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RESUMEN:

Introduccion: el hueso es uno de los sitios de
presentacion de metastasis en pacientes con cancer de pulmon
a células no pequeiias (CPCNP). Se ha publicado que la
sobreexpresion de sialoproteina o6sea (SPO) en muestras
tumorales posee significancia pronoéstica para la formacion de
metastasis 6seas (MQO) en cancer de mama, prostata y pulmén.
Objetivo: Nuestro objetivo fue evaluar si la expresién de SPO en
el tumor primario se asocia a mayor riesgo de metastasis 6seas
en cancer de pulmén resecado.

Materiales y Métodos: Estudio retrospectivo
de pacientes CPCNP con estadios IA a IIIB que fueron
completamente resecados en el Hospital Privado Universitario
de Coérdoba luego del diagnostico. Los tejidos del tumor
primario fijados en formol y embebidos en parafina fueron
procesados para evaluar la expresion de SPO. La SPO se evalu6
por inmunohistoquimica (DAKO®). Se cuantifico su expresion
de + a +++ y si la intensidad era homogénea o heterogénea
(Waltregny y cols.). Se consideraron positivos los pacientes con
intensidad ++ y +++ cruces.

Resultados: De los 56 casos resecados entre enero de
2001 y diciembre de 2009, 47 fueron incluidos para el analisis.
La media de edad fue 60,6 afios; estadio I 57,4%, estadio IT
21,3% y estadio III 21,3%; adenocarcinoma 53%. En el analisis
histopatolégico mostré: 34 casos SPO+ y SPO negativos
13 casos. El patréon de tincion mostré una alta variabilidad.
En una mediana de seguimiento de 20,5 meses, S pacientes
(10,6%) desarrollaron metastasis 6seas (SPO+ 3 casos, SPO-
2 casos; p=0,54) y 22 pacientes (46%) otro tipo de metastasis.
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No hubo diferencia en supervivencia libre de metastasis ni en
supervivencia global entre los SPO+ y SPO-. Cuando sélo se
consideraron positivos los casos con alta intensidad de marcacion
(+++) hubo diferencia significativa en supervivencia global, con
menor supervivencia para los casos SPO +++ (15,4 meses versus
54,4 meses; p=0,0086).

Conclusiones: En nuestra serie, la expresion de SPO
en el tumor primario no fue predictor de metastasis dseas.
Sin embargo, la baja incidencia de metdstasis 6seas en esta
serie podria explicar la diferencia con los hallazgos de otros
estudios. Una alta intensidad de SPO podria asociarse a menor
supervivencia global.

Palabras clave: sialoproteina dsea, metéstasis Oseas,
cancer de pulmon a células no pequetias

ABSTRACT:

Background: Bone is one of the sites of metastasis in
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). It has been
reported that bone sialoprotein (BSP) overexpression in tumor
samples has a prognostic significance for the formation of bone
metastases (BM) in breast, prostate and lung cancers. Objetive:
Our objective was to evaluate whether BSP expression in the
primary tumor is associated with an increased risk of BM in
patients with complete resection of lung cancer.

Methods: Retrospective study of NSCLC patients
with stages IA to IIIB with completely resection at the Hospital
Privado Universitario de Cordoba after diagnosis. The
formalinfixed and paraffin embedded primary tumor tissues
were processed to evaluate BSP expression. BSP was evaluated
by immunohistochemistry (DAKO®). Their expression was
quantified from + to +++ and intensity was evaluated as
homogeneous or heterogeneous. Patients with expression ++
and +++ were considered positive.

Results: Of the 56 cases with complete resection
between January 2001 and December 2009, 47 were included
in the analysis. The mean age was 60.6 years; Stage I 57.4%,
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stage II 21.3% and stage III 21.3%; and 53% of tumors were
adenocarcinoma. In the pathology evaluation 34 cases were
BSP positive and 13 cases were BSP negative. The staining
pattern showed high variability. After a median follow-up of
20.5 months, S patients (10.6%) developed BM(3 cases BSP
positive, 2 cases BSP negative, P=0.54) and 22 patients (46%)
presented another type of metastasis. There was no difference in
metastasis-free survival or overall survival between BSP positive
and BSP negative patients. When the subgroup of positive cases
with high-intensity marking (+++) were considered, there was
a significant difference in overall survival, with lower survival
rates for SPO +++ cases (15.4 months) compared to BSP negative
patients (54.4 months, P=0.009).

