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RESUMEN

Objetivo: detectar la sobreexpresion del receptor de factor de crecimiento epidérmico
en células epiteliales de lesiones premalignas de la mucosa bucal, marcadas
magnéticamente por relaxometria.

Métodos: las células exfoliadas de mucosa oral de individuos sanos y enfermos se
marcaron con el sistema: 1gG anti-EGF-R biotinilada/1gG anti-biotina conjugada con
particulas superparamagnéticas y se midieron los tiempos de relajacion T, y To.
Resultados: disminuyeron los tiempos de relajacion (T, y T,) de las células marcadas
respecto a las no marcadas, en todas las muestras analizadas. Al comparar los
valores de T; y T, de las células marcadas de la lesién con los valores de las células
sanas, se encontré una disminucién estadisticamente significativas del tiempo de
relajacion. Al comparar los tiempos de relajacion de células marcadas sanas con los
de las células de las diferentes lesiones encontramos diferencias estadisticamente
significativas para los casos de células de leucoplasias y liquen plano tanto en T; como
T»; no asi con células de queratosis.
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Conclusiones: los resultados muestran que es posible detectar por relaxometria
células que expresen el receptor de factor de crecimiento epidérmico, utilizando el
sistema conjugado empleado y que el EGF-R se sobreexpresa en células de lesiones
como leucoplasia y liquen plano.

Palabras clave: receptor de factor de crecimiento epidérmico, lesiones premalignas,
relajacion magnética proténica, tiempo de relajacion.

ABSTRACT

Objective: Detect the overexpression of the epidermal growth factor receptor in
epithelial cells of premalignant lesions of the oral mucosa magnetically marked by
relaxometry.

Methods: Exfoliated oral mucosa cells from healthy and sick individuals were marked
with the system biotinylated anti-EGF-R 1gG / anti-biotin 1gG conjugated with
supermagnetic particles and measurements were taken of relaxation times T1 and T2.
Results: In all the samples analyzed there was a decrease in the relaxation times (T1
and T2) of marked cells with respect to unmarked cells. Comparison of the T1 and T2
values of marked cells from the lesion with the values of healthy cells revealed a
statistically significant decrease in relaxation time. Comparison of the relaxation times
of healthy marked cells with those of cells from the various lesions revealed
statistically significant differences in both T1 and T2 in cells from lichen planus and
leukoplakias, but not in cells from keratoses.

Conclusions: Results show that relaxometry may be used to detect cells expressing
the epidermal growth factor receptor, using the conjugated system described herein,
and that EGF-R is overexpressed in cells from lesions such as leukoplakia and lichen
planus.

Key words: epidermal growth factor receptor, premalignant lesions, proton magnetic
relaxation, relaxation time.

INTRODUCCION

El cancer de la cavidad oral representa uno de los tipos de tumores malignos mas
frecuentes en el mundo,® y la incidencia de nuevos casos indica un aumento continuo
del mismo.? Mas del 90% de los canceres orales se caracteriza histolégicamente como
carcinomas de células escamosas.® A pesar de todos los esfuerzos que se realizan, la
tasa de mortalidad por cancer bucal se ha mantenido elevada (— 50 %) durante las
dltimas décadas.*®

La conversion de células del epitelio normal a células cancerigenas se conduce por
multiples procesos ° que se asocian a la acumulacién de diversas anomalias que
afectan los genes de reparacion de ADN, oncogenes y genes de supresion tumoral que
a su vez determinan la accion de una serie de factores de crecimiento y sus
receptores, entre ellos el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y su receptor
(EGF-R).” El estudio de los receptores de factor de crecimiento ha ocupado un lugar

151
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2014; 33(2):150-160

importante en la oncologia experimental en el diagnéstico, seguimiento y tratamiento
de las neoplasias malignas.?*®

Muchos carcinomas orales se desarrollan a partir de las lesiones premalignas de la
cavidad oral'® como leucoplasia, eritroplasia, lesién del paladar, liquen plano, fibrosis
submucosa oral, lupus eritematoso discoideo y enfermedades hereditarias como la
disqueratosis congénita y la epidermdlisis bullosa.'*

