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RESUMEN  

Objetivo: detectar la sobreexpresión del receptor de factor de crecimiento epidérmico 
en células epiteliales de lesiones premalignas de la mucosa bucal, marcadas 
magnéticamente por relaxometría. 
Métodos: las células exfoliadas de mucosa oral de individuos sanos y enfermos se 
marcaron con el sistema: IgG anti-EGF-R biotinilada/IgG anti-biotina conjugada con 
partículas superparamagnéticas y se midieron los tiempos de relajación T1 y T2. 
Resultados: disminuyeron los tiempos de relajación (T1 y T2) de las células marcadas 
respecto a las no marcadas, en todas las muestras analizadas. Al comparar los 
valores de T1 y T2 de las células marcadas de la lesión con los valores de las células 
sanas, se encontró una disminución estadísticamente significativas del tiempo de 
relajación. Al comparar los tiempos de relajación de células marcadas sanas con los 
de las células de las diferentes lesiones encontramos diferencias estadísticamente 
significativas para los casos de células de leucoplasias y liquen plano tanto en T1 como 
T2; no así con células de queratosis.  
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Conclusiones: los resultados muestran que es posible detectar por relaxometría 
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, 
relajación magnética protónica, tiempo de relajación.  

 

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 IgG / anti-biotin IgG 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. 

 

  

 
 

INTRODUCCIÓN  

El cáncer de la cavidad oral representa uno de los tipos de tumores malignos más 
frecuentes en el mundo,1 y la incidencia de nuevos casos indica un aumento continuo 
del mismo.2 Más del 90% de los cánceres orales se caracteriza histológicamente como 
carcinomas de células escamosas.3 A pesar de todos los esfuerzos que se realizan, la 
tasa de mortalidad por cáncer bucal se ha mantenido elevada (~ 50 %) durante las 
últimas décadas.4,5  

La conversión de células del epitelio normal a células cancerígenas se conduce por 
múltiples procesos 6 que se asocian a la acumulación de diversas anomalías que 
afectan los genes de reparación de ADN, oncogenes y genes de supresión tumoral que 
a su vez determinan la acción de una serie de factores de crecimiento y sus 
receptores, entre ellos el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y su receptor  
(EGF-R).7 El estudio de los receptores de factor de crecimiento ha ocupado un lugar 
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importante en la oncología experimental en el diagnóstico, seguimiento y tratamiento 
de las neoplasias malignas.8,9  

Muchos carcinomas orales se desarrollan a partir de las lesiones premalignas de la 
cavidad oral10 como leucoplasia, eritroplasia, lesión del paladar, liquen plano, fibrosis 
submucosa oral, lupus eritematoso discoideo y enfermedades hereditarias como la 
disqueratosis congénita y la epidermólisis bullosa.11  

A pesar de la fácil accesibilidad de la cavidad oral para un examen, el cáncer oral se 
detecta generalmente en etapas avanzadas de desarrollo,12 desafortunadamente no 
existe un método para detectar precozmente y de manera adecuada el cáncer oral y 
las lesiones precancerosas; en la práctica actual, se identifican mediante inspección 
visual y palpación de las áreas clínicamente anormales,6 y se diagnostican a través de 
biopsia quirúrgica y examen histológico del tejido extirpado. Sin embargo, la 
identificación visual de las lesiones tempranas puede ser difícil incluso para los 
médicos con experiencia 1,9 ya que algunas lesiones premalignas son indistinguibles 
de lesiones benignas y debido a la naturaleza invasiva de la biopsia quirúrgica, el 
desarrollo de nuevas técnicas de detección precoz está enfocado hacia la evaluación 
no invasiva del potencial de malignidad de la lesión, por lo que es importante contar 
con un método objetivo y no invasivo para su identificación.9  

