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En 1824 Dutrochet informé acerca de la capacidad que
poseen los leucocitos de adherirse a las paredes de los vasos y
de migrar a los tejidos circundantes. Este primer informe sobre
moléculas que permiten la adhesi6n celular a otros tejidos ha
abierto una rama muy importante dentro de la investigacién
celular bdsica, Posteriormente, se han aislado y purificado una
gran cantidad de moléculas de adhesién celular (CAMs) a partir
de las cuales se han podido interpretar muchas de las
interacciones celulares en una gran variedad de tejidos
embrionarios y adultos, normales y patolégicos.

Hasta la fecha las moléculas de adhesién se han agrupado
en 4 clases principales: la superfamilia de las inmunoglobuli-
nas, las cadherinas, las integrinas y las selectinas (Roche P. et
al, 1997). Las moléculas N-CAM pertenecen a la familia de Ias
inmunoglobulinas (Hampel et al, 1997), promueven la adhe-
sion neurona-neurona a través de interacciones homofilicas y
se asocian con la estabilizacién de las uniones sindpticas y
con la fijacién del aprendizaje. Estas moléculas se encuentran
ancladas a la membrana celular y presentan una porcién
citoplasmética posiblemente asociada a la transduccién de
sefiales a través de una via tirosina-quinasa.

Existen 2 formas principales de N-CAM: una forma
polisialilada, PSA-N-CAM, de origen embrionario y la N-CAM
aislada de tejidos adultos. Las cadenas de PSA desfavorecen
las interacciones homofilicas de la proteina, facilitando la
migracién de las células embrionarias.

En el adulto la N-CAM se encuentra predominantemente
en neuronas y en células gliales (Nybroe O., et al, 1989).
También se expresa en misculo (Moore S. y Walsh F., 1985),
médula adrenal (Langley O. y Aunis D., 1984), pituitaria ante-
rior (Langley O. et al, 1987) e islotes pancredticos (Langley O.
et al, 1989). Por otro lado, en algunos tumores como
feocromocitoma (Margolis R.K. y Margolis R.U., 1983), neu-
roblastoma (Livingstone B. et al, 1988; Moolenaar C. et al,
1990), tumor de Wilms (Roth J. et al, 1988) y cdncer de pulmén
acélulas pequefias (SCLC) (Moolenaar C. et al, 1990; Aletsee-
Utrecht M. et al, 1990) se observaron altos niveles de expresién
de N-CAM.

En el sistema nervioso central la N-CAM presenta 3
isoformas de 180, 140 y 120 kDa, todas generadas a partir de
procesos de splicing alternativo y modificaciones post-
traduccionales que afectan la expresién de un dnico gen
(Goridis y Brunet, 1992). La existencia de estas 3 isoformas en
el adulto no ha podido ser interpretada hasta la fecha.

Existen fuertes evidencias que la N-CAM no sélo se
encuentra asociada a membrana, sino que también puede
presentarse en forma soluble. Estas formas ya han sido
descriptas en medios condicionados provenientes de células
nerviosas o musculares y en diferentes fluidos corporales

(Rutishauer U, et al, 1976; Ibsen S et al, 1983; Bock E. et al,
1987; Cole G. et al, 1986; Goer H. et al, 1988). En el suero
humano pueden encontrarse dos especies moleculares de N-
CAM, una cuyo peso molecular oscila entre 100-130 kDa y
otra que oscila entre 140-180 kDa, que corresponderia a la
forma embrionaria de la N-CAM. En el suero de pacientes con
cancer de pulmén a células pequeiias (SCLC) se han encon-
trado altas concentraciones de esta molécula, comparada con
la concentracién en sueros normales (Jaques G. et al, 1993).
Los resultados obtenidos por otro grupo de investigadores
(Takamatsu et al., 1994), indican que la N-CAM soluble de
140-180 kDa puede ser considerada como un marcador para
diferenciar SCLC de otros tumores pulmonares. También la N-
CAM sérica se encuentra elevada en mielomas pudiendo ser
itil como marcador de la enfermedad (Ong F. et al, 1996). No
hay trabajos que estudien si la N-CAM soluble est4 alterada en
pacientes portadores de tumores cerebrales.

En el presente trabajo nos propusimos estudiar la expresi6n
y comportamiento de N-CAM soluble en la poblacién normal
y en pacientes con tumores cerebrales primarios o de tipo
metastasico.