Conclusions: In our series, BSP expression in the
primary tumor was not a predictor of bone metastases. However,
the low incidence of bone metastases in this series could explain
the difference with findings from other studies. A high SPO
intensity could be associated with lower overall survival.

Keywords: bone sialoprotein, bone metastases, non-small
cell lung cancer.

INTRODUCCION

La presencia de metastasis 6seas (MO) es frecuente en el
carcinoma de pulmon a células no pequenas (CPCNP), estas pueden
presentarse al diagnostico o desarrollarse durante la progresion
tumoral y comprenden cerca del 35 % de las MO reportadas (1).

En el proceso de diseminacion tumoral sitio especifica,
la interaccion que se produce entre la célula invasora y el érgano
huésped es critica (2). Varios estudios han tratado de poner en
evidencia los mecanismos involucrados en la invasion tumoral
y la formacion de metastasis 6seas especificamente, se sabe que
la interaccion entre algunas proteinas expresadas en la membrana
celular y la matriz extracelular representan un importante paso (3, 4).

Si bien se analizaron muchos marcadores involucrados
en la colonizacion y desarrollo de metastasis esqueléticas con
técnica de inmunohistoquimica como la catepsina K, osteopontin
(OPN), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) y el inhibidor
tisular de metalloproteinasa-1 (TIMP-1), entre otros, el tinico que
demostré una relacion significativa con la diseminacion dsea e
independientemente con una menor supervivencia global en cancer
de mama, prostata y mas recientemente cancer de pulmoén fue la
sialoproteina 6sea (SPO) (5-9).

La SPO es una proteina de la matriz 6sea, producida por
los osteoblastos y osteoclastos, que tiene funcion en el metabolismo
6seo normal, en la mineralizacion de la matriz extracelular y en el
remodelado dseo (10,11), esta se expresaria en algunos tumores
osteotroficos jugando un rol importante en el desarrollo de MO
(5,6,12-14). Por lo tanto, existiria una subpoblaciéon de CPCNP
con predisposicion al desarrollo de metastasis 6seas que expresaria
un patron inmunohistoquimico diferente al de aquellos que no
metastatizan en hueso. Por otro lado, se han publicado diversos
estudios que demostraron que el uso de bisfofonatos podria disminuir
y retrasar la aparicion de eventos dseos en algunos tumores solidos
(15-18).

Es por esto que creemos de importancia la identificacion

Sialopreteina 0sea en cancer de pulmon

de este subgrupo de pacientes con diagndstico de CPCNP y
sobreexpresion de SPO, que presentaria mayor predisposicion al
desarrollo de metastasis 6seas y menor supervivencia, ya que podria
beneficiarse de una intervencion terapéutica preventiva con el
proposito de bloquear o demorar el desarrollo de MO.

En este estudio retrospectivo nuestro propdsito fue
correlacionar la relacion entre la expresion de SPO y la diseminacion
6sea, como asi también su impacto en la supervivencia en pacientes
con CPCNP resecados quirGirgicamente.

MATERIALES Y METODOS:

Se recolectaron de manera retrospectiva, en el periodo
comprendido entre enero del afio 2000 a diciembre del afio 2009, los
datos de pacientes con diagnostico de CPCNP.

De todos ellos, fueron incluidos en este estudio aquellos
con diagnostico de CPCNP histologicamente confirmado, en
estadios 1A a IIIB, que hubieran sido resecados quirtirgicamente en
forma completa en el Hospital Privado Universitario de Cordoba
y cuyo seguimiento haya estado a cargo del equipo de médicos de
dicha institucion.

