyden 

(Transwell) cubierta de fibronectina (Transwell Costar, 6,5-mm de diámetro, tamaño 

de poro 8 μm). Las células (100.000 células por condición) fueron re-suspendidas 

en 100 ml de medio libre de suero, y sembradas en la parte superior de los insertos 

Transwell lo que les permitió migrar hacia las cámaras inferiores que contienen 

medio suplementado con 10% de suero. Después de 2,5 h, los insertos fueron 

removidos, lavados y las células que migraron hacia el lado inferior de los insertos 

fueron teñidas con cristal violeta 0,1% en metanol al 2% y cuantificadas en 

microscopio invertido. 
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6.7 Análisis estadístico 

 

Se realizó el análisis estadístico de al menos 3 experimentos independientes. 

Las variables corresponden a variables cuantitativas continuas por lo que las 

pruebas para estimar diferencias estadísticas en las distintas condiciones fueron a 

través de un t-test no pareado, esto debido a que se analizaron dos grupos 

independientes y la distribución de las variables en cada grupo siguen una 

distribución normal. Un valor p<0,05 fue considerado como estadísticamente 

significativo. Los datos se graficaron señalando el promedio ± el error estándar de 

3 experimentos independientes Todas las pruebas estadísticas se realizaron 

mediante el software Stata 11.0. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 OBJETIVO ESPECÍFICO N°1:  

Determinar el efecto del calcitriol en la localización de β-catenina en células de 

displasia oral. 

 

7.1.1 Las células de displasia oral DOK tratadas con calcitriol presentan una 

disminución en la localización nuclear de β-catenina en comparación a células 

de displasia oral DOK no tratadas. 

 

Se determinó la localización subcelular de β-catenina total a través de 

inmunofluorescencia en células DOK (displasia oral) tratadas con calcitriol al 0.1 μM 

por 48 hrs. Las células DOK tratadas con calcitriol presentaron una disminución en 

la localización nuclear de β-catenina en comparación a las células no tratadas 

(Figuras 3A). 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), la observación y conteo de células 

fueron realizadas por la Dra. Reyes y la alumna Constanza Brunetto. Las células 

DOK tratadas con calcitriol presentaron un 61% de localización nuclear de β-

catenina total en comparación a las células DOK no tratadas las cuales presentaron 

un 98% de localización nuclear de la proteína (Figura 3 B). 
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A.      

 

 

 

B.  

 

 

Figura 3. Localización de β-catenina total. (A) Inmunofluorescencia para β-catenina total en 

células DOK tratadas con calcitriol y células no tratadas. (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 (ttest; * = p ≤ 0.05). 
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7.2 OBJETIVO ESPECÍFICO N°2:  

Determinar el requerimiento de calcitriol en la localización de β-catenina en un 

modelo de explante oral 

 

7.2.1 Los explantes provenientes de pacientes con desórdenes 

potencialmente malignos con diagnóstico de displasia oral tratados con 

calcitriol presentan una disminución en la localización nuclear de β-catenina 

en comparación a explantes no tratados. 

 

Se determinó la localización subcelular de β-catenina total a través de 

inmunohistoquímica. Los explantes tratados con calcitriol presentaron 

principalmente una localización membranosa de β-catenina en comparación a los 

explantes no tratados los cuales presentaron mayoritariamente una localización 

nuclear de esta proteína (92% de positividad nuclear para explantes no tratados y 

15% de positividad nuclear para explantes tratados) (Figura 4B). Además de manera 

de complementar nuestros resultados realizamos detección de Ki-67 un marcador 

de proliferación celular. Los explantes tratados con calcitriol presentaron menor 

expresión de Ki-67 en comparación a los explantes no tratados (89% de positividad 

nuclear para explantes no tratados y 10% de positividad nuclear para explantes 

tratados). 

Paralelamente se llevó a cabo el diagnóstico histopatológico en el servicio de 

biopsias del Hospital San José, realizado por un Especialista en Patología Buco 

Maxilofacial, cuyo diagnóstico en ambos pacientes correspondió a una displasia 

epitelial oral. 
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A.  

 

B.  