En la detección de células precancerosas y cancerosas en etapas tempranas de su 
desarrollo se emplean numerosos marcadores moleculares y se trabaja en la 
búsqueda de estrategias de diagnóstico y tratamiento que incluyan aplicaciones y 
análisis moleculares en los que participen estas proteínas o sus alteraciones. La 
detección temprana del cáncer mejora notablemente la efectividad de los 
tratamientos empleados y la tasa de supervivencia de los pacientes.1  

El receptor de factor de crecimiento epidérmico está altamente sobreexpresado en 
neoplasias orales por lo que es una molécula blanco ideal para el desarrollo de 
técnicas no invasivas de detección precoz del cáncer.13  

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

 
 

MÉTODOS  

 
Muestras 

Se obtuvieron las células por citología 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 Detección Precoz del 
Cáncer Bucal de la Clínica Estomatológica Provincial Docente "Mártires del Moncada" 
de Santiago de Cuba y se clasificaron según el tipo de lesión que presentaron en la 
inspección clínica.  
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Purificación del anticuerpo monoclonal anti EGF-R a partir de líquido ascítico 
murino 

Se purificaron los anticuerpos monoclonales anti EGF-R a partir de líquido Ascítico 
Murino de ratones BAL/C por Cromatografía de Afinidad Proteína A Sepharosa 
siguiendo el protocolo descrito por Pico et al.14  

 
Protocolo de Biotinilación del anticuerpo monoclonal anti EGF-R 

Se sigue el procedimiento de Biotinilación de proteínas recomendado por los 
suministradores del producto (PIERCE Biotechnology Inc. 9/2004.)15  

 
Marcaje celular 

Se depositan 80 µl de muestra (suspensión de células epiteliales de la mucosa oral 
lavadas a una concentración de 1x106 células) en un vial eppendoff, se adicionan 40 
µL de IgG murina anti EGF-R biotinilada, se incuba durante 15 minutos a 10ºC, 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 µL de PBS pH 7.4. Se le 
adiciona 20 µL de IgG anti-biotina conjugado con nanopartículas magnéticas16 se 
incuba durante 15 min. a 10º C, se lava una vez con PBS y el pellet se resuspende en 
350 µl de PBS. Se transfiere la muestra a un ámpula.  

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

 
Medición de T1 y T2 de las células sanas y premalignas  

Se determinan los tiempos de relajación T1 y T2 a 4 MHz en el Relaxómetro Universal 
Giromag® 02 en muestras de suspensiones de células exfoliadas de la mucosa bucal 
marcadas magnéticamente con un sistema de anticuerpos unidos a partículas 
magnéticas que incluye un anticuerpo primario IgG monoclonal murina anti EGF-R 
biotinilado y un anticuerpo secundario IgG monoclonal murino anti biotina conjugado 
con partículas super paramagnéticas.  

Las mediciones de T1 y T2 se realizaron a 25ºC utilizándose en la determinación de T2 
la serie de impulso 90°-t-180° para T1 se utilizó la serie de impulso de 180°-t-90°.  

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

 
Análisis estadístico de los datos 

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

El procesamiento estadístico de los datos se realizó mediante el paquete SPSS 13.0.1 
para Windows.  
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RESULTADOS 

 
Medición de los tiempos de relajación en células epiteliales exfoliadas de la 
mucosa bucal de individuos sanos  

Se compararon los tiempos de relajación T1 y T2 de células marcadas (muestras) 
respecto a las células no marcadas (blancos) de individuos supuestamente sanos y en 
todos los casos se observa una disminución de los tiempos de relajación en un 28 %, 
tanto para T 1 como para T2; la comparación de las medias, arrojó que existen 
diferencias estadísticamente significativas =0,05).entre ambas muestras (para un   

En la figura 1 se representan gráficamente los resultados, los datos mostrados 
corresponden a los valores medios de 10 muestras de individuos sanos.  

 

El parámetro T2 se revela como un mejor indicador, para identificar selectivamente las 
fracciones de células que expresan el EGF-R, ya que es capaz de detectar pequeñas 
variaciones en la red de spines.  