A pesar de la facil accesibilidad de la cavidad oral para un examen, el cancer oral se
detecta generalmente en etapas avanzadas de desarrollo,*? desafortunadamente no
existe un método para detectar precozmente y de manera adecuada el cancer oral y
las lesiones precancerosas; en la practica actual, se identifican mediante inspeccion
visual y palpacion de las areas clinicamente anormales,® y se diagnostican a través de
biopsia quirdrgica y examen histolégico del tejido extirpado. Sin embargo, la
identificacion visual de las lesiones tempranas puede ser dificil incluso para los
médicos con experiencia »'° ya que algunas lesiones premalignas son indistinguibles
de lesiones benignas y debido a la naturaleza invasiva de la biopsia quirdrgica, el
desarrollo de nuevas técnicas de deteccion precoz esta enfocado hacia la evaluacion
no invasiva del potencial de malignidad de la lesién, por lo que es importante contar
con un método objetivo y no invasivo para su identificacion.®

En la deteccidn de células precancerosas y cancerosas en etapas tempranas de su
desarrollo se emplean numerosos marcadores moleculares y se trabaja en la
busqueda de estrategias de diagndstico y tratamiento que incluyan aplicaciones y
analisis moleculares en los que participen estas proteinas o sus alteraciones. La
deteccion temprana del cancer mejora notablemente la efectividad de los
tratamientos empleados y la tasa de supervivencia de los pacientes.*

El receptor de factor de crecimiento epidérmico esta altamente sobreexpresado en
neoplasias orales por lo que es una molécula blanco ideal para el desarrollo de
técnicas no invasivas de deteccién precoz del cancer.®

En este trabajo nos proponemos determinar la expresiéon del receptor de EGF en
células epiteliales sanas y pre-malignas de diferentes lesiones de la mucosa bucal por
relaxometria a bajos campos, empleando un sistema de anticuerpos conjugados con
particulas magnéticas. Esta técnica tiene la ventaja de ser no invasiva y permitira la
deteccion precoz de células premalignas y malignas, en pacientes con lesiones orales.

METODOS

Muestras

Se obtuvieron las células por citologia exfoliativa de la mucosa bucal de individuos
sanos y pacientes con lesiones en el epitelio de la cavidad oral, previo consentimiento
informado de los individuos incluidos en el estudio.

Los pacientes se seleccionaron en la consulta del Programa de Deteccidn Precoz del

Céancer Bucal de la Clinica Estomatoldgica Provincial Docente "Martires del Moncada"
de Santiago de Cuba y se clasificaron segun el tipo de lesién que presentaron en la

inspeccion clinica.
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Purificacion del anticuerpo monoclonal anti EGF-R a partir de liquido ascitico
murino

Se purificaron los anticuerpos monoclonales anti EGF-R a partir de liquido Ascitico
Murino de ratones BAL/C por Cromatografia de Afinidad Proteina A Sepharosa
siguiendo el protocolo descrito por Pico et al.**

Protocolo de Biotinilacién del anticuerpo monoclonal anti EGF-R

Se sigue el procedimiento de Biotinilacién de proteinas recomendado por los
suministradores del producto (PIERCE Biotechnology Inc. 9/2004.)*

Marcaje celular

Se depositan 80 ul de muestra (suspension de células epiteliales de la mucosa oral
lavadas a una concentracion de 1x10° células) en un vial eppendoff, se adicionan 40
pL de IgG murina anti EGF-R biotinilada, se incuba durante 15 minutos a 10°C, se
lavar dos veces con PBS pH 7.4, se centrifuga a 1500 r.p.m durante 10 minutos, se
desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet en 80 uL de PBS pH 7.4. Se le
adiciona 20 pL de 1gG anti-biotina conjugado con nanoparticulas magnéticas*® se
incuba durante 15 min. a 10° C, se lava una vez con PBS y el pellet se resuspende en
350 pl de PBS. Se transfiere la muestra a un ampula.

El blanco se procesa igual que las muestras exceptuando el paso 1, en el que se
adiciona 40 ul de PBS pH 7.4 en sustitucion de la IgG murina anti EGF-R biotinilada.