 

 

Figura 4. Procesamiento de explantes y localización de β-catenina mediante 

inmunohistoquímica. (A) Obtención de explantes con diagnóstico de displasia oral, cada explante 

fue procesado por mitades en donde una se trató con calcitriol y la otra únicamente con el vehículo 

de la solución, posterior fijación en formalina, inclusión de los tejidos en parafina, corte y aplicación 

de técnica inmunohistoquímica. (B) Localización inmunohistoquímica de β-catenina, en los tejidos 

tratados con calcitriol se observa localización mayoritariamente membranosa de β-catenina, mientras 

que en los no tratados su localización es principalmente nuclear. Localización inmunohistoquímica de 

Ki-67, en los tejidos tratados con 1α,25(OH)2D3 se observa disminución en la expresión del marcador 

de proliferación celular Ki-67, en comparación a los tejidos no tratados. 
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7.3 OBJETIVO ESPECÍFICO N°3:  

Determinar el efecto del calcitriol sobre la viabilidad celular en células de 

displasia oral. 

 

7.3.1. Las células de displasia oral DOK tratadas con calcitriol presentan una 

disminución en su viabilidad celular en comparación a células de displasia 

oral DOK no tratadas. 

 

Se determinó la viabilidad celular mediante un ensayo MTS. Tras 24 h de 

cultivo en medio completo, la mitad de los pocillos de la placa fueron tratados con 

calcitriol al 0.1 μM y la otra mitad únicamente con el vehículo de la solución. Después 

de 48 h se determinó la reducción del compuesto MTS en formazán mediante la 

medición de la absorbancia a 490 nm. La viabilidad celular de las células DOK 

tratadas con calcitriol disminuyó en un 20% en comparación a las células DOK no 

tratadas (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Determinación de viabilidad celular. Porcentaje de células viables determinado a través 

de la medición de la absorbancia tras la reducción del sustrato MTS a formazán. El gráfico muestra 

el promedio ± el error estándar de 3 experimentos independientes (ttest; * = p ≤ 0.05). 
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7.4 OBJETIVO ESPECÍFICO N°4:  

Determinar el efecto del calcitriol sobre la migración celular en células de 

displasia oral.  

 

7.4.1. Las células de displasia oral DOK tratadas con calcitriol presentan una 

disminución en su migración celular en comparación a células de displasia 

oral DOK no tratadas. 

 

Se determinó la capacidad migración celular, a través de una evaluación en 

cámara Boyden (Transwell). Las células DOK fueron cultivadas en medio completo, 

para posteriormente ser divididas en dos grupos, en donde uno fue expuesto a 

calcitriol por 48 hrs, mientras que el otro únicamente al vehículo de la solución. Las 

células fueron re-suspendidas en medio libre de suero, y sembradas en la parte 

superior de los insertos Transwell lo que les permitió migrar hacia las cámaras 

inferiores que contienen medio suplementado con 10% de suero. Las células que 

migraron fueron posteriormente teñidas con cristal violeta al 0,1% en metanol al 2% 

y cuantificadas en microscopio invertido. Las células DOK tratadas con calcitriol 

tuvieron una disminución estadísticamente significativa en comparación a las 

células DOK no tratadas. (Figura 6) 
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A.  

 

 

 

B.  

Figura 6. Determinación de migración celular. (A)Se observa disminución en la migración celular 

del grupo tratado con 1α,25(OH)2D3 en comparación al control, tinción con cristal violeta. (B) 

Porcentaje de células migradas a través de los insertos Transwell, cuantificación a través de 

microscopio invertido. El gráfico muestra el promedio ± el error estándar de 3 experimentos 

independientes (ttest; * = p ≤ 0.05). 
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8. DISCUSIÓN 

 

La activación aberrante de la vía Wnt/β-catenina en displasia oral ha sido 

demostrada previamente, y se encuentra asociada a la proliferación y su 

transformación maligna (Reyes et al., 2019). A su vez, se ha estudiado el rol del 

calcitriol (1α,25(OH)2D3) en la regulación de la vía Wnt/β-catenina en múltiples 

neoplasias malignas, tales como cáncer de mama, pulmón y cáncer colorectal, entre 

otros, siendo este último el más estudiado (Pálmer et al., 2001). Sin embargo, hasta 

la fecha existe muy escasa evidencia sobre la acción del calcitriol en la regulación 

de la vía Wnt/β-catenina en displasia oral. 