Estos resultados muestran que es posible diferenciar selectivamente la población 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 
partículas magnéticas en una reacción "sandwich" mediante la medición de T1 y T2 a 4 
MHz. Este resultado es muy importante ya que provee de una metodología factible in 
vitro para detectar células de interés y los marcadores moleculares específicos; 
además constituye la base para la aplicación del marcaje magnético en técnicas de 
imágenes de resonancia magnética.  
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Medición de los tiempos de relajación 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 
lesión en queratosis, leucoplasia y liquen plano.  

Al comparar los tiempos de relajación T1 y T2 de las muestras marcadas y no 
marcadas de las regiones sanas de todos los pacientes con lesiones en la cavidad oral, 
se observó una disminución en T1 y T2 de un 23 % y 15 % respectivamente, =0.001) 
en ello cual representa diferencias altamente significativa ( caso de T1 =0.01) para 
Ty muy significativas (2; este resultado es consistente con el obtenido para 
individuos sanos ya que se obtuvo el mismo comportamiento.  

En las muestras procedentes de la región lesionada, también se observó una 
disminución estadísticamente =0,05) del tiempo de relajación de las 
muestrassignificativa ( marcadas respecto a las no marcadas, T1 disminuye en un  
43 % y T2 en un 28 %, lo cual indica el marcaje selectivo de EGF-R.  

Comparando los valores medios de los tiempos de relajación entre los blancos de la 
región sana y lesionada no se observan diferencias estadísticamente significativas 
para T1 (disminución de solo el 8 %) y sí para T2 (disminución de un 18 %)  
para = 0.05, lo que sugiere que que Tun nivel de significación de 1 es menos 
susceptible al efecto de los fenómenos locales que aparecen como consecuencia de la 
presencia del ión paramagnético residual y los cambios en el agua intra y extracelular.  

Comparando las medias de los valores de T1 y T2 de las células marcadas sanas y de 
la región lesionada de los pacientes encontramos una disminución del tiempo de 
relajación del 31 % y 15 % respectivamente, hallando diferencias estadísticamente 
significativas (0,05[P1]); los resultados se muestran gráficamente en la figura 2.  
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La comparación de los tiempos de relajación de las células sanas con los de cada una 
de las lesiones se muestra en la tabla 1. Encontramos diferencias estadísticamente 
significativas entre los valores de T1 y T2 de las células sanas respecto a las células de 
leucoplasias y liquen plano; no así con queratosis.  

Al comparar de los valores de los tiempos de relajación entre los diferentes tipos de 
lesiones en células marcadas magnéticamente, utilizando la prueba de comparación 
múltiple de medias Kruskal-Wallis no se evidenciaron diferencias estadísticamente 
significativas.  

 
 

DISCUSION  

En la medición de los tiempos de relajación en células epiteliales exfoliadas de la 
mucosa bucal de individuos sanos, las variaciones en los tiempos de relajación de las 
muestras respecto a los blancos observadas, están determinadas fundamentalmente, 
por la presencia del ión paramagnético de hierro, que al enlazarse a las células 
marcadas, reduce los tiempos de relajación, al crear inhomogenidad en el campo 
magnético local que aumentan el intercambio energético entre los núcleos de 
hidrógeno del agua, estas observaciones evidencian un mecanismo de relajación 
dipolo-dipolo, cuya contribución es muy importante en este tipo de muestras,17 dónde 
la eficiencia del intercambio energético es mayor ente spin-spin que entre spin-
retículo.  

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

Se observa una gran dispersión de los datos lo que revela la influencia de las 
condiciones experimentales (variabilidad biológica en cuanto a concentración celular, 
expresión de los EGF-R, etc.) en los valores obtenidos.  
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La disminución estadísticamente significativas de los tiempos de relajación muestra 
que es posible diferenciar selectivamente la población 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 partículas magnéticas en una 
reacción "sandwich" mediante la medición de T1 y T 2 a 4 MHz. Este resultado es muy 
importante ya que provee de una metodología factible in vitro para detectar células 
de interés y los marcadores moleculares específicos; además constituye la base para 
la aplicación del marcaje magnético en técnicas de imágenes de resonancia 
magnética.  