Medicion de T, y T, de las células sanas y premalignas

Se determinan los tiempos de relajacion T, y T, a 4 MHz en el Relaxémetro Universal
Giromag® 02 en muestras de suspensiones de células exfoliadas de la mucosa bucal
marcadas magnéticamente con un sistema de anticuerpos unidos a particulas
magnéticas que incluye un anticuerpo primario IgG monoclonal murina anti EGF-R
biotinilado y un anticuerpo secundario 1IgG monoclonal murino anti biotina conjugado
con particulas super paramagnéticas.

Las mediciones de T, y T, se realizaron a 25°C utilizandose en la determinaciéon de T,
la serie de impulso 90°-t-180° para T, se utilizé la serie de impulso de 180°-t-90°.

Se trabajo con 10 muestras y se realizaron 2 réplicas por muestras.

Analisis estadistico de los datos

Comparaciones multiples de medias por la prueba Kruskal-Wallis (ANOVA no
paramétrica). Para probar la igualdad entre las medias de los grupos no pareados se
utilizé la Prueba t de Student con la correccion de Hurtley.

El procesamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el paquete SPSS 13.0.1
para Windows.
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RESULTADOS

Medicién de los tiempos de relajacién en células epiteliales exfoliadas de la
mucosa bucal de individuos sanos

Se compararon los tiempos de relajaciéon T, y T, de células marcadas (muestras)

respecto a las células no marcadas (blancos) de individuos supuestamente sanos y en
todos los casos se observa una disminucién de los tiempos de relajacién en un 28 %,
tanto para T ; como para T,; la comparaciéon de las medias, arrojé que existen

diferencias estadisticamente significativas =0,05).aentre ambas muestras (para un

En la figura 1 se representan graficamente los resultados, los datos mostrados
corresponden a los valores medios de 10 muestras de individuos sanos.
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Fig. 1. Representacion grafica de los tiempos de relajacion T, y Tz a 4 MHz de
muestras controles (Blanco) y muestras marcadas (Muestra) de células
epiteliales exfoliadas de la mucosa oral de individuos supuestamente

sanos. Los datos mostrados

determinaciones.
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valor medios de 10

El parametro T, se revela como un mejor indicador, para identificar selectivamente las
fracciones de células que expresan el EGF-R, ya que es capaz de detectar pequefias

variaciones en la red de spines.

Estos resultados muestran que es posible diferenciar selectivamente la poblacion de
células epiteliales que expresan el EGF-R in vitro utilizando el sistema de anticuerpos

IgG murina anti EGF-R biotinilado y el IgG murina anti biotina conjugado con

particulas magnéticas en una reaccion "sandwich" mediante la medicibn de T,y T, a 4
MHz. Este resultado es muy importante ya que provee de una metodologia factible in
vitro para detectar células de interés y los marcadores moleculares especificos;

ademas constituye la base para la aplicacion del marcaje magnético en técnicas de

imagenes de resonancia magnética.
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Medicidén de los tiempos de relajacién en células epiteliales exfoliadas de la
mucosa bucal de pacientes con lesiones premalignas

Las muestras de lesiones premalignas de la cavidad oral se agruparon por tipo de
lesidn en queratosis, leucoplasia y liquen plano.

Al comparar los tiempos de relajacion T, y T, de las muestras marcadas y no
marcadas de las regiones sanas de todos los pacientes con lesiones en la cavidad oral,
se observo una disminucion en Ty y T, de un 23 % y 15 % respectivamente, =0.001)
en elalo cual representa diferencias altamente significativa ( caso de T, =0.01) para
Tay muy significativas (»; este resultado es consistente con el obtenido para
individuos sanos ya que se obtuvo el mismo comportamiento.

En las muestras procedentes de la regién lesionada, también se observé una
disminucién estadisticamente =0,05) del tiempo de relajacion de las
muestrasasignificativa ( marcadas respecto a las no marcadas, T; disminuye en un
43 % y T, en un 28 %, lo cual indica el marcaje selectivo de EGF-R.