Los resultados obtenidos sugieren que el calcitriol disminuye la localización 

nuclear de β-catenina. Estudios previos en cáncer de colon han descrito que el 

calcitriol regula la vía Wnt/β-catenina a través de diversos mecanismos de acción, 

uno de ellos es la capacidad del calcitriol o 1α,25(OH)2D3  de aumentar la expresión 

del receptor VDR quien a su vez se une a β-catenina a nivel citoplasmático, 

impidiendo su traslocación al núcleo, unión a TCF/LEF y posterior transcripción de 

genes involucrados en la proliferación celular. Además, el calcitriol tiene la 

capacidad de inducir la expresión de E-cadherina, proteína de unión intercelular que 

comúnmente se encuentra en la membrana junto a β-catenina. La inducción de E-

cadherina provocada por 1α,25(OH)2D3 causa la traslocación de β-catenina desde 

el núcleo a la membrana citoplasmática (Pálmer et al., 2001). Por otra parte se ha 

demostrado que el calcitriol tiene la capacidad de aumentar la expresión de Dickkopf 

(DKK)-1, inhibidor extracelular de Wnt que en células sanas es capaz de regular a 

la vía Wnt/ β-catenina mediante feedback negativo, pero se ha observado que en 

células de cáncer colorectal su expresión se encuentra disminuida de forma 

anómala (González-Sancho et al. 2005; Aguilera et al. 2007). En células de 

melanoma por su parte, se ha reportado que el tratamiento con calcitriol y el 

aumento de la expresión de VDR inhiben a la vía Wnt/ β-catenina y el crecimiento 

celular, así como una mayor expresión de VDR en estas células tumorales, lo cual 

se ha asociado a una menor mortalidad (Muralidhar et al. 2019).  
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El rol del calcitriol en el desarrollo del cáncer ha sido estudiado a lo largo de 

las últimas décadas, observándose que niveles séricos de vitamina D menores a 30 

ng/ml corresponden a una insuficiencia de esta y se asocian a un aumento en el 

riesgo de generar diversas neoplasias (Holick, 2007). A su vez, estudios de 

prevalencia han demostrado bajos niveles séricos de calcitriol (<30 ng/ml) en hasta 

el 80% de pacientes con diagnóstico de cáncer de mama y cáncer colorectal, entre 

otros (Gupta et al., 2011). En relación al cáncer oral, Grimm estudió los niveles 

séricos de Vitamina D en pacientes con diagnóstico de displasia oral y COCE en 

conjunto con la expresión de VDR en biopsias de sus tejidos, hallando que todos 

los pacientes poseían insuficiencia moderada a severa de vitamina D mientras que 

la expresión de VDR presentó una disminución significativa en los tejidos con 

diagnóstico de COCE (Grimm et al., 2015). Esto coincide con los resultados de 

nuestra investigación, ya que ambos pacientes cuyas muestras de explantes fueron 

tratadas con calcitriol, tenían un déficit en los niveles séricos de Vitamina D, lo cual 

podría estar asociado al desarrollo de los desórdenes potencialmente malignos con 

diagnóstico de displasia oral.  

Investigaciones previas han analizado el efecto del tratamiento con 

1α,25(OH)2D3  en la aparición de neoplasias malignas en modelos de cáncer oral 

desarrollados en hámsters, obteniendo como resultado que solo el 10% de los 

animales tratados con calcitriol presentó tumores en comparación al 70% del grupo 

control (Meier et al., 2007). A su vez, estudios recientes han investigado el impacto 

del calcitriol en la carcinogénesis oral en un modelo de inducción de COCE en 

ratones, observándose una reducción estadísticamente significativa del número de 

lesiones displásicas así como inhibición de la transformación maligna del grupo 

tratado con calcitriol en comparación al control (Vincent-Chong et al., 2019).  

La migración celular es de gran relevancia en el estudio de la carcinogénesis 

debido a su rol en la invasión de tejidos y consiguiente metástasis, de este modo 

reportes previos han observado a través de células in vitro provenientes de 

diferentes carcinomas una disminución significativa (p<0.001) de la migración 

celular posterior al tratamiento con 1α,25(OH)2D3, sugiriendo a su vez una 
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asociación de este fenómeno con el incremento de la expresión de E-cadherina (Ma 

et al. 2013).  