Al comparar los tiempos de relajación T1 y T2 de las muestras marcadas y no 
marcadas de las regiones sanas y en las muestras procedentes de la región lesionada, 
de todos los pacientes con lesiones en la cavidad oral, se observó una disminución del 
tiempo de relajación, 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 
región lesionada, la caída de los tiempos de relajación es mayor que en la región 
sana, indicador de mayor expresión de los receptores del factor de crecimiento 
epidérmico en estas células, 18 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 relajación de las células sanas con los de cada una de las 
lesiones encontramos diferencias estadísticamente significativas entre los valores de 
T1 y T2 de las células sanas respecto a las células de leucoplasias y liquen plano, pero 
no con queratosis; estas diferencias se relacionan con la sobreexpresión del EGF-R. 
Está ampliamente descrito en trabajos previos el papel del EGF-R en la malignización 
de tejidos epiteliales, 19 y que la sobreexpresión del mismo constituye un marcador 
tumoral ya que desencadena una serie de procesos moleculares que conducen a 
alteraciones en el ciclo celular. 20  

Por otra parte, las células premaliganas y malignas presentan un incremento del agua 
intracelular por unidad de volumen 17 debido al desequilibrio en el metabolismo y en 
el ciclo celular que sufren estas células, además se incrementa el agua asociada a la 
membrana por los cambios en la composición 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 
electrostáticas; que a su vez, induce una disminución de los tiempos de relajación.  

Otra alteración funcional que se evidencia en tejidos premalignos y malignos es la 
transcripción indiscriminada de muchos oncogenes, que conlleva a la producción 
excesiva de proteínas tumorales dentro de la célula, aumentando la probabilidad de 
asociación del agua a dichas moléculas y disminuyendo por tanto los tiempos de 
relajación. 17  

Los resultados muestran que existe sobreexpresión del EGF-R en células epiteliales de 
la mucosa bucal en lesiones como leucoplasias y liquen plano; al existir más EGF-R 
hay más sitios libres para la unión del sistema de anticuerpos conjugados con el ión 
paramagnético lo cual disminuye la movilidad del sistema y por tanto disminuyen de 
los tiempos de relajación T1 y T2.  
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En el caso de la queratosis no se encuentran diferencias en los niveles de expresión 
del EGF-R respecto a las células sanas probablemente porque es el tipo de lesión con 
menos porcentaje de malignización y dicha transformación se asocia en mayor 
medida a otros procesos moleculares como la queratinización y no a la sobreexpresión 
del EGF-R; por otra parte el principal factor de riesgo para la aparición de las 
queratosis es la acción mecánica de prótesis mal adaptadas y malformaciones de los 
dientes 21 y no ha sido descrito en la literatura la sobreexpresión del EGF-R en este 
tipo de lesiones.  

Se demuestra que la técnica de relajación magnética protónica es capaz de detectar 
la sobreexpresión del EGF-R en lesiones premalignas de la cavidad bucal. El máximo 
valor descrito de sobreexpresión correspondiente a carcinomas orales es de 16 % por 
técnicas inmunofluorescentes. 22 En el caso de las lesiones premalignas no se ha 
descrito la sobreexpresión del receptor aunque es lógico suponer que exista por el 
grado de malignización que presentan algunas de estas lesiones y el papel del EGF-R 
en la malignización de tejidos epiteliales.  

Con los resultados obtenidos, comprobamos que es posible detectar células epiteliales 
que expresen el EGF-R in vitro por relajación magnética protónica a 4 MHz, utilizando 
un sistema de anticuerpos y partículas magnéticas, a través de la medición de T1 y 
T2, y es posible diferenciar células epiteliales sanas de células premalignas 
(leucoplasias y líquen plano) por la sobreexpresión del EGF-R, determinada 
indirectamente a través de los tiempos de relajación magnética.  
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