Comparando los valores medios de los tiempos de relajacion entre los blancos de la
regiéon sana y lesionada no se observan diferencias estadisticamente significativas
para T; (disminucion de solo el 8 %) y si para T, (disminucién de un 18 %)

para = 0.05, lo que sugiere que que Taun nivel de significacién de ; es menos
susceptible al efecto de los fendmenos locales que aparecen como consecuencia de la
presencia del ibn paramagnético residual y los cambios en el agua intra y extracelular.

Comparando las medias de los valores de T, y T» de las células marcadas sanas y de
la region lesionada de los pacientes encontramos una disminuciéon del tiempo de
relajacion del 31 % y 15 % respectivamente, hallando diferencias estadisticamente
significativas (0,05[P1]); los resultados se muestran=o graficamente en la figura 2.
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Fig. 2. Representacion grafica de los tiempos de relajacion Ty y Tz a 4 MHz de
células epiteliales exfoliadas de la mucosa oral de tejido sano y lesionado
marcadas magnéticamente. Los datos mostrados representan al wvalor
medio de 10 determinaciones.
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La comparacion de los tiempos de relajacion de las células sanas con los de cada una
de las lesiones se muestra en la tabla 1. Encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre los valores de T; y T» de las células sanas respecto a las células de
leucoplasias y liquen plano; no asi con queratosis.

Al comparar de los valores de los tiempos de relajacion entre los diferentes tipos de
lesiones en células marcadas magnéticamente, utilizando la prueba de comparacién
multiple de medias Kruskal-Wallis no se evidenciaron diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 1. Tiempos de relajacion Ty v T; a 4 MHz de cada grupo de muestras: células

sanas, leucoplasia, queratosis y liquen plano

Tiempo de . Células de Células de Células de

L Células sanas . . .

relajacion queratosis leucoplasia liqguen Plano
T1, ms 879 £ 230 764 £ 701 ns 542 £ 186%* 444 £ 153%
T2, ms 205 £ 35 144 + 80 ns 149 £ 46%** 91 £ 16%*

Comparacion de los tiempos de relajacion de las células sanas con las diferentes
lesiones: (*) representa diferencias estadisticamente significativas, (¥*) representa
diferencias estadisticamente muy significativas y (ns) representa diferencias no
significativas.

DISCUSION

En la medicion de los tiempos de relajacion en células epiteliales exfoliadas de la
mucosa bucal de individuos sanos, las variaciones en los tiempos de relajacion de las
muestras respecto a los blancos observadas, estan determinadas fundamentalmente,
por la presencia del ibn paramagnético de hierro, que al enlazarse a las células
marcadas, reduce los tiempos de relajacion, al crear inhomogenidad en el campo
magneético local que aumentan el intercambio energético entre los nucleos de
hidrégeno del agua, estas observaciones evidencian un mecanismo de relajacién
dipolo-dipolo, cuya contribucién es muy importante en este tipo de muestras,’ dénde
la eficiencia del intercambio energético es mayor ente spin-spin que entre spin-
reticulo.

Otra teoria que explica estos resultados, es que al acoplarse el sistema de anticuerpos
y particula magnética a la célula epiteliales aumenta el volumen espacial de ésta lo
cual disminuye su movilidad, aumenta su tiempo de correlacion y por tanto la
entropia del sistema.

Se observa una gran dispersion de los datos lo que revela la influencia de las
condiciones experimentales (variabilidad biolégica en cuanto a concentracién celular,
expresion de los EGF-R, etc.) en los valores obtenidos.
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La disminucion estadisticamente significativas de los tiempos de relajacion muestra
que es posible diferenciar selectivamente la poblacién de células epiteliales que
expresan el EGF-R in vitro utilizando el sistema de anticuerpos 1gG murina anti EGF-R
biotinilado y el IgG murina anti biotina conjugado con particulas magnéticas en una
reaccion "sandwich" mediante la mediciéon de T, y T , a 4 MHz. Este resultado es muy
importante ya que provee de una metodologia factible in vitro para detectar células
de interés y los marcadores moleculares especificos; ademas constituye la base para
la aplicacion del marcaje magnético en técnicas de imagenes de resonancia
magnética.