Los resultados de este trabajo condicen con la evidencia previamente 

descrita, planteando que el calcitriol ejerce un rol inhibitorio en la viabilidad y 

migración celular de células de displasia oral. Además, el antígeno Ki-67 es 

ampliamente reconocido como un marcador de proliferación celular, el cual fue 

localizado en las muestras de tejidos de explantes de este trabajo, presentando una 

disminución en su expresión en los tejidos tratados con calcitriol en comparación a 

los no tratados, sugiriendo que 1α,25(OH)2D3 puede poseer un rol inhibitorio en la 

proliferación de las células de displasia oral. Por otra parte, resultados paralelos de 

nuestro grupo de investigación han demostrado un aumento de E-cadherina en la 

membrana celular y de VDR nuclear tanto en células como explantes tratados con 

calcitriol en comparación a los no tratados. Además, se observaron mayores niveles 

de mRNA y proteína de genes dianas de β-catenina relacionados con la proliferación 

celular, como Ciclina D1 y Survivina, respectivamente (datos no mostrados en esta 

tesis).  

Si bien en este trabajo de investigación hemos demostrado que el tratamiento 

con calcitriol en células y tejidos de displasia oral disminuye la localización nuclear 

de β-catenina, la viabilidad y migración celular, no determinamos una relación 

causal, por lo tanto, es necesaria más investigación acerca del rol inhibitorio del 

calcitriol sobre la vía Wnt/ β-catenina en displasia oral. Además, es requerida más 

evidencia sobre el efecto del calcitriol en modelos de investigación que permitan 

estudiar dicha acción en modelos in vivo, para así generar estrategias terapéuticas 

en base a calcitriol que sean efectivas y se comporten de forma segura en el 

organismo, debido a su rol en el metabolismo del calcio y fósforo.  

Por lo tanto, pese a las limitaciones previamente señaladas, estos resultados 

permiten establecer nuevas bases en la investigación acerca de los estadios 

tempranos de la carcinogénesis oral y la vía Wnt/β-catenina, así como proponer 

nuevas estrategias terapéuticas para la aplicación clínica en el abordaje de los 

desórdenes potencialmente malignos tratándolos de forma precoz, evitando su 
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transformación maligna a COCE y, por consecuente, favoreciendo el pronóstico de 

los pacientes. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Se ha demostrado en esta investigación que el tratamiento con calcitriol en 

células y tejidos de displasia oral disminuye la localización nuclear de β-catenina, la 

viabilidad y migración celular. 

 Esto es significativo debido a que la gran mayoría de las veces el Carcinoma 

Oral de Células Escamosas, que corresponde a la neoplasia maligna más frecuente 

de la cavidad oral, es precedido por desórdenes potencialmente malignos con 

diagnóstico histopatológico de displasia oral. Debido al bajo índice de supervivencia 

de este cáncer, es que el diagnóstico y tratamiento temprano de la displasia oral es 

fundamental para favorecer el pronóstico de los pacientes.  

Sin embargo es necesaria más evidencia para establecer con precisión la 

relación entre el calcitriol y la vía Wnt/ β-catenina, así como el desarrollo de 

estrategias para su aplicación clínica. Es por esto que la inhibición de β-catenina a 

través de la administración de calcitriol, podría ser una terapia prometedora en la 

progresión de la displasia oral. 
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11. ANEXOS 

 

11.1. Anexo 1 
 

 

Figura 1a. Fotografía clínica de carcinoma oral de células escamosas en borde 

lateral de lengua. Agradecimientos a la Dra. Andrea Maturana. Clínica Odontológica. 

Facultad de Odontología. Universidad de Chile 

 

 

Figura 1b. Fotografía clínica de carcinoma oral de células escamosas ubicado en 

piso de boca. Agradecimientos a Dra. Andrea Maturana. Clínica Odontológica. 

Facultad de Odontología. Universidad de Chile. 

 

 

Figura 2. Fotografía clínica de leucoplasia oral en borde lateral de lengua. 

Agradecimientos a la Dra. Andrea Maturana. Clínica Odontológica. Facultad de 

Odontología. Universidad de Chile. 
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Figura 3. Fotografía clínica de eritroplasia oral en borde lateral de lengua. 

Agradecimientos a la Dra. Andrea Maturana. Clínica Odontológica. Facultad de 

Odontología. Universidad de Chile. 
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11.2. Anexo 2 
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11.3. Anexo 3 
 

 

 

 