Materiales y métodos
Pacientes y controles:

Para analizar los niveles de N-CAM en la poblacién con-
trol se extrajo suero a 33 donantes cuyas caracteristicas se
especifican en la tabla 1.

Ademds se analizd el comportamiento de N-CAM sérico en
66 pacientes con tumores cerebrales. Se estudiaron 3 grupos
de patologia cerebral (tabla 1): gliomas de distinto grado de
malignidad; metdstasis cerebrales dnicas (cdncer de pulmén
60%, cérvix 9%, melanoma 9% y otros 22%); tumores benignos
(ependimomas, meningiomas, adenoma de hipéfisis).

Todos los pacientes estudiados provienen del Hospital
Italiano de Buenos Aires.

Tabla 1: Caracteristicas de las poblaciones estudiadas
Grupos de pacientes (n) Mujeres/Varones  Mediana de la edad

(rango)
Controles (33) 17/16 48.0 (21-84)
Gliomas (26) 11/15 57.0 (24-77)
Metastasis cerebrales (22) 1012 55.5 (33-79)
Tumores benignos (18) 9/9 50.0 (27-72)
Muestras:

Se recolectaron muestras de sangre tanto de la poblacién
control como de los pacientes previo a cualquier tratamiento.
Este material fue centrifugado para la obtencién del suero, el
cual fue alicuotado y guardado a -20°C hasta su posterior
analisis.
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Electroféresis (SDS PAGE) y Western Blot;

Los niveles de N-CAM se midierongor Western Blot en 2
situaciones diferentes: a) condiciones no reductoras, usando un
anticuerpo monoclonal (CD56, Chemicon), que revela bandas
especificas de distinto peso molecular (PM) (100-180 kDa) y b)
bajo condiciones de reduccién (tratamiento con B-
mercaptoetanol) incubando con un anticuerpo policlonal (Santa
Cruz Biotechnology) que reconoce una tnica banda de 80 kDa.

El suero fue diluido 1:30 en buffer fosfato y sometido a
condiciones reductoras y no reductoras como se indicé
previamente. Luego las muestras fueron calentadas a 100°C
durante | minuto y sembradas en un gel de poliacrilamida-
SDS al 7,5%. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas
1 una membrana de nylon e incubadas con los anticuerpos anti
N-CAM (situacion a y b). En todas las corridas fue sembrado
n estdndar interno. Las membranas fueron reveladas por
juimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia) y las handas
specificas cuantificadas por densitometria (Molecular Analy-
is). El valor de cada muestra fue normalizado en funcién del
‘alor obtenido para el estindar interno (valor 1). Los niveles
le N-CAM se expresaron en Unidades Arbitrarias (UA). El
ITOr intra e inter-experimento fue alrededor del 15%.

\nailisis estadistico:

Los datos obtenidos de cada individuo fueron codificados
n una base de datos y analizados con el programa SPSS
versién 10.0).

tesultados
deteccion de N-CAM sérica:

De acuerdo a lo detallado en materiales y métodos, la N-
"AM sérica se estudi6 bajo dos condiciones diferentes. Cuando
L corrida electroforética se realiz6 en condiciones no reductoras

se reveld con un anticuerpo monoclonal se obtuvo un patrén
e bandas que oscila entre 100 y 180 kDa (figura 1). Las bandas
> analizaron en dos grupos: las de alto (>130 kDa) y las de bajo
M (<130 kDa). Por otro lado, cuando el SDS-PAGE se realizé
ajo condiciones reductoras y se revelé con un anticuerpo
oliclonal se obtuyo una tinica banda de 80 kDa (figura 2).
igura 1: Western Blot revelado con un anticuerpo

onoclonal. Se observaron distintas bandas de N-CAM
1tre 100-180 kDa.
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gura 2: Western Blot revelado con un anticuerpo policlonal.
* observa en los pacientes con patologia cerebral un
imento en los niveles de N-CAM 80 kDa.
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Niveles de N-CAM soluble en la poblacién control:

Se observaron diferencias en los niveles de N-CAM sérica
de acuerdo al sexo y la edad del individuo. En las figuras 3 y 4
se indican los valores densitométricos de las isoformas > y<
130 kDa. Los niveles de las isoformas <130 kDa no varfan con
el sexo, pero disminuyen significativamente con la edad
(Regresion lineal, p<0.05). Se observé que los individuos
mayores de 60 afios muestran niveles de N-CAM <130 kDa
entre 5 y 6 veces menores a los observados en los individuos
menores de 40 afios.
Figura 3: Valores de N-CAM <130 kDa en la poblacidn control

de acuerdo al sexo y edad. Los valores se expresan en
Unidades Arbitrarias (UA).
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Figura 4: Valores de N-CAM para las isoformas >130 kDa
segun sexo y edad, Los valores se expresan en Unidades
Arbitrarias (UA).
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Niveles de N-CAM soluble en pacientes con tumores:

En las figuras 6-8 se muestra la distribucién de los niveles
individuales de N-CAM sérico en los grupos de pacientes con
patologia cerebral comparados con los valores hallados en la
poblacién control,

Para cada isoforma se definieron valores positivos y negativos
utilizando la curva ROC (Receiver operator characteristic).

En la figura 6 se observa una disminucién significativa en
los niveles de N-CAM <130 kDa en todos los pacientes con
tumores cerebrales [Md (rango), gliomas: 0.052 (0.00-2.29),
metéstasis: 0.033 (0.00-1.73), benignos: 0.054 (0.00-0.85)]
respecto de la poblacién control [Md (rango):0.654 (0.00-
1.73)].

Figura 6: Distribucion de los valores de N-CAM <130 kDa en la
poblacion estudiada. El valor de corte es 0.33 UA (linea).

2.5

Por otro lado, se observé que las isoformas >130 kDa
difieren con el sexo, siendo significativamente mayores en las
mujeres (p<0.05, Mann Withney test). No se observaron
diferencias entre los niveles de estas isoformas y 1a edad. Estos
resultados se mantienen cuando ambas covariables (edad y
sex0) se incluyen en el andlisis.

Por otro lado, el andlisis de la N-CAM 80 kDa no mostré
diferencias con la edad o sexo del individuo (Figura 5).

Figura 5: Valores de N-CAM de 80 kDa en la poblacion de
individuos control segiin sexo y edad. Los valores se
expresan en Unidades Arbitrarias (UA).
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Para N-CAM <130 kDa se definié el percentilo 25 de la
poblacidn control como valor de corte. En la figura 6 se observa
que aproximadamente el 80% de los pacientes muestran
valores bajos de N-CAM <130 kDa versus sélo el 23% de
controles sanos, siendo esta diferencia significativa
estadisticamente. El andlisis de la regresion logistica, tomando
como covariables la edad y el sexo, mantiene las diferencias
mencionadas,

No se observaron diferencias en los niveles de las isoformas
>130 kDa, en los grupos con tumores cerebrales respecto a los
controles (figura 7).

Figura 7: Distribucion de los valores de N-CAM>130 kDa en la
poblacién estudiada. El valor de corte es 1.48 UA (linea).

2.0.
L ]
L ]
. .
15.4 ;
o
2 H i
2 . H
vl -
= 1.0.- H s
3 s .
L]
:
5. L :
L ]
L ]
0'0_ T T 1]
MUJERES VARONES
1.6. 1
1.4. S
g 12 *
o S
+ A
=
= [ 1
E 1.0.- .
b s ~— ®
o
= 8. e
=X =k
3 i
Bl
A
2. : - , . :
N= 5 5 8 8 7
<30  31-40 41-50 51-60 >60
GRUPO ETAREQ

6.0
5,5+
L ]
5.0+
oo
4,5
F g
o
= 3.5+
= .
< 2.0+ A
8 - .
= 5 " o
<< A
0
g 2.0 am" .. 4 A 00
1 O 00
=" e .
bt . * 4 fas o %
- L]
.5 -:-l % .‘. gsg
-
o esee A 8800
Valores + ftotal Gtim’na! MIT Bsnignn " Controles
{%) 826 622 817 5128
] {m {35) (17)




J

ONCOLOGIA CLINICA, Vol. VIIN"4

En la figura 8 se grafican los niveles de N-CAM 80 kDa. Se
erva que todos los grupos con patologia cerebral presentan
mayor nimero de pacientes con valores positivos respecto
control. Sin embargo, cuando se realiz6 un estudio
adfstico incorporando las covariables edad y sexo, sélo el
po de gliomas es significativamente diferente del control
0.01, regresion logistica).

ura 8: Distribucién de los valores de N-CAM 80 kDa en la
blacion estudiada, El valor de corte es 1.31 UA (linea).

Y A T S I . e _._‘
144
13+ A
12-
=
114
10+ L -
g ]
g- B i -
g n
= 7
b
= E—
m
5 L]
4| =
L}
3
P ]
& n
L A &
1 I - L 1] o A Oa o
-1 s Ab b
[ EEEm 4
00 waml¥ . As 4 00
Jt sty . .
Valores + ftotal Gliomas NT Benigno Controles
(%) 1a/22 1018 e 63
(45) (53) () 18)

Respecto del grupo de pacientes con metistasis cerebrales,
o se encontraron diferencias entre los distintos tipos
amorales. Tampoco se observaron diferencias entre los tumores
enignos de diferente origen histolégico.

Discusion

La identificacién de moléculas producidas por el tumor o
yor el huésped constituye una herramienta muy util para el
liagnéstico y prondstico del paciente oncolégico. En los
iltimos afios muchos investigadores se han abocado a la
biisqueda de este tipo de marcadores tumorales ya que
permitirian, entre otras cosas, anticiparse a las manifestaciones
de déficit funcional del paciente cuando las posibilidades
curativas son mucho mayores.

Una dificultad diagnéstica que presentan los tumores del
sistemna nervioso central, deriva de la amplia gama de aspectos
histolGgicos que presentan estas neoplasias. Este hecho puede
dar lugar a la presencia de similitudes morfoldgicas importantes
entre tumores de muy diferente origen y pronéstico. Los
tumores derivados de la glia son raramente metastdsicos pero
muy invasivos. Si bien el pronéstico de estos pacientes es malo,
hay variacién en la evolucién de cada uno de ellos. Por lo
tanto es de particular interés la evaluacién de posibles
marcadores tumorales, de los cuales se carece hasta el momento.

La N-CAM es una molécula de adhesi6n que se expresa en
el sistemna nervioso asociada a neuronas y células gliales. Esta
molécula participa en las uniones intercelulares y se espera
que en procesos neuroproliferativos, sobre todo en tumores
invasivos, esté desregulada.

La N-CAM puede hallarse en forma circulante aunque no
se conoce cudles isoformas estdn presentes en el suero. No hay
bibliografia sobre los niveles de esta molécula en la poblacion
normal. Por lo tanto, en primera instancia se estudiaron los
niveles de N-CAM en controles voluntarios. Se emplearon dos
métodos diferentes para detectar la molécula. Con un
anticuerpo monoclonal y condiciones de corrida no reductoras
se encontraron distintas isoformas de alto y bajo peso molecu-
lar. Las isoformas de alto peso molecular, debido probablemente
a un alto nimero de cadenas polisialiladas, disminuyen
progresivamente con la edad, mientras que las de bajo peso
molecular se encuentran disminuidas en los varones. Cuando
se emplearon condiciones reductoras y un anticuerpo
policlonal, se encontr6 una banda de 80 kDa que no se altera
con la edad o el sexo del individuo. Luego estudiamos la
expresién de N-CAM soluble en procesos patolégicos
cerebrales. Encontramos que laN-CAM <130 kDa se encuentra
disminuida en todas las patologfas cerebrales, independien-
temente del tipo histolégico y grado de invasién. Por otro
lado, se detect6 un aumento de la isoforma N-CAM de 80 kDa
sélo en pacientes con gliomas.

En este trabajo se describe por primera vez la deteccidn de
N-CAM sérica en poblaci6n control de distinta edad y sexo.
Las alteraciones cuantitativas en las isoformas de N-CAM
circulante halladas en pacientes con tumores cerebrales abre
la posibilidad de estudiar esta molécula como marcador
diagndstico y predictivo de esta patologfa. Por otro lado, la.
molécula de adhesién N-CAM podria ser estudiada como
blanco terapéutico. En ese sentido estudios preliminares de
nuestro laboratorio, empleando un modelo murino de adeno-
carcinoma pulmonar capaz de expresar N-CAM, indican que
el blogueo de la misma con anticuerpos especificos disminuye:
el niimero y tamaiio de las metastasis. En la actualidad, se estd
estudiando el rol de la N-CAM circulante en patologfas
neurodegenerativas, Los resultados obtenidos se comparardn
con los observados en enfermedad neuroproliferativa a fin de
establecer la especificidad de esta molécula.
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