En los 56 casos que cumplieron los requisitos para
ingresar en nuestro estudio, se registraron los datos provenientes
de las historias clinicas referentes a edad, sexo, antecedentes de
tabaquismo, estadio, tipo histologico y evolucion. En 9 casos no fue
posible realizar la marcacién inmunohistoquimica para SPO debido
a las siguientes razones: un caso recibi6 quimioterapia neoadyuvante
y no se encontré tumor viable en los tacos de biopsia, 2 tacos no
pudieron ser recuperados y en los 6 restantes el material guardado se
encontraba no apto para la marcacion. En total fueron incluidos para
el analisis 47 casos.

TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA Y SCORE

Los 47 tacos de muestras de tejidos fueron fijados en
formol al 10% y embebidos en parafina. Se les realizaron cortes
de 5 um y se procedi6 a la desparafinizacion y rehidratacion de
los mismos. Se bloqued la actividad de la peroxidasa enddgena
con una solucion de perdxido de hidrogeno al 3% en metanol
durante 30 min. Se incubaron con el anticuerpo primario contra
sialoproteina 6sea (BSP) (policlonal de conejo, MILIPORE,)
por 1 hora 30 minutos en una dilucion 1/1000, se enjuagaron con
buffer PBS. Se incubaron con anticuerpo secundario por 15 min.
y luego con el reactivo terciario por 15 min. (LSAB+, DAKO®)
lavando entre cada paso con buffer PBS. Por ultimo se reveld la
reaccion inmunohistoquimica con diaminobencidina (DAB+,
DAKO®). Los cortes se contracolorearon con hematoxilina, se
deshidrataron y se montaron para su visualizacion. El proceso de la
inmunoshistoquimica fue realizada por una técnica de laboratorio
(VP) y todos los cortes fueron revisados por la misma patdloga, que
no conocia la evolucion de los pacientes. Como control positivo de
la técnica se utilizaron cortes de una metastasis 6sea de un tumor
de mama como lo indica el inserto del anticuerpo primario. Para
informar los resultados se los clasifico segin la distribucion de
la marcacion en homogénea/heterogénea y segin la intensidad
en cruces. Los casos se clasificaron como positivos (++ y +++) o
negativos (0 y +) de acuerdo a lo publicado por Waltregny y cols
(5,6). Ademas se analizaron en forma separada los casos con +++
para SPO.
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ANALISIS ESTADISTICO

La expresion de la SPO entre paciente con y sin metastasis 6seas
se compard por chi-cuadrado. La supervivencia libre de metastasis
oseas y la supervivencia global se calcularon por Kaplan-Meier. La
diferencia en supervivencia se calculd por logrank test.

RESULTADOS

La edad media de los 47 pacientes en los que se realizo la
marcacion inmunohistoquimica para SPO fue 60,6 afios (rango de
45-85), el 72,4% fueron varones, y el 93,6% presentd antecedente
de tabaquismo. Los estadios de presentacion mas frecuente fueron
IAyIB enel 57,4% de los pacientes. La histologia predominante fue
adenocarcinoma, seguido por carcinoma epidermoide. En la Tabla 1
se pueden ver las principales caracteristicas clinicas e histologicas de
los 47 pacientes analizados.

De los 47 pacientes analizados, 34 (72,4%) presentaron
tincion positiva para SPO (Grupo A). En 13 (27,6%) la tincion fue
considerada negativa (Grupo B).

En la Tabla 2 se puede observar el resultado de los patrones
de tincion para sialoproteina 6sea (SPO).

En la Figura 1 se puede ver la expresion de SPO con
patron homogéneo ++, en un carcinoma escamoso. En la figura 2
se puede ver la expresion de SPO con patrén heterogéneo +++, en
un adenocarcinoma.

MENOR A MAYOR AUMENTO

La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 20,5
meses. De los 47 pacientes en los que se pudo obtener la marcacion
para SPO, veintitrés presentaron desarrollo de metéstasis en
diferentes sitios, pero sélo cinco de ellos progresd a nivel 6seo.
Veinticuatro pacientes no desarrollaron metastasis.

En la Tabla 3 se puede observar el nimero de pacientes con
desarrollo de metastasis 6seas y los que no presentaron metastasis.
De los 5 pacientes que desarrollaron metastasis 6seas, 3 casos fueron
positivos para SPO y 2 casos negativos (p=0,54).

