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Abreviaturas 

 

Los términos en plural que se consignen mediante abreviaturas y símbolos llevarán 

una “s” final (en este apartado se definen en singular). Aquellos que corresponden 

a términos en idiomas distintos del español se consignan en cursiva. 

 

aFGF y bFGF: ( del inglés acidic and basic fibroblastic growth factor) Factor de 

crecimiento fibroblástico ácido y básico 

Ang-1/ Ang -2: (del inglés angiopoietin-1/angiopoietin-2) Angiopoyetina-1 y 

Angiopoyetina-2   

BMP: (del inglés Bone Morphogenetic Protein) Proteína morfogénica ósea 

BMPR: (del inglés Bone Morphogenetic Protein receptor) Receptor de la proteína 

morfogénica ósea 

BrdU: bromodeoxiuridina  

CAP: College of American Pathologists  

COX-2: (del inglés cyclooxygenase-2) Ciclooxigenasa-2  

FAS: fosfatasa alcalina sérica  

FGF: (del inglés Fibroblast Growth Factor)  Factor de crecimiento de fibroblastos   

GT: gradación tumoral 

HGF: (del inglés Hepatocyte Growth Factor) factor de crecimiento de hepatocitos  

IHQ: inmunohistoquímica 

MAPK: (del inglés Mitogen Activated Protein Kinase) Proteína quinasa activada 

por mitógeno  

MDR-1: (del inglés Multi Drug Resistance gene-1) Gen de resistencia a múltiples 

drogas 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                            XIII 

 

MEC: matriz extracelular 

MET: (del inglés Mesenchymal Epithelial Transition factor) Transición epitelio-

mesenquimática 

MMP: metaloproteasa 

mTOR: (del inglés mammalian target of rapamycin ) Blanco de rapamicina en 

mamíferos 

OSA: osteosarcoma 

PCNA: (del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen) Antígeno nuclear de 

proliferación celular   

PGP: (del inglés P-Glycoprotein) Glicoproteína-P 

PI3K: (del inglés Phosphatidylinositol 3-Kinase) Fosfatidilinositol 3-cinasa 

RTK: receptor tirosina quinasa 

SO: sarcoma óseo 

TGF α y TGF β: (del inglés Transforming Growth Factor α y β) Factor de 

crecimiento transformante α y β 

VEGF: (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor) Factor de crecimiento del 

endotelio vascular 

VEGFR: (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) Receptor del 

factor de crecimiento del endotelio vascular 
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Sarcomas óseos en perros: estudio de variables histológicas e 

inmunohistoquímicas 

 

Palabras claves: gradación tumoral; estudio inmunohistoquímico; estadificación; 

blancos moleculares; sarcomas óseos en perros; osteosarcoma en perros. 

  

Resumen 

Los sarcomas óseos son neoplasias frecuentes en los perros y los gatos. El 

osteosarcoma y el condrosarcoma son los subtipos de mayor incidencia en los 

perros y los humanos. El diagnóstico definitivo se fundamenta en la evaluación 

clínica, el diagnóstico radiológico e histológico. El estudio de diferentes aspectos 

inherentes al hospedador, así como también, de las moléculas implicadas en la 

patogenia de los sarcomas óseos contribuye a la compresión del comportamiento 

biológico, y a la elaboración de protocolos y estrategias terapéuticas adecuadas. En 

el presente trabajo de tesis se propuso identificar los subtipos de sarcomas óseos 

encontrados en perros, evaluar aspectos de la reseña y el sitio anatómico, aplicar un 

sistema de gradación tumoral y establecer una relación con los estudios 

inmunohistoquímicos. Para ello se trabajó con muestras que se correspondían con 

sarcomas óseos en perros. El osteosarcoma fue el subtipo más frecuente. La 

localización apendicular fue la más habitual y los machos de razas grandes y 

gigantes fueron los más afectados. La edad promedio fue de 8 años y hubo una 

fuerte asociación entre el subtipo histológico y la edad. Los sarcomas óseos, 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                            XV 

 

particularmente el osteosarcoma, presentaron la mayor gradación tumoral con una 

fuerte asociación entre el subtipo histológico y la gradación. Asimismo, los 

sarcomas óseos apendiculares y de gradación III evidenciaron mayor expresión del 

antígeno nuclear de proliferación celular, el receptor 1 del factor de crecimiento del 

endotelio vascular y la ciclooxigenasa-2. La expresión del factor de crecimiento del 

endotelio vascular respecto de los subtipos de sarcomas óseos tuvo significación 

estadística, además, la proteína morfogénica ósea se expresó principalmente en 

osteosarcomas y condrosarcomas. Estos hallazgos demuestran que la gradación 

tumoral y la expresión de moléculas de señalización podrían asociarse a un 

comportamiento muy agresivo y un peor pronóstico en los sarcomas óseos en 

perros. Esta información proporciona un marco de interés para la construcción 

futura de perfiles tumorales que podrían predecir el comportamiento tumoral 

particular para cada paciente afectado y en el desarrollo de novedosos enfoques 

terapéuticos.  
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Bone sarcomas in dogs: study of histological and 

immunohistochemical variables 

 

Keywords: tumor grading; immunohistochemical study; staging; molecular 

targets; bone sarcomas in dogs; osteosarcoma in dogs. 

  

Abstract 

Bone sarcomas are common malignancies in dogs and cats. Osteosarcoma and 

chondrosarcoma are the subtypes with the highest incidence in dogs and humans. 

The definitive diagnosis is based on clinical evaluation, radiological and 

histological diagnosis. The study of different aspects inherent to the host, as well 

as, the molecules involved in the pathogenesis of bone sarcomas contributes to a 

better the understanding of biological behaviour and to the development of 

appropriate protocols and therapeutic strategies. The present thesis work aimed to 

identify the subtypes of bone sarcomas found in dogs, to evaluate aspects of the 

clinical review and the anatomical site, to apply a grading system and to establish a 

relationship through immunohistochemical studies. For this purpose, samples that 

corresponded to bone sarcomas in dogs were used. Osteosarcoma that of the most 

common subtype appearance. The appendicular location was the most frequent and 

males of large and giant breeds were most affected. The average age of presence of 

this tumor was 8 years and there was a strong association between histological 

subtype and age. Bone sarcomas, particularly osteosarcoma, had the largest tumor 
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gradation with a solid association between histologic subtype and gradation. In 

addition, appendicular and grade III bone sarcomas showed increased expression 

of proliferating cell nuclear antigen, vascular endothelial growth factor receptor 1 

and cyclooxygenase 2. Besides, the expression of vascular endothelial growth 

factor respect to bone sarcoma subtypes was statistically significant, and bone 

morphogenetic protein 9 was expressed mainly in osteosarcoma and 

chondrosarcoma. These findings demonstrate that tumor grading and expression of 

signaling molecules may be closely associated with a very aggressive behaviour 

and poor prognosis in bone sarcomas in dogs. This information provides a 

background for the building of tumor profiles that could be able to predict tumor 

behaviours for individual patients and allow the development of innovative 

therapeutic approaches in the future.
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I. Introducción 

 

 

 

I.1. El cáncer, sarcomas óseos en animales   

Se utiliza el término cáncer para referirse a un conjunto de enfermedades 

íntimamente relacionadas que comparten mecanismos celulares y moleculares 

similares, entre los que se incluyen autosuficiencia con respecto a las señales de 

crecimiento, insensibilidad a las señales inhibidoras del crecimiento, capacidad 

antiapoptótica, potencial proliferativo ilimitado, angiogénesis sostenida, capacidad 

infiltrativa y diseminación metastásica. Es una de las principales causas de muerte 

en los animales de compañía y su prevalencia continúa en aumento (Brønden y 

col., 2007; Butler y col., 2013). Diferentes estudios demuestran que la mortalidad 

por cáncer varía entre el 15 a 30 % en perros y, en gatos es del 26 % (Brønden y 

col., 2007; Butler y col., 2013). La frecuencia y naturaleza de las neoplasias varía 

entre las distintas especies animales, razas y ubicación geográfica y, además, 

difieren mucho de acuerdo con el órgano o el tejido donde se originan (Ildefonso 

Cruz, 1997; Alonso, 2006; Butler y col., 2013; Maniscalco, 2015). En este sentido, 

el estudio de las diferencias entre las razas de perros es de utilidad para investigar 

los factores hereditarios en el desarrollo de las neoplasias (Craig, 2001). Dentro de 

 
 Prevalencia: número total de enfermos sobre el número total de la población en riesgo en un momento dado 
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las razas de perros, el golden retriever y el bóxer presentan mayor mortalidad por 

cáncer, seguidas por el pastor alemán y el rottweiler (Craig, 2001). Asimismo, 

diversos factores predisponentes, así como mutaciones genéticas o cambios 

epigenéticos que modifican ciertos factores de crecimiento y sus receptores, 

orquestan la carcinogénesis y la supervivencia del tumor, a menudo haciendo que 

un único enfoque terapéutico sea insuficiente para un tratamiento eficaz 

(Maniscalco, 2015). En este sentido, gracias a muchos años de investigación se han 

logrado importantes avances en oncología veterinaria que han permitido progresar 

en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de las diferentes neoplasias (Withrow y 

col., 2013).   

Los estudios epidemiológicos en perros y gatos están restringidos debido a una serie 

de factores; la limitación de censar a los animales de compañía impide la medición 

directa de los porcentajes de morbilidad y mortalidad, sumado a que normalmente 

se desconoce la población de origen de los casos y a que muchos propietarios optan 

por la eutanasia de sus mascotas, debido al costo elevado de los tratamientos o por 

tratarse de animales gerontes (Butler y col., 2013). En diferentes países del mundo 

se han publicado numerosas encuestas realizadas a los propietarios de animales de 

compañía, las cuales han proporcionado una estimación aproximada de la 

prevalencia de las diferentes enfermedades y las causas (Butler y col., 2013). En el 

estudio de Bronson (1982) se realizó la necropsia de 2002 perros y el cáncer 

representó el 20 % de las muertes, con una edad estimada de 5 años, sin embargo, 

superó el 40 % en perros a partir de los 10 años de edad, lo que confirma que el 

cáncer es la principal causa de muerte entre los perros gerontes. Uno de los primeros 

registros de cáncer para animales de compañía fue el Registro de Neoplasias de 
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Animales de California vigente en la actualidad (Dorn y col., 1968). En este estudio, 

fue realizado un registro de la tasa de incidencia de cáncer en el condado de 

Alameda, entre 1960 y 1966 donde se describe cada 1000 animales la siguiente 

distribución en perros y gatos respectivamente: aparición de cáncer en todos los 

sitios 381,2 y 115,8; glándula mamaria 198,8 y 25,4; piel, 90,4 y 34,7; tejido 

conectivo 35,8 y 17; sistema digestivo 25,2 y 11,2; sistema respiratorio 8,5 y 5 y 

tejido óseo 7,9 y 4,9 (Dorn y col., 1968). Específicamente en relación con las 

neoplasias óseas, en una encuesta más reciente realizada en Suecia se analizaron 

400 000 perros, en ella la tasa de incidencia de tumores óseos fue de 5,5 casos por 

cada 10 000 perros en riesgo (Egenvall y col., 2007). De acuerdo con los registros 

que se llevaron a cabo en Lima, Perú, publicados por Aco Alburqueque (2016), la 

frecuencia de distribución de las neoplasias óseas fue de 1,57 % sobre un total de 

1214 perros analizados. Los tumores óseos primarios son observados con 

frecuencia en perros y gatos siendo de rara presentación en otros animales 

domésticos (Slayter y col., 1994). Baba y Câtoi (2007) indicaron que el 

osteosarcoma (OSA) representó entre el 5 y 6 % del total de las neoplasias que 

afectaron a los perros. No obstante, existen avances en el estudio de la biología 

molecular que han contribuido a una mejor comprensión de la patogénesis del 

osteosarcoma tanto canino como humano que, además han conducido a la 

identificación de moléculas (Selvarajah y Kirpensteijn, 2010).  
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I.2. Consideraciones generales acerca de los sarcomas óseos en perros: 

aspectos epidemiológicos, comportamiento biológico, características 

histológicas, criterios de clasificación 

Los sarcomas óseos (SO) primarios en los perros, en particular el OSA, son de 

presentación más frecuente respecto de las neoplasias óseas benignas (Thompson y 

Dittmer, 2017). El desarrollo de tumores secundarios en los huesos, especialmente 

las metástasis óseas derivadas de carcinomas son muy comunes en pacientes 

humanos, pero infrecuentes en animales (Thompson y Dittmer, 2017). Dentro de 

los principales SOs en animales, el OSA es el subtipo de presentación más común 

en perros y gatos, con una incidencia del 85 % y 70 % respectivamente (Brodey y 

Riser, 1969; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016). En los perros, del mismo 

modo que en los humanos, el OSA y el condrosarcoma son los subtipos histológicos 

más comunes y representan el 80 % y el 10 % respectivamente; el fibrosarcoma, el 

hemangiosarcoma y el tumor de células gigantes, representan el 7 % de los SOs. 

Los tumores linfoides, mieloides y el liposarcoma de la médula ósea son tumores 

de presentación infrecuente (3 %) en el esqueleto de perros y gatos (Craig y col., 

2016; Czerniak y Dorfman, 2016).  

La clasificación de los tumores óseos en animales domésticos es similar a la 

utilizada para humanos, sin embargo, existen ciertas diferencias que impide la 

extrapolación directa (Craig y col., 2016). El sistema de clasificación que se 

muestra en la figura 1 se trata de una modificación del fascículo “Clasificación 

histológica de los tumores óseos y tumores articulares de los animales domésticos” 

de la última nómina propuesta por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

(Slayter y col., 1994). 
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Los huesos son órganos compuestos por diferentes tipos de tejidos de origen 

mesenquimático, como: tejido óseo, tejido adiposo, tejido cartilaginoso y tejido 

conectivo ordinario, además de vasos sanguíneos y nervios. De este modo, los SOs 

pueden provenir de los precursores mesenquimáticos de cualquiera de los tejidos 

mencionados. Estas neoplasias pueden variar desde sarcomas mesenquimáticos 

indiferenciados a sarcomas que imitan uno de los tipos bien diferenciados de tejido 

conectivo especializado, el tejido óseo o el tejido cartilaginoso (Thompson y 

Dittmer, 2017).  

De acuerdo con el comportamiento biológico y características celulares, los tumores 

óseos se agrupan en benignos y malignos (Slayter y col., 1994) (Fig. 1). Asimismo, 

son clasificados respecto de: 1) el tipo de matriz extracelular (MEC) producida por 

las células neoplásicas y, para el caso de los SOs, 2) la localización del tumor en el 

hueso, en: a) periférico, si se origina en el periostio; o b) central, si surge a partir de 

la metáfisis o cavidad medular.  

Los patrones histológicos de los SOs son variables y, en aquellos que presentan 

características celulares mixtas se considera el potencial maligno del tipo celular 

predominante para nombrarlos (Slayter y col., 1994  ̧Ehrhart y col., 2013; Craig y 

col., 2016). 
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Figura 1. Clasificación histológica de los tumores óseos. Basada en la clasificación 

histológica de los tumores óseos y articulares de los animales domésticos de la 

Organización Mundial de la Salud, Slayter (1994). Figura modificada de Craig y col., 

(2016) 

 

Dentro del grupo de SOs de origen central se encuentra el OSA, una neoplasia 

mesenquimática primaria que se origina a partir de las células óseas primitivas; 

estas células producen una cantidad variable de MEC denominada osteoide. El OSA 

es un tumor que se presenta, con frecuencia, en perros de razas grandes y gigantes 

y la edad promedio de aparición es de 7 años. Las razas de mayor riesgo son: San 
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Bernardo, gran danés, setter irlandés, dóberman, rottweiler, pastor alemán y golden 

retriever. Asimismo, los factores predisponentes más importantes son el peso y el 

tamaño del animal (Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016). No obstante, en 

muchos países del mundo, incluyendo Argentina, se está incrementando la tenencia 

de perros de razas pequeñas respecto de las razas grandes y gigantes lo cual implica 

una menor presentación de SOs, especialmente de OSA. La presentación en los 

machos suele ser ligeramente más frecuente que en las hembras con una relación 

de 1,1 a 1,5:1, con algunas excepciones. Los machos y las hembras enteras parecen 

tener un mayor riesgo, con excepción del rottweiler (Ehrhart y col., 2013). El OSA 

central se origina en la región metafisaria de los huesos con un comportamiento 

fuertemente maligno (Slayter y col., 1994; Thompson y Dittmer, 2017). En este 

sentido, presenta un efecto localmente agresivo que puede inducir osteólisis o 

estimular la producción de tejido óseo, o bien, ambos procesos de manera 

simultánea. Sin embargo, en raras ocasiones afecta las articulaciones. Es un tumor 

que aparece más frecuentemente en el esqueleto apendicular con respecto al 

esqueleto axial, con una proporción de 4:1 (Heyman y col., 1992; Baba y Câtoi, 

2007; McNeill y col., 2007; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016). El OSA es 

frecuente en el miembro torácico, especialmente, en la zona distal del radio y 

proximal del húmero. Sin embargo, la presentación en el miembro pelviano se ha 

asociado con un pronóstico pobre (Misdorp y Hart, 1979; Heyman y col., 1992; 

Ehrhart y col., 2013). En este sitio, ocurre usualmente en el extremo distal del fémur 

y el extremo proximal y distal de la tibia, el extremo proximal del fémur es el sitio 

 
 Esqueleto axial: esqueleto que comprende la columna vertebral, las costillas, el esternón y el cráneo. Esqueleto apendicular: 
esqueleto que incluye a los miembros torácicos, pelvianos, la cintura pectoral y la pélvica. 
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menos común (Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016). Por otra parte, Heyman y 

col., (1992) realizaron un estudio en 116 perros con OSA de localización axial y 

hallaron la siguiente distribución: 27 % en la mandíbula, 22 % en el maxilar 

superior, 15 % en la columna, 12 % en el cráneo, 10 % en las costillas, 9 % en la 

cavidad nasal o senos paranasales y 5 % en la pelvis. Asimismo, el OSA presenta 

un origen periférico y se describen dos tipos, el OSA periosteal con un 

comportamiento biológico similar al OSA central y el OSA parosteal o 

yuxtacortical, con un crecimiento más lento, mayor diferenciación celular y un 

pronóstico más favorable con respecto al OSA central (Slayter y col.,1994; Craig y 

col., 2016). No obstante, el origen periférico es menos frecuente (Slayter y 

col.,1994; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017).  

Por otra parte, las metástasis generalmente aparecen en el curso temprano de la 

enfermedad; la vía hematógena es la más frecuente y el pulmón es el sitio de 

preferencia (Czerniak y Dorfman, 2016; Thompson y Dittmer, 2017 ). Otros sitios 

donde ocurren metástasis son los linfonodos regionales, otros huesos y zonas de 

tejido blando (Hillers y col., 2005, Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016; 

Thompson y Dittmer, 2017). Si bien menos del 15 % de los perros presenta 

metástasis pulmonar en los estudios radiológicos al momento de presentarse a la 

consulta, el 90 % de los casos mueren en menos de un año debido a la diseminación 

metastásica, si el único tratamiento fue la amputación (Brodey y col., 1969; 

Spodnick y col., 1992; Ehrhart y col., 2013). En este sentido, de acuerdo con lo 

expresado por Xu y col., (2013), la angiogénesis es un factor importante para el 

desarrollo y la progresión tumoral. Las metaloproteasas de matriz (MMP), enzimas 

encargadas de degradar la MEC, son en parte, las responsables de la diseminación 
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local del tumor propiciando la metástasis (Loukopoulos y col., 2003a). 

Loukopoulos y col., (2003a) hallaron altas concentraciones de MMP-2 y MMP-9 

en líneas celulares de OSA central. Además, el OSA, aunque presenta una alta 

variabilidad de patrones, casi siempre produce matriz osteoide. Esta característica 

es considerada clave para el diagnóstico histológico y permite diferenciarlo de otros 

SOs (Slayter y col., 1994; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016; Thompson y 

Dittmer, 2017). Los osteoblastos neoplásicos sintetizan matriz osteoide que se 

dispone de manera irregular y en la que quedan atrapadas un número variable de 

células neoplásicas (Thompson y Dittmer, 2017). No obstante, Grundmann y col., 

(1995) consideraron que la presencia de matriz osteoide presentó una importancia 

limitada para el diagnóstico ya que, la estructura proteica del osteoide tumoral 

mostró características similares a la que constituye el osteoide reactivo. Asimismo, 

Slayter y col., (1994) indicaron que el microambiente del OSA podría actuar como 

un posible inductor de la diferenciación mesenquimática. El OSA se clasifica en 

diferentes subtipos histológicos de acuerdo con el origen, las características 

celulares y la variación y el predominio de MEC de la siguiente manera: 

pobremente diferenciado, osteoblástico, condroblástico, fibroblástico, 

teleangiectásico, tipo células gigantes, periosteal y paraosteal (Slayter y col., 1994).  

El condrosarcoma es un tumor óseo primario maligno de presentación menos 

frecuente con respecto al OSA. Su origen es variable, central o periférico, el primero 

es el más común. Dentro de los animales domésticos afecta principalmente a las 

ovejas, aunque también se presenta en los perros (Slayter y col., 1994). Este tumor 

es más frecuente en perros de razas medianas y grandes tales como bóxer, pastor 

alemán, golden retriever y en mestizos, con un peso corporal entre 20 y 40 kg (Craig 
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y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). Es habitual en perros de mediana edad y 

gerontes, con una edad media de presentación que varía entre 5,9 a 8,7 años. Las 

hembras presentan mayor incidencia que los machos (Craig y col., 2016; Thompson 

y Dittmer, 2017). En los perros, como en los humanos, aparece con mayor 

frecuencia en el esqueleto axial, principalmente en costillas y huesos de la cavidad 

nasal. No obstante, también aparece en el esqueleto apendicular, aunque con menor 

frecuencia (Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). Comparado con el 

OSA, es un tumor de crecimiento lento, de curso clínico más prolongado, sin 

embargo, la frecuencia de metástasis por vía hematógena es mayor (Craig y col., 

2016).  El pulmón es el sitio más habitual de metástasis, si bien éstas también 

pueden presentarse en los riñones, el hígado, el corazón y el esqueleto (Craig y col., 

2016; Thompson y Dittmer, 2017). El condrosarcoma presenta aspectos variados 

en las imágenes radiológicas, sin embargo, la apariencia conocida como en copos 

de nieve o palomitas de maíz es una característica radiológica distintiva (Slayter y 

col., 1994). No obstante, deben considerarse conjuntamente los hallazgos clínicos, 

radiológicos e histológicos para el diagnóstico diferencial con el OSA (Thompson 

y Dittmer, 2017). En la imagen histológica el condrosarcoma central presenta 

múltiples lóbulos de células neoplásicas que producen cantidades variables de 

matriz condroide o matriz fibrilar, pero nunca osteoide (Slayter y col., 1994; 

Thompson y Dittmer, 2017).  

Por otra parte, el fibrosarcoma, el hemangiosarcoma, el tumor de células gigantes 

y el tumor multilobular son SOs primarios pocos frecuentes, con características 

particulares que se describen a continuación. 
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El fibrosarcoma óseo central es una neoplasia originado en los elementos del 

estroma localizados dentro de la cavidad medular y produce un patrón de células 

fusiforme típico del fibrosarcoma de tejido blando con una variada cantidad de 

colágeno. Sin embargo, las células neoplásicas nunca producen matriz condroide u 

osteoide. Este tumor induce una osteólisis lenta y es de presentación poco frecuente. 

No obstante, se presenta con más frecuencia en perros machos maduros de razas 

grandes y medianas (Slayter y col., 1994; Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 

2017).  

El hemangiosarcoma óseo central es una neoplasia que se origina a partir del 

endotelio vascular en el interior del tejido óseo, de manera similar a la que surge de 

tejidos blandos. La incidencia varía entre 2 y 3 %, dentro de los tumores óseos 

primarios. En este sentido, es un tumor poco frecuente en animales domésticos. Los 

perros de razas medianas y grandes son los más afectados y la edad media de 

aparición es de 6 años. El hemangiosarcoma óseo aparece, con más frecuencia, en 

el esqueleto apendicular que en el axial; es un tumor agresivo que causa lisis ósea 

y, a menudo, predispone a fracturas patológicas. El diagnóstico diferencial primario 

es con el OSA teleangiectásico (Slayter y col., 1994; Craig y col., 2016; Thompson 

y Dittmer, 2017).  

El tumor de células gigantes óseo central tiene su origen a partir de las células del 

estroma de la médula ósea primitiva y sus células comparten muchas propiedades 

con los osteoclastos. Existe poca información acerca del comportamiento biológico 

de este tumor debido a la escasa casuística en animales. Se presenta en los seres 

humanos y en los animales y exhibe, con frecuencia, un comportamiento benigno. 

Los animales domésticos principalmente afectados son el perro, el caballo y el gato 
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(Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). Es un tumor vascularizado, con 

una población abundante de células neoplásicas mononucleares y multinucleadas, 

con núcleos muy similares entre sí. Dichas células no sintetizan matriz osteoide. El 

diagnóstico diferencial primario es con el OSA de células gigantes. 

El tumor óseo multilobular central es un tumor con un comportamiento 

potencialmente maligno, de crecimiento lento, pero localmente infiltrativo. Se 

desarrolla con frecuencia en los huesos del cráneo y con menor frecuencia en las 

costillas. Se presenta principalmente en el perro, aunque también se ha encontrado 

en el gato y el caballo. Es un tumor característico en las razas de perros medianas y 

grandes y la edad promedio de aparición es de 8 años con un rango entre 4 a 17 

años (Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). El aspecto macroscópico 

multilobulado es una característica distintiva. En el examen microscópico se hallan 

islotes de tejido cartilaginoso y tejido óseo con una variada diferenciación celular, 

separados por septos de células ahusadas.  

Dentro del grupo de origen periférico, se incluyen aquellos SOs que pueden 

originarse a partir del periostio, tales como: osteosarcoma periosteal y paraosteal, 

condrosarcoma periosteal, fibrosarcoma periosteal y fibrosarcoma maxilar. Se 

consideran un grupo separado ya que presentan un crecimiento lento y un 

comportamiento menos agresivo comparado con los SOs de origen central. El 

diagnóstico de estos tumores constituye un verdadero desafío y puede ser erróneo 

si sólo se considera el estudio histopatológico. Por lo tanto, es necesario incluir el 

estudio radiológico y los datos de la historia clínica para realizar un diagnóstico 

certero.  
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La etiología del cáncer óseo aún es desconocida; sin embargo, se han identificado 

factores que contribuyen y juegan un rol importante en la patogénesis tanto en los 

humanos como en los animales (Ehrhart y col., 2013; Czerniak y Dorfman, 2016). 

Estos factores pueden ser inherentes al hospedador tales como el peso, el tamaño y 

el sexo u otros que incluyen las radiaciones ionizantes, sustancias químicas, 

irritación crónica debido a implantes metálicos durante la reparación de una 

fractura, infartos del tejido óseo y ciertas enfermedades del sistema esquelético 

(Wolke y Nielsen, 1966; Brodey y Riser, 1969; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 

2016). Diferentes autores mencionaron que el origen de estos tumores podría 

presentar una base hereditaria, debido a la alta prevalencia dentro de las razas 

grandes y gigantes y por la alta incidencia en algunas familias relacionadas (Brodey 

y Riser, 1969; Misdorp y Hart, 1979; Ehrhart y col., 2013). Además, se ha vinculado 

la aparición de OSA con aquellos huesos que reciben una gran sobrecarga de peso 

al final del cierre metafisario. Por consiguiente, los perros más pesados presentan 

mayor riesgo a sufrir injurias en la zona epifisaria que podrían ser un estímulo 

iniciador para el desarrollo del cáncer, a partir de la inducción de señales 

mitogénicas que predisponen a la aparición de un linaje celular mutante (Ehrhart y 

col., 2013). Conjuntamente, diferentes alteraciones en las vías de señalización de 

ciertos factores de crecimiento, citocinas y hormonas han sido relacionadas con la 

patogenia del OSA (Modiano y col., 2013). Asimismo, este tumor presenta una gran 

complejidad genética y una gran cantidad de mutaciones con respecto a otros 

sarcomas, lo que dificulta el estudio del perfil molecular (Gorlick y Khanna, 2010; 

Xie y col., 2017). Diferentes autores demostraron que los perros con OSA 

presentaron una sobreexpresión del gen p53 mutado, que indicaría una relación 
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causal potencial (Loukopoulos y col., 2003b; Cullen y Breen, 2017). Entre los 

signos y hallazgos clínicos asociados con la progresión de los SOs se mencionaron: 

dolor, hipercalcemia, anemia, mayor susceptibilidad a infecciones, fracturas 

espontáneas y disminución de la movilidad, entre otros. En consecuencia, este 

cuadro compromete el estado funcional, la calidad de vida y la supervivencia de los 

pacientes (Jimenez Andrade y col., 2010). Los perros que presentan OSA 

apendicular manifiestan claudicación debido al dolor asociado con las 

microfracturas o a lesión del periostio y con frecuencia tumefacción de la zona 

donde se encuentra el tumor (Ehrhart y col., 2013). En cambio, los signos asociados 

con el OSA del esqueleto axial varían de acuerdo con el sitio de localización e 

incluyen: tumefacción, disfagia, exoftalmos, entre otros (Ehrhart y col., 2013). 

Estos pacientes presentan una sensibilidad somatosensorial generalizada que se 

caracteriza por una sensibilización periférica y central exacerbada producto de un 

sistema inhibidor deficiente. Además, el dolor es tan intenso que suelen ser 

refractarios al tratamiento analgésico paliativo (Monteiro y col., 2018).  

El OSA en los humanos y los perros comparte muchas características entre las que 

se incluyen: anormalidades genéticas, alta incidencia de morbilidad y mortalidad, 

localización, características histológicas y respuesta a diferentes modalidades de 

tratamiento (Gorlick y Khanna, 2010; Schmidt y col., 2013). En este sentido, el 

OSA que afecta a los perros se ha utilizado como modelo para la comprensión de 

esta enfermedad en humanos, así como también para diversos estudios entre los 

cuales se encuentran nuevos enfoques terapéuticos, estudios sobre genes 

relacionados con el pronóstico, y estudios relacionados con los mecanismos 

moleculares implicados en la patogenia y progresión del OSA (Gorlick y Khanna, 
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2010). De esta manera, los oncólogos veterinarios utilizan actualmente criterios de 

clasificación y citológicos de malignidad aplicados para los OSAs humanos 

(Loukopoulos y col., 2004; Selvarajah y col., 2009; Thompson y Dittmer, 2017).  

El diagnóstico preciso de los tumores óseos requiere de una adecuada evaluación 

clínica, diagnóstico radiológico e histológico, sin esta información los hallazgos 

aislados en las muestras de biopsias pueden ser mal interpretados (Ehrhart y col., 

2013; Craig y col., 2016; Czerniak y Dorfman, 2016; Thompson y Dittmer, 2017). 

En medicina humana esta triangulación se conoce como diagnóstico triangular de 

Jaffe, y permite evaluar a los tumores óseos como entidades individuales (Czerniak 

y Dorfman, 2016). No obstante, con el advenimiento de las técnicas moleculares 

esta tríada se ha ampliado y actualmente incluye, además, los datos moleculares 

(Fig. 2). 

Presentación Características 
clínica radiológicas

Datos Características 
moleculares microscópicas

Diagnóstico

 

 

 

 

Técnicas como inmunohistoquímica (IHQ), citometría de flujo, reacción en cadena 

a la polimerasa y microscopía electrónica, pueden, en ciertos casos, contribuir con 

Figura 2. Enfoque analítico para el diagnóstico de sarcomas óseos en humanos en el 

que se incluye cuatro grupos diferentes de datos (clínicos, radiológicos, microscópicos 

y moleculares) para establecer un diagnóstico. Modificado de Czerniak y Dorfman, 

2016. 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                          16 

 

la identificación correcta de los subtipos histológicos de los SOs (Ehrhart y col., 

2013; Thompson y Dittmer, 2017). No obstante, a pesar de los recientes y 

numerosos avances en el área de la patología, incluidas las técnicas moleculares, la 

evaluación de los tejidos con la microscopía óptica sigue siendo uno de los 

parámetros de elección para arribar al diagnóstico. La identificación temprana junto 

con una correcta clasificación es de suma importancia para proporcionar un 

pronóstico al paciente. En medicina veterinaria no hay avances significativos al 

respecto, en comparación con lo que sucede en medicina humana (Ehrhart y col., 

2013). Sin embargo, algunos adelantos sobre el estudio de la patogenia han 

permitido extender el tiempo de sobrevida en los perros. En este sentido, Schmidt 

y col., (2013) mencionaron que la sobrevida de los perros con OSA no superó los 5 

meses si la amputación fue el único tratamiento realizado.  En medicina veterinaria 

el sistema de clasificación actual de los SOs se establece principalmente 

considerando un criterio histológico y el tipo de matriz que producen las células 

óseas tumorales, coincidentemente con la clasificación propuesta por la 

Organización Mundial de la Salud (Slayter y col., 1994). Un sistema similar es 

aplicado en medicina humana para clasificar a los SOs, particularmente el OSA, 

incluso es utilizado como un indicador pronóstico para aquellos pacientes que 

padecen este tipo de cáncer (Kirpensteijn y col., 2002; Czerniak y Dorfman, 2016; 

Thompson y Dittmer, 2017).  

Por otra parte, establecer un sistema de estadificación ha comenzado a tomar 

relevancia en los animales debido a que el comportamiento biológico de ciertos 

 
 En medicina, estadificación es la acción y efecto de estadificar, es decir, determinar la extensión y gravedad de una 
enfermedad, en especial el cáncer 
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tumores se estima en relación con el mismo (Loukopoulos y Robinson, 2007; 

Ehrhart y col., 2013). En medicina humana se utilizan dos sistemas de 

estadificación, que evalúan diferentes parámetros, en pacientes que padecen este 

tipo de tumor (Czerniak y Dorfman, 2016). El primero es el sistema TNM, cuyas 

siglas hacen referencia a tumor, nódulo linfático y metástasis, respectivamente. 

Dicho sistema fue diseñado por el American Joint Committee on Cancer. El 

segundo es el sistema de Enneking, el mismo se aplica tanto a los tumores óseos 

como para los tumores de tejido blando (Enneking, 1986). Este sistema se basa en 

la evaluación de dos parámetros básicos: agresividad biológica y extensión local de 

la enfermedad (Enneking, 1986; Czerniak y Dorfman, 2016). La estadificación 

histológica de los SOs en humanos se basó históricamente en el sistema de Broders, 

el cual evalúa la celularidad, la atipía nuclear y el grado de anaplasia. Asimismo, se 

enfatiza la importancia de estadificar un paciente con cáncer para poder emitir un 

pronóstico e iniciar el tratamiento adecuado para ese paciente en particular (Rubin 

y col., 2010; Czerniak y Dorfman, 2016). Hasta el momento, no existe un sistema 

universalmente aceptado para los SOs en humanos y animales (Petersen y 

Wardelmann, 2016; Thompson y Dittmer, 2017). El sistema utilizado en humanos 

para evaluar sarcomas de partes blandas, denominado French Grading and the 

National Cancer Institute Grading, nunca fue validado para los SOs (Petersen y 

Wardelmann, 2016). 

Por otra parte, la séptima edición del manual de estadificación del American Joint 

Committee on Cancer propone un sistema de cuatro grados para la estadificación 

de los OSAs humanos, donde los grados (G) 1 y 2 son considerados de bajo grado 

y, G3 y G4 de alto grado. Este sistema sólo considera la diferenciación celular, 
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siendo G1, altamente diferenciado; G2 medianamente diferenciado; G3 poco 

diferenciado y G4 indiferenciado. Al mismo tiempo, el College of American 

Pathologists (CAP) propone un sistema de estadificación, utilizado actualmente, en 

el cual el grado de malignidad se estima de acuerdo con una subtipificación 

histológica propia (Rubin y col., 2010; Petersen y Wardelmann, 2016) (Tabla 1; 

Anexo I). 

Por otra parte, actualmente en medicina veterinaria se utiliza un sistema de 

gradación tumoral (GT) que proporciona una excelente valoración sobre la 

agresividad biológica de ciertos tumores (Peña y col., 2013; Sabattini y col., 2015). 

Es probable que en el futuro el comportamiento de la totalidad de los tumores se 

relacione con la GT (Kirpensteijn y col., 2002; Ehrhart y col., 2013). De hecho, 

diversos estudios destacaron la importancia de aplicar un sistema de gradación para 

los tumores óseos en humanos y en perros, como un factor significativo predictivo 

de pronóstico, asociado con el tiempo de sobrevida y el intervalo libre de 

enfermedad (Grundmann y col., 1995; Inwards y Unni, 1995; Kirpensteijn y col., 

2002; Loukopoulos y Robinson, 2007; Czerniak y Dorfman, 2016). En este sentido, 

en medicina veterinaria fueron estudiados dos sistemas de GT, particularmente 

sobre el OSA. Estos fueron adaptados de sistemas de clasificación preexistentes, 

sin embargo, ambos evalúan parámetros básicos utilizados en medicina humana 

(Kirpensteijn y col., 2002; Loukopoulos y Robinson, 2007; Czerniak y Dorfman, 

2016). 
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Tabla 1. Estadificación de los osteosarcomas según el College of American 

Pathologists (modificado de Rubin y col., 2010) 

Grado 1  
(bajo grado) 

OSA central de bajo grado/ OSA parosteal/ adamantimoma 
 

Grado 2 OSA periosteal 
 

Grado 3  
(alto grado) 

Sarcoma de Edwing/ tumor primitivo del neuroectodermo/ 

OSA convencional/ OSA teleangiectático/ condrosarcoma 

mesenquimático/ OSA de células pequeñas/ OSA secundario/ 

OSA superficial de grado alto/ condrosarcoma 

indiferenciado/ cordoma indiferenciado/ tumor maligno de 

células gigantes 

Grado variable condrosarcoma convencional (G1-3) / sarcomas de tejido 

blando (leiomiosarcoma, liposarcoma, sarcoma pleomorfo 

indiferenciado) 

 

El estudio de la GT en animales contempla la evaluación de los siguientes 

parámetros: grado de diferenciación, índice mitótico (número de mitosis por 10 

campos utilizando un objetivo con magnificación 40x), grado de pleomorfismo 

celular o nuclear, grado de necrosis, invasividad, reacción del estroma, tamaño y 

número de núcleos, celularidad general y respuesta linfoide. El índice mitótico, el 

grado de necrosis y el grado de pleomorfismo son considerados parámetros de 

importancia para determinar el comportamiento biológico del tumor (Loukopoulos 

y Robinson 2007). Además, son las únicas características objetivas y cuantificables 

que se pueden establecer mediante el conteo manual, morfometría computarizada o 

cuantificación química (Loukopoulos y Robinson 2007; Ehrhart y col., 2013).  

Kirpensteijn y col., (2002) y Loukopoulos y col., (2007) evaluaron en diferentes 
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grupos de perros con OSA tres parámetros importantes de la GT (pleomorfismo, 

índice mitótico y grado de necrosis) y destacaron la importancia de este sistema 

como un factor predictivo de pronóstico. En este sentido, los hallazgos de sus 

estudios demostraron que aquellos OSAs que manifestaron metástasis tuvieron una 

GT significativamente más alta, grado III (GIII), con respecto a los que no habían 

metastatizado (Kirpensteijn y col., 2002 y Loukopoulos y col., 2007). Asimismo, 

establecieron una relación entre la GT y la localización anatómica de los OSAs, 

aquellos con localización apendicular tuvieron la mayor GT (GIII), particularmente 

un índice mitótico significativamente más alto con respecto a aquellos con una 

localización axial (Loukopoulos y Robinson, 2007).  

Los marcadores predictivos son moléculas útiles para seleccionar pacientes con alta 

probabilidad de responder exitosamente a un tratamiento determinado. Dentro de 

los biomarcadores tumorales, los marcadores de pronóstico se consideran 

predictores de comportamiento futuro de la enfermedad en humanos (Senra y 

Quintela, 1999). La búsqueda de mejores marcadores se centra en los mecanismos 

moleculares que subyacen al comportamiento del tumor tales como la progresión 

del ciclo celular alterado, la proliferación, la apoptosis y la angiogénesis 

(Mukaratirwa, 2005). De acuerdo con su función, los marcadores se reúnen en seis 

grupos: 1) de proliferación; 2) de apoptosis; 3) moléculas de la MEC; 4) moléculas 

de adhesión celular, 5) de angiogénesis y 6) reguladores del ciclo celular 

(Mukaratirwa, 2005). Se considera que estos marcadores pueden ser producidos por 

el propio tumor o por el tejido circundante como respuesta a la lesión tumoral 

(Campuzano Maya, 2010; Lazcano Hermida y col., 2016). Ellos, pueden ser 

estudiados a partir de diferentes muestras tales como: a) el tejido tumoral y b) 
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fluidos o células aisladas. Además, estos biomarcadores pueden contribuir con la 

segregación de pacientes en grupos y, de esta manera, podrán identificarse pacientes 

cuyo pronóstico no requiere de la terapia adyuvante luego de la cirugía y pacientes 

cuyo pronóstico requieran terapia adyuvante agresiva (Mukaratirwa, 2005; 

Diessler, 2009).  

Los SOs presentan un comportamiento muy agresivo que se relaciona con un pobre 

pronóstico. Sin embargo, desde hace algunos años diversos estudios han incluido 

otras variables que podrían relacionarse con el pronóstico entre las que se incluyen: 

a) la localización anatómica, b) el tamaño y la GT, c) la concentración de fosfatasa 

alcalina sérica (FAS), d) el gen de resistencia a múltiples drogas MDR1 o 

glicoproteína-P (PGP) y e) marcadores de proliferación. A continuación se 

describen: 

a) El comportamiento biológico del tumor se relaciona con la localización 

anatómica, en el esqueleto apendicular o esqueleto axial. En este sentido, 

Loukopoulos y Robinson, (2007) demostraron que la localización anatómica estuvo 

relacionada con el pronóstico. El OSA apendicular presenta un comportamiento 

más agresivo que el OSA de localización axial. Esto se evidencia a partir de una 

mayor incidencia de metástasis, una GT elevada (GIII), particularmente con un 

elevado índice mitótico, y un tiempo de sobrevida mucho menor. En contraste, el 

OSA con localización axial, presenta una GT baja y un comportamiento menos 

agresivo (Kirpensteijn y col., 2002; Loukopoulos y Robinson, 2007; Schott y col., 

2018).  
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b) En medicina humana el tamaño tumoral se relaciona con el pronóstico, de este 

modo, los pacientes que presentan SOs de gran tamaño poseen un pronóstico 

negativo. Por otra parte, en medicina humana y veterinaria la GTIII fue relacionada 

con un pobre pronóstico (Kirpensteijn y col., 2002; Loukopoulos y Robinson, 2007; 

Czerniak y Dorfman, 2016).  

c) Los perros con OSA apendicular presentan una elevada concentración de FAS 

sérica que se ha asociado con un pobre pronóstico (Ehrhart y col., 2013).  

d) La resistencia a los medicamentos a través de la medición del gen MDR-1 o de 

la PGP se asoció con un peor pronóstico en aquellos pacientes humanos que 

padecían OSA y condrosarcoma de alto grado (GIII) (Hernández Cortés y col., 

2000; Selvarajah y Kirpensteijn, 2010). En medicina veterinaria los estudios más 

recientes al respecto fueron realizados sobre linfoma, tumores de mama y 

melanoma en perros (Sokołowska y col., 2015; Fino y col., 2016; Finotello y col., 

2016; Levi y col., 2016). 

e) La actividad proliferativa de las neoplasias se estima contando la cantidad de 

mitosis o mediante la inmunomarcación de sustancias como: el antígeno Ki67, el 

antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) y la bromodeoxiuridina 

incorporada (BrdU) y el posterior recuento de células. También se han utilizado 

otros métodos como el análisis de ploidía de ADN o la tinción con AgNOR para 

cuantificar nucléolos (Okada y col., 2003; Ohta y col., 2004; Mukaratirwa, 2005; 

Loukopoulos y Robinson, 2007; Ehrhart y col., 2013). 
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I.3. Inmunohistoquímica aplicada al pronóstico 

Selvarajah y Kirpensteijn, (2010) mencionaron para el OSA en perros la existencia 

de biomarcadores predictivos de pronóstico, entre ellos: p53; factores angiogénicos 

como el factor de crecimiento del endotelial vascular (VEGF); factor de transición 

epitelial mesenquimático (MET) conocido también como el receptor del factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF); ciclooxigenasa-2 (COX-2); erzina; MMPs; PGP 

y MDR-1 (Gorlick y Khanna, 2010; Selvarajah y Kirpensteijn, 2010). Asimismo, 

la tasa de proliferación de células tumorales es el principal determinante de la 

agresividad de un tumor y, por lo tanto, un importante factor pronóstico 

(Mukaratirwa, 2005). Sin embargo, se conoce muy poco sobre la actividad 

proliferativa de las neoplasias en perros a diferencia de lo que ocurre en seres 

humanos (Ohta y col., 2004). Los marcadores de proliferación están presentes en 

determinadas fases del ciclo celular y la actividad proliferativa de una neoplasia se 

ha estimado mediante el inmunomarcación de sustancias tales como: antígeno Ki-

67, PCNA y BrdU, entre otros (Ohta y col., 2004).  

 

   I.3.1. Proliferación y PCNA  

El PCNA es una proteína accesoria de la ADN polimerasa δ y está relacionada con 

la síntesis de ADN y la proliferación celular (Castellano y col., 1996). La proteína 

se detecta en la fase tardía de G1 dentro del ciclo celular, inmediatamente antes del 

comienzo de la fase S, donde se encuentra en su máxima expresión, declinando 

durante G2 y M. PCNA está presente en todos los tejidos con células en 

proliferación. De modo que se utiliza con frecuencia para la identificación, 
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mediante el estudio inmunohistoquímico de células en proliferación ya que presenta 

una fuerte asociación con regiones donde está ocurriendo la síntesis de ADN 

(Preziosi y col., 1995; Bechtel y col., 1998; Czerniak y Dorfman, 2016). En este 

sentido, es utilizado, en ciertas neoplasias en animales y humanos como marcador 

pronóstico (Poblete, 2001; Coronato y col., 2002; Ma y col., 2016; Mestrinho y col., 

2017). La medición de PCNA en tumores sólidos, se correlaciona con la actividad 

mitótica, la fase S del ciclo celular y el grado histológico del tumor (Cullen y Breen, 

2017).  

 

   I.3.2. Angiogénesis y cáncer. Rol del factor de crecimiento del endotelio vascular 

y la proteína morfogénica ósea en los sarcomas óseos 

La angiogénesis es un mecanismo de múltiples pasos, que incluye la formación de 

nuevos vasos a partir de redes vasculares preexistentes. Se considera un proceso 

fisiológico importante para la vascularización de los tejidos en la etapa embrionaria 

(Saavedra Torres y col., 2017). Durante la etapa postnatal, este proceso se lleva a 

cabo en la reparación de los tejidos dañados, la formación y el crecimiento de los 

huesos y el desarrollo de la placenta en la preñez. No obstante, la angiogénesis se 

presenta, de manera temprana, en el desarrollo de procesos patológicos como el 

cáncer y desempeña un papel importante en el crecimiento y la diseminación 

metastásica de las células tumorales. La angiogénesis se lleva a cabo en un 

microambiente tisular adecuado, en el que debe existir un balance entre los 

mediadores químicos que la promueven (factores proangiogénicos) y aquellos que 

la inhiben (factores antiangiogénicos) (René, 2007; Cullen y Breen, 2017; Saavedra 
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Torres y col., 2017). Las células tumorales inducen la angiogénesis en un proceso 

similar al que ocurre en la angiogénesis fisiológica, en este sentido, la hipoxia 

constituye un factor desencadenante para este proceso (Saavedra Torres y col., 

2017). A nivel celular la hipoxia provoca un incremento del factor inducible por la 

hipoxia, que en el núcleo promueve la transcripción de diversos genes, entre los que 

se encuentran dos potentes factores angiogénicos, el VEGF y el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas. Además, las células tumorales sintetizan y 

liberan otros factores de crecimiento angiogénicos, como los factores de 

crecimiento fibroblástico ácido y básico (aFGF y bFGF) o bien, estimulan a otras 

células a liberar factores angiogénicos (Xie y col., 2017). Asimismo, existen otras 

moléculas implicadas en la regulación positiva de la angiogénesis tales como el 

HGF, la angiogenina, las angiopoyetinas-1 y -2 (Ang-1 y Ang-2), la interleucina 8, 

las prostaglandinas, los factores de crecimiento transformante alfa y beta (TGFα y 

TGFβ), entre otros. Sin embargo, los factores de crecimiento implicados 

principalmente en la angiogénesis tumoral son el VEGF, la Ang-2, y el bFGF, 

aunque en concentraciones más altas que en la angiogénesis fisiológica (Saavedra 

Torres y col., 2017). Además de las células tumorales, existen otros tipos celulares 

que participan en la angiogénesis tales como: células derivadas de la médula ósea, 

macrófagos, neutrófilos, mastocitos y precursores mieloides que infiltran los 

márgenes del tumor y contribuyen a la formación de nuevos vasos (Cullen y Breen, 

2017). 

Durante el proceso de angiogénesis la MEC es degradada por MMPs que son 

liberadas y activadas por las células neoplásicas. Además, propician el crecimiento 

tumoral y estimulan la liberación del VEGF y otros factores de crecimiento 
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angiogénicos. Por consiguiente, estos factores de crecimiento estimulan la 

migración de las células endoteliales a partir de los vasos sanguíneos más cercanos 

como también, la expresión de proteínas necesarias para la neovascularización. De 

esta manera, se regenera la MEC para dar sostén y nutrir a los nuevos vasos que 

propiciarán la metástasis y el potencial maligno del tumor (Saavedra Torres y col., 

2017). En este sentido, las MMPs son los principales mediadores responsables de 

las alteraciones que ocurren en el microambiente tumoral a lo largo de la progresión 

del cáncer (Van Damme y col., 2004; Saavedra Torres y col., 2017). Durante el 

crecimiento y la progresión tumoral estas proteasas desempeñan un rol 

fundamental, promueven la degradación del tejido conectivo y los componentes de 

la membrana basal, además de activar factores de crecimiento, receptores de 

superficie para moléculas de adhesión y ciertas citocinas (Bourboulia y Stetler 

Stevenson, 2010). La interacción con los componentes de la MEC permite que las 

células tumorales se tornen menos adherentes entre sí y, por lo tanto, expresen 

mayor potencial para migrar y producir metástasis (Noël y col., 2008).  

El VEGF, también conocido como factor de permeabilidad vascular, es un factor 

angiogénico importante en el proceso de angiogénesis. La familia de VEGF 

comprende ocho miembros de proteínas homodiméricas: VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y los factores de crecimiento placentario 1 y 2. De 

esta familia, el más estudiado es el VEGF-A, que es referido simplemente como 

VEGF (Rosales Torres y Guzmán Sánchez, 2011). Ejercen sus funciones mediante 

la interacción con tres receptores tirosina quinasa: VEGFR-1 (receptor 1 de VEGF, 

tirosina quinasa de tipo fms, Flt-1), VEGFR-2 (receptor 2 de VEGF con dominio 

quinasa activo, Flk-1/KDR) y VEGFR-3 (Flt-4) y dos receptores no tirosina quinasa 
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neuropilina 1 y neuropilina 2. La estimulación de la vía de señalización a partir del 

VEGFR-1 y VEGFR-2 promueve la angiogénesis mientras que la mediada por 

VEGFR-3 conduce a la linfangiogénesis (Fig. 3). Esta interacción propicia la 

proliferación, supervivencia y migración de las células endoteliales como también 

la expresión de citocinas y MMPs (Saavedra Torres y col., 2017). En este sentido, 

el VEGF interviene tanto en procesos fisiológicos como patológicos, que incluyen 

el desarrollo del embrión, la vasculogénesis, la hematopoyesis temprana, la 

ovulación, la reparación de heridas, la endometriosis, la degeneración macular 

neovascular del ojo, las enfermedades inflamatorias crónicas y las neoplasias, entre 

otros (Meyer y col., 1999; Ng, 2008; Rosales Torres y Guzmán Sánchez, 2011). 

En humanos se han identificado cinco isoformas angiogénicas derivadas del gen 

VEGF; estas isoformas son el resultado del proceso de splicing alternativo mediante 

el corte y el empalme del ARNm de VEGF. En este sentido, el grupo que incluye 

las isoformas ácidas de VEGF no se une fácilmente a la heparina, y por lo tanto 

llegan rápidamente a la célula endotelial. En contraste, las isoformas básicas de 

VEGF, se unen a la heparina, permaneciendo secuestradas en la MEC (Ferrara y 

Davis Smyth, 1997; Poon y col., 2001). El VEGF presenta alta afinidad de unión al 

VEGFR-1 y VEGFR-2 y se reconoce como el principal estimulador de la 

angiogénesis, mediante la proliferación, migración y supervivencia de las células 

endoteliales, en condiciones fisiológicas y patológicas (Meyer y col., 1999; Rahimi, 

2006; Rosales Torres y Guzmán Sánchez, 2011). Ambos receptores son necesarios 

para promover el crecimiento de los vasos sanguíneos (Rahimi, 2006; Bavcar y 

Argyle, 2012; Saavedra Torres y col., 2017).  
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Los receptores tirosina quinasa (RTK) son proteínas de superficie que se unen con 

diferentes ligandos extracelulares, entre los que se incluyen: factores de 

crecimiento, hormonas y diversas citocinas (Bavcar y Argyle, 2012). Los 

mecanismos de activación de la mayoría de los RTK han sido bien caracterizados. 

En este sentido, la transautofosforilación de los RTK y, posteriormente, su 

capacidad para fosforilar proteínas diana son el sello distintivo de la activación de 

los RTK (Rahimi, 2006; Alberts y col., 2015a). Además de regular procesos 

normales en las células, los RTK y las vías de señalización intracelular que ellos 

activan, son fundamentales en la oncogénesis en diversos tipos de cáncer (Bavcar 

y Argyle, 2012). En este sentido, dos vías citoplasmáticas están particularmente 

desreguladas en varios tipos de cáncer en humanos y animales (London, 2013; 

Alberts y col., 2015b). La primera incluye miembros de la familia RAS, las 

mutaciones en esta vía han sido asociadas con varios cánceres humanos. La segunda 

vía citoplasmática incluye a la fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3K) y sus 

transductores de señal asociados, AKT, factor nuclear κB y el blanco de rapamicina 

en mamíferos mTOR, entre otros (London, 2013; Alberts y col., 2015b; Sanz Ressel 

y col., 2019). La desregulación de una variedad de RTK tales como: el receptor 1 

de factor de crecimiento similar a insulina, el VEGFR, el receptor 2 del factor de 

crecimiento epidérmico humano, y el receptor del factor de crecimiento derivado 

de plaquetas, han sido implicados en la patogenia de los SOs pediátricos (Rivera-

Valentin y col., 2015). Además, existen circuitos de activación autocrinos que se 

producen cuando la célula tumoral expresa, simultáneamente, el RTK y los factores 

de crecimiento. En la mayoría de los tumores ambas moléculas se encuentran 

sobreexpresadas. En este sentido, se han descripto circuitos de activación autocrina 
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en los OSAs de perros que presentan paralelamente coexpresión de MET y su 

ligando, HGF (London, 2013). Por otra parte, se ha demostrado que los receptores 

VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 se expresan tanto en células endoteliales como 

en líneas celulares de sarcomas (Xie y col., 2017).  

 

 

 

Al igual que otros receptores de actividad tirosina quinasa, el VEGFR se dimeriza 

y con la unión al ligando experimenta transautofosforilación, desencadenando una 

cascada de señalización. Esto induce la fosforilación de diferentes proteínas tales 

como la proteína quinasa-C, la fosfolipasa C-gamma, PI3K, sintasa endotelial de 

óxido nítrico y mTOR, que regulan los mecanismos involucrados en la angiogénesis 

(Martínez Ezquerro y  Herrera, 2006). Se considera que los efectos angiogénicos 

que presenta la familia de VEGF están mediados principalmente a través de la 

interacción con el VEGFR-2 por lo que esta vía ha sido priorizada para el desarrollo 

de terapias antiangiogénicas (Meyer y col., 1999; Rahimi, 2006; Dejana y col., 

2008; Rosales Torres y Guzmán Sánchez, 2011). Si bien el VEGFR-1 tiene una 

Figura 3. Esquema de compatibilidad de unión entre los factores de crecimiento 

endotelial vascular y sus receptores. (Extraído de Saavedra Torres y col., 2017) 
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afinidad 10 veces mayor por el VEGF, su activación presenta menos impacto como 

disparador de moléculas de señalización intermediarias con respecto a lo que sucede 

con el VEGFR-2 (Waltenberger y col., 1994; Li y col., 2004; Falcon y col., 2016). 

Se considera que el VEGFR-1 es un RTK con una función quinasa deficiente, su 

capacidad para fosforilar otros sustratos es despreciable debido a que está 

pobremente fosforilado en tirosina (Rahimi, 2006). Sin embargo, Rahimi, (2006) 

indicó que el VEGFR-1 tuvo un rol importante pero mucho más complejo en la 

modulación positiva y negativa de la angiogénesis. La capacidad del VEGFR-1 para 

modular la angiogénesis presenta tres mecanismos complejos detallados en la figura 

4.  

 

 

 

Figure 4. Representación esquemática de la participación del VEGFR-1 en la 

angiogénesis. a) El VEGF queda atrapado en el VEGFR-1, este mecanismo evita que el 

VEGF se una al VEGFR-2. b) El VEGFR-1 regula la angiogénesis a través de la 

heterodimerización del VEGFR-2 o VEGFR-3. c) El tercer mecanismo del VEGFR-1 es 

a través de la homodimerización del receptor. Este tipo de activación del VEGFR-1 

conduce a la activación de proteínas de señalización que podrían regular la angiogénesis 

de manera positiva o negativa. (Modificado de Rahimi, 2006) 
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Cuando el VEGF se une al dominio extracelular del VEGFR-1, activa la vía de 

señalización de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK). En el núcleo e 

Cuando VEGF se une al dominio extracelular del VEGFR-1, activa la vía de 

señalización de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAP). En el núcleo esta 

enzima fosforila serinas y treoninas en varias proteínas implicadas en la regulación 

de genes, alterando su capacidad para controlar la transcripción y produciendo 

cambios en el patrón de la expresión génica (Alberts y col., 2015). De esta manera, 

se produce la expresión de MMPs, interleucinas y ciertos factores de crecimiento 

que son exportados a la MEC (Saavedra Torres y col., 2017). En las células 

precursoras endoteliales, el VEGF controla la síntesis y las vías de señalización 

necesarias para promover la angiogénesis tumoral. Este factor de crecimiento inhibe 

la apoptosis celular cuyo objetivo es evitar interrumpir el mecanismo angiogénico 

(Saavedra Torres y col., 2017). Las MMPs cumplen un rol complejo en la 

angiogénesis, promueven la migración de las células endoteliales y estimulan la 

liberación del VEGF y otros factores proangiogénicos, como el FGF-2 y el TGFβ, 

desde la MEC (Sounni y col., 2011). En modelos animales han demostrado que las 

MMPs regulan el proceso de formación y maduración de nuevos vasos sanguíneos, 

a través del control que ejercen sobre los factores de crecimiento y citocinas que 

suscitan el reclutamiento de pericitos (Patterson y Sang, 1997). El VEGF es 

considerado un biomarcador de valor pronóstico en OSAs humanos (DuBois y 

Demetri, 2007; Xie y col., 2017). Dado que la angiogénesis es un acontecimiento 

esencial para el crecimiento, invasión y metástasis tumoral y, considerando que el 

VEGF es un regulador clave en el proceso de angiogénesis, fue propuesto en seres 

humanos como un blanco terapéutico para el OSA ya sea inhibiendo la unión del 
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VEGF-A al VEGFR-2 o bloqueando el sitio de unión del VEGFR-2 (Xie y col., 

2017). Mac Gabhann y col., (2010) destacaron la importancia de los receptores 

como blanco terapéutico no así la del factor de crecimiento.  

Por otra parte, la proteína morfogénica ósea (BMP) es un factor de crecimiento que 

pertenece a la superfamilia del TGFβ. Las BMP fueron originalmente aisladas del 

tejido óseo como proteínas que inducen, in vivo, la formación de tejido óseo y 

cartílago en sitios ectópicos por fuera del esqueleto (Urist 1965). Se demostró que 

la matriz ósea desmineralizada estimula la formación de tejido óseo cuando se 

implanta ectópicamente en el músculo o debajo de la piel debido a la existencia de 

BMP (Grgurevic y col., 2017). La vía de señalización de BMP es una de las vías 

clave responsable de la inducción de la diferenciación osteogénica y la regulación 

de la formación ósea (Granjeiro y col., 2005; Nguyen y col., 2014). Las BMPs se 

consideran morfógenos potentes y tienen un rol central en el desarrollo temprano, 

participan en: la determinación del patrón dorsal-ventral, la organogénesis y la 

diferenciación celular. Se ha demostrado que estas proteínas regulan un amplio 

espectro de actividades biológicas que incluyen roles en: proliferación, 

diferenciación, migración, quimiotaxis y muerte en diferentes tipos celulares. 

Exhiben actividad sobre varios órganos y tejidos: en el tejido óseo y el tejido 

cartilaginoso, regulan el crecimiento y la diferenciación de condroblastos y 

osteoblastos in vitro (Miyazono y col., 2010; Herrera y col., 2014; Gomez Puerto y 

col., 2019). En la actualidad, se consideran reguladores claves de la homeostasis 

del tejido adulto (Herrera y col., 2014). Además, intervienen en procesos 

patológicos como el cáncer, donde pueden promover o inhibir la proliferación y 

progresión de las células tumorales según el microambiente celular. Además, 
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intervienen en la angiogénesis tumoral (Nguyen y col., 2014; Katagiri y Watabe, 

2016; Ye and Jiang 2016). (Fig. 5) 

 

 

 

 

 

La familia de la BMP está constituida por más de diez miembros y, de acuerdo con 

la homología estructural y funciones han sido clasificadas en diferentes grupos, 

entre los que se incluyen las BMP-2/-4, las BMP-5/-6/-7/-8, las BMP-9/-10 y las 

BMP-12/-13/-14 (Ducy y Karsenty,  2000; Bragdon y col., 2011; Herrera y col., 

2014; Katagiri y Watabe, 2016). De las cuales, las BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-

9 y BMP-13 son las más estudiadas en el proceso de osteogénesis (Yoshikawa y 

col., 2004; Nguyen y col., 2014).  

Figura 5. Roles de las proteínas morfogénicas óseas en el cáncer. Se muestran los 

efectos protumorales (rojo) y antitumorales (azul) de las proteínas morfogénicas óseas 

sobre diversos componentes que constituyen el microambiente del cáncer. Las proteínas 

morfogénicas óseas pueden promover o suprimir la proliferación y la progresión de las 

células cancerosas dependiendo del microambiente celular. TEM, transición epitelio- 

mesenquimático. (Modificado de Katagiri y Watabe, 2016) 
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Al igual que otros miembros de la superfamilia del TGFβ, las BMPs inducen 

respuestas celulares específicas a través de su interacción con los receptores 

transmembrana tipo I y tipo II, que presentan actividad serina / treonina quinasa. Se 

han identificado tres receptores BMP tipo II (BMPR-II) y cuatro receptores BMP 

tipo I (BMPR-I), estos últimos también conocidos como quinasas similares a los 

receptores de activina (Activin like kinase receptor 1- ALK-1), en adelante, serán 

referidos de esta manera (Otsuka, 2010; Katagiri y Watabe, 2016; Gomez Puerto y 

col., 2019). La gran variabilidad de afinidad entre los diferentes ligandos y sus 

receptores permite explicar las respuestas pleiotrópicas que presentan las BMPs 

(Otsuka, 2010; Álvarez San Martín, 2018; Gomez Puerto y col., 2019). La 

señalización celular es principalmente autocrina o paracrina, sin embargo, algunas 

BMPs, como las BMP-6, BMP-9 y BMP-10 circulan en sangre y pueden actuar por 

mecanismos endocrinos (Gomez Puerto y col., 2019). 

La unión de las BMPs simultáneamente con ambos receptores, ALK-1 y BMPR-II, 

lleva a una interacción entre los dominios citoplasmáticos de ambos, de esta manera 

el receptor quinasa tipo II transfosforila el receptor de tipo I, lo que conduce a su 

activación (Katagiri y Watabe, 2016; Gomez Puerto y col., 2019). Dicho proceso 

propicia la activación de la vía de señalización dependiente de Smad, que consiste 

en la fosforilación de proteínas Smad, específicamente Smad-1, Smad-5 y Smad-8, 

que son factores de transcripción involucrados en la vía de señalización de las 

BMPs (Miyazono y col., 2010; Ye y Jiang, 2016; Gomez Puerto y col., 2019). Estas 

Smad se acoplan a Smad-4, y así forman un complejo hetero-oligomérico, Smad-

1/-5/-8/-4 que es traslocado al interior del núcleo celular. Allí se une a zonas diana 

en el ADN e inducen la transcripción de genes específicos, de esta manera estimulan 
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y modulan la expresión génica (Katagiri y Watabe, 2016; Ye y Jiang, 2016; Gomez 

Puerto y col., 2019).   

La señalización de las BMPs también puede seguir una vía independiente de Smad, 

especialmente a través de MAPK, que incluye la quinasa regulada por señales 

extracelulares, la quinasa N-terminal c-Jun y p38 (Nguyen y col., 2014) o bien, 

activando a pequeñas GTPasas como Rho y Rac. Cualquiera sea la vía activada, 

finalmente, estimulan y modulan en el núcleo la transcripción de genes específicos 

(Ye y Jiang, 2016; Gomez Puerto y col., 2019) (Fig. 6). La vía de señalización de 

las BMPs puede ser regulada durante la unión del ligando al receptor o durante la 

transducción de la señal y la regulación de los genes diana (Ye y Jiang, 2016). Por 

otra parte, existen otros ligandos que, mediante la unión al dominio extracelular, 

también pueden formar complejos con los receptores ALK-1 y BMPR-II e inducir 

su activación. 
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Por otra parte, diversos estudios han sugerido que miembros de la familia de las 

BMPs fueron involucrados en el desarrollo y mantenimiento del sistema vascular 

como también en la angiogénesis tumoral (Oh y col., 2000; Cunha y col., 2010; 

Suzuki y col., 2010; Katagiri y Watabe, 2016; Ye and Jiang 2016; Akatsu y col., 

2017). En este sentido, las BMP-9 y BMP-10, son reguladores clave en la biología 

de la célula endotelial (crecimiento y migración) como también en el proceso de 

angiogénesis y crecimiento tumoral (David y col., 2007; Hu Lowe y col., 2011; 

Figura 6. Vía de señalización de la BMP. Vía dependiente de Smad: los ligandos BMP 

se unen a BMPR-II, lo que conduce al reclutamiento y fosforilación ALK-1 y su 

posterior activación. A continuación, se activa la vía de señalización de Smad.  La 

señalización de la BMP también puede seguir una vía independiente de Smad, con la 

activación de MAPK que incluyen la quinasa regulada por señal extracelular, la quinasa 

N-terminal c-Jun y la p38 o bien activando pequeñas GTPasas como Rho y Rac. 

(Modificado de Nguyen y col., 2014)  
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Herrera y col., 2014; Katagiri y Watabe, 2016). Al igual que los demas miembros 

de la familia BMP, el grupo de la BMP-9 y BMP-10 se une a los receptores ALK-

1 y BMPR-II sin embargo, presentan gran afinidad por el ALK-1 (David y col., 

2007; Vecchia y col., 2013; Akatsu y col., 2017). Estos receptores ALK-1 se 

expresan principalmente en las células endoteliales en proliferación, tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas. En este último caso, se encuentran 

ampliamente distribuidos en las células endoteliales de los vasos sanguíneos 

tumorales (Cunha y col., 2010; Hu Lowe y col., 2011; Xie y col., 2017). De este 

modo, los hallazgos referidos a la participación de BMP-9 y su principal receptor 

ALK-1 en la angiogénesis tumoral, recibieron una atención considerable debido a 

que el uso de inhibidores de la BMP-9 así como las terapias de bloqueo de ALK-1, 

han mostrado resultados prometedores para el tratamiento de ciertos tipos de cáncer 

en humanos (Cunha y col., 2010; Mitchell y col., 2010; Bendell y col., 2014; Gupta 

y col., 2015). No obstante, es probable que la señalización de la BMP-9 tenga 

efectos opuestos sobre la angiogénesis (Wiley y Jin, 2011). En este sentido, según 

Wiley y Jin, (2011) la BMP-9 podría provocar diversas respuestas en las células 

endoteliales, y estimular o inhibir la proliferación dependiendo del contexto celular 

y la concentración de la BMP-9. 

Por otra parte, la activación de ALK-I en las células endoteliales es inducida por 

acción de otros factores proangiogénicos tales como el VEGF y el b-FGF que son 

sobreexpresados por las mismas células neoplásicas, las células del estroma y las 

células mieloides que infiltran el tumor (Hu Lowe y col., 2011). Por lo tanto, la 

intervención de múltiples factores de crecimiento y sus receptores en la 

angiogénesis tumoral favorece la resistencia a las terapias oncológicas utilizadas en 
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seres humanos puesto que las mismas involucran generalmente a un único blanco 

terapéutico, así como, anti-VEGF o anti-VEGFR desestimando el rol de otros 

factores de crecimiento sobre la angiogénesis tumoral (Hu Lowe y col., 2011). 

Akatsu y col., (2017) demostraron que la BMP-9 y BMP-10 junto al VEGF 

estimulan la angiogénesis tumoral en seres humanos. Además, destacaron la 

importancia de realizar nuevas terapias oncológicas involucrando ambos factores 

(BMP-9/BMP-10 y VEGF) como blancos terapéuticos (targeting dual), con el 

objetivo de producir un bloqueo más efectivo de la angiogénesis tumoral (Akatsu y 

col., 2017). En este contexto, es de destacar que no existen estudios previos acerca 

del rol de estas moléculas sobre la angiogénesis tumoral en los SOs de perros. 

Asimismo, las alteraciones en la vía de señalización de las BMP están vinculadas 

con diferentes cuadros clínicos, que incluyen enfermedades vasculares, esqueléticas 

y cáncer en humanos (Miyazono