Al comparar los tiempos de relajacion T1 y T2 de las muestras marcadas y no
marcadas de las regiones sanas y en las muestras procedentes de la regién lesionada,
de todos los pacientes con lesiones en la cavidad oral, se observé una disminucion del
tiempo de relajacion, lo cual indica el marcaje selectivo de EGF-R; este resultado es
consistente con el obtenido para muestras de individuos sanos y se observa que en la
region lesionada, la caida de los tiempos de relajacion es mayor que en la region
sana, indicador de mayor expresion de los receptores del factor de crecimiento
epidérmico en estas células, *® teniendo en cuenta que ambos experimentos fueron
desarrollados en iguales condiciones. Los mecanismos moleculares que permiten
explicar este comportamiento ya fueron discutidos anteriormente.

Al comparar los tiempos de relajacion de las células sanas con los de cada una de las
lesiones encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
T,y T, de las células sanas respecto a las células de leucoplasias y liquen plano, pero
no con queratosis; estas diferencias se relacionan con la sobreexpresion del EGF-R.
Esta ampliamente descrito en trabajos previos el papel del EGF-R en la malignizacion
de tejidos epiteliales, *° y que la sobreexpresién del mismo constituye un marcador
tumoral ya que desencadena una serie de procesos moleculares que conducen a
alteraciones en el ciclo celular. ?°

Por otra parte, las células premaliganas y malignas presentan un incremento del agua
intracelular por unidad de volumen *’ debido al desequilibrio en el metabolismo y en
el ciclo celular que sufren estas células, ademas se incrementa el agua asociada a la
membrana por los cambios en la composiciéon y estructura de la misma, como el
incremento de la densidad de carga negativa en la superficie celular, lo cual aumenta
la probabilidad de que se enlace el agua del medio extracelular por interacciones
electrostéticas; que a su vez, induce una disminucion de los tiempos de relajacion.

Otra alteracion funcional que se evidencia en tejidos premalignos y malignos es la
transcripcién indiscriminada de muchos oncogenes, que conlleva a la produccion
excesiva de proteinas tumorales dentro de la célula, aumentando la probabilidad de
asociacion del agua a dichas moléculas y disminuyendo por tanto los tiempos de
relajacion. *’

Los resultados muestran que existe sobreexpresion del EGF-R en células epiteliales de
la mucosa bucal en lesiones como leucoplasias y liquen plano; al existir mas EGF-R
hay mas sitios libres para la union del sistema de anticuerpos conjugados con el i6n
paramagnético lo cual disminuye la movilidad del sistema y por tanto disminuyen de
los tiempos de relajacion T,y Ts.
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En el caso de la queratosis no se encuentran diferencias en los niveles de expresion
del EGF-R respecto a las células sanas probablemente porque es el tipo de lesiéon con
menos porcentaje de malignizacion y dicha transformacion se asocia en mayor
medida a otros procesos moleculares como la queratinizacidon y no a la sobreexpresion
del EGF-R; por otra parte el principal factor de riesgo para la aparicion de las
queratosis es la acciéon mecanica de prétesis mal adaptadas y malformaciones de los
dientes ! y no ha sido descrito en la literatura la sobreexpresiéon del EGF-R en este
tipo de lesiones.

Se demuestra que la técnica de relajacibn magnética protdnica es capaz de detectar
la sobreexpresion del EGF-R en lesiones premalignas de la cavidad bucal. El maximo
valor descrito de sobreexpresion correspondiente a carcinomas orales es de 16 % por
técnicas inmunofluorescentes. #? En el caso de las lesiones premalignas no se ha
descrito la sobreexpresion del receptor aunque es légico suponer que exista por el
grado de malignizaciéon que presentan algunas de estas lesiones y el papel del EGF-R
en la malignizacion de tejidos epiteliales.

Con los resultados obtenidos, comprobamos que es posible detectar células epiteliales
que expresen el EGF-R in vitro por relajacion magnética proténica a 4 MHz, utilizando
un sistema de anticuerpos y particulas magnéticas, a través de la medicién de T1y
T2, y es posible diferenciar células epiteliales sanas de células premalignas
(leucoplasias y liquen plano) por la sobreexpresion del EGF-R, determinada
indirectamente a través de los tiempos de relajacion magnética.
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