La supervivencia global para todo el grupo (mediana)
fue 40,9 meses (IC 95% 6,543644 to 75,256356); la supervivencia
global de acuerdo a la positividad para SPO fue para el grupo A,
SPO positiva 50,2 meses (IC 95% 21,7 a 78,8) y para el grupo B,
SPO negativa 22,63 meses (IC 95% 19,13 a 72,83); p 0,6519 (Fig.
3)

La supervivencia libre de metastasis 6seas fue en el grupo
A SPO positiva de 48,7 meses (IC 95% 17,97 a 78,77; en el grupo B
SPO negativa de 11,03 meses (IC 95% 4,3 a42,93). P=0, 5257 (Fig.
4).

Ademas se analizaron los casos con positividad +++
(heterogénea y homogénea) para supervivencia global y sobrevida
libre de metastasis. No hubo diferencias en la supervivencia para
metastasis Oseas pero encontramos diferencia para supervivencia
global con peor supervivencia para los pacientes SPO positiva (Fig.
5) mediana 15,43 meses (IC 95% 10,7 a 20,11meses) versus 54,46
meses (IC 95% 46,96 a 61,97 meses); p=0,0086.

www.experienciamedicahp.com.ar

Tabla 1. Caracteristicas clinicas e histologicas de los pacientes (n=47)

Variable Ne %
Edad media (rango) 60,6 (45-85 72,4/27,6
afios)
Sexo, varones/mujeres 34/13
Antecedentes de
tabaquismo
Si 44 93,6
No 3 6,4
Estadio al diagndstico
IA 10 21,2
1B 17 36,2
ITA 2 4,3
11IB 8 17
1A 8 17
111B 2 43
Histologia
Adenocarcinoma 23 49
Adenocarcinoma con 1 2,1
diferenciacion escamosa
Adenocarcinoma con 1 2,1
diferenciacion
neuroenddcrina
Carcinoma 2 43
Adenoescamoso
Carcinoma 14 29,8
Epidermoide
Carcinoma Poco 1 2,1
Diferenciado
Carcinoma de Células 5 10,6
Grandes

Tabla 2. Patrones de tincion inmunohistoquimica para sialoproteina 6sea
(n=47)

Patrén THQ N° de pacientes Porcentaje (%)
Positivos 34 72,4
Heterogéneo++ 22 46,8
Heterogéneo+++ 5 10,7
Homogéneo++ 1 2,1
Homogéneo+++ 6 12,8
Negativos 13 27,6
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SUPERVIVENCIA GLOBAL DE ACUERDO A LA POSITIVIDAD
Survivor PARA SPO +++
1,00 -7

o SPO NEGATIVA

0,75 -
1 o SPO POSITIVA +++

0,50

0,25 —
Figura 1. Expresién de sialoproteina 6sea (SPO). Patrén homogéneo
+++ en carcinoma escamoso. Menor y mayor aumento.

Figura 4. Supervivencia libre de metastasis 6seas de acuerdo a SPO

SUPERVIVENCIA LIBRE DE METASTASIS OSEAS

Survivor DE ACUERDO A SPO
1,00

] o SPO POSITIVA
0,75 |

SPO NEGATIVA

a

0,50 |

Figura 2. Expresion de sialoproteina 6sea (SPO). Patrén heterogéneo
+++ en adenocarcinoma. Menor a mayor aumento

0,25

Tabla 3. Pacientes con desarrollo de metastasis (n=47)

Variable Ne° % Times

Metastasis No Oseas Figura 5. Supervivencia Global de acuerdo a la expresion para SPO

Si 23 48,9 s
No 24 51,1
Metastasis Oseas DISCUSION
Si 5 10,6 o . . 5
No 42 89.4 El crecimiento de la evidencia actual en relacion al rol

pronodstico que jugaria la expresion de SPO en el desarrollo de
MO en diferentes tumores sélidos, entre ellos el CPCNP, podria
tener un rol importante en el manejo futuro de estos pacientes,
ya que identificar un grupo con alto riesgo para el desarrollo

Supervivencia Global de acuerdo al nivel de SPO

sunavor de metastasis 6seas podria ayudar a mejorar la modalidad de
1 tratamiento con el uso de medicamentos ttiles en esta situacion

1 o SPO POSITIVA como los bifosfonatos. Estudios con estos medicamentos han

075 7 demostrado su eficacia en reducir y retrasar los eventos dseos en

o SPO NEGATIVA . ., . . .y ,
pacientes con MO (17) y también retrasar la diseminacion 6sea

en pacientes con tumores solidos recurrentes o metastasicos
(15,18), lo que sugeriria su aplicacion como preventivo a la
formacion de MO.
025 - Dos estudios recientes, uno de origen italiano publicado
] por Papotti y cols. (8) y otro de origen chino publicado por Li
] Zhang y cols. (9), han podido demostrar que la sobreexpresion
T T T T T & e e de SPO en pacientes con diagnostico de CPCNP resecados
Times quirdrgicamente se correlaciona con una mayor predisposicion
al desarrollo de MO y con un peor prondstico que aquellos
que no la sobreexpresan. Ambos estudios utilizaron un método
similar para la marcacion inmunohistoquimica de SPO.

0,50 |

Figura 3. Supervivencia global agrupada de acuerdo a la expresion de
SPO.
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Ensutrabajo, Papottiy cols. presentaron sobreexpresion
de SPO el 40% de los pacientes y la positividad fue considerada
independiente del porcentaje de células tumorales marcadas; solo
las muestras que no presentaron ningun tipo de marcacion (0%)
fueron interpretadas negativas. En este trabajo la positividad fue
similar en los distintos tipos histolégicos (adenocarcinoma vs no
adenocarcinoma) y no se realizé correlacion con otras variables
clinico patologicas.

En el trabajo de Li Zhang y cols. la sobreexpresion de
SPO estuvo presente en el 70% de los pacientes y se consideraron
positivos aquellos pacientes que tuvieron mas del 50% de células
tumorales marcadas. En el estudio se vio que aquellos con
adenocarcinoma presentaron mayor porcentaje de positividad
para SPO que los no adenocarcinoma (39,1% vs 6,2%), lo que
llamo la atencion ya que el adenocarcinoma es mas propenso al
desarrollo de metastasis a distancia y que el grupo de pacientes
con estadios mas avanzados presentaron menor supervivencia
libre de metastasis.

Ambos estudios han podido demostrar la fuerte relacion
entre la positividad de SPO con el desarrollo de metastasis 0seas,
el peor prondstico y la menor supervivencia libre de progresion
osea. Estos datos sugieren que la SPO podria ser utilizada como
en marcador predictivo de alto riesgo en pacientes con CPCNP
al momento de la cirugia.

En nuestro trabajo intentamos reproducir estos
resultados para evaluar la posibilidad de utilizar este marcador
como factor prondstico en este grupo de pacientes y obtuvimos
una sobreexpresion en el 79,2 % de las muestras, consideramos
negativos aquellos que presentaron intensidad de marcacion en
+ y como positivos los que presentaron ++ y +++ cruces. No
encontramos relacion entre el tipo histoldgico y la expresion de
SPO. No obtuvimos diferencias estadisticamente significativas
en supervivencia libre de metastasis ni en supervivencia global
entre los SPO+ y SPO-, pero si pudimos ver que aquellos que
tuvieron una fuerte marcacion (+++) presentaron diferencia
en supervivencia global. Sin embargo en nuestra serie solo 5
pacientes presentaron desarrollo de metastasis dseas, lo que
creemos podria explicar esta falta de significancia estadistica en
nuestros resultados.

CONCLUSION

En nuestro grupo de pacientes, la expresion de SPO
en el tumor primario no fue predictor de metastasis Oseas.
Sin embargo, la baja incidencia de metastasis dseas en esta
serie podria explicar la diferencia con los hallazgos de otros
estudios. Una alta intensidad de SPO podria asociarse a menor
supervivencia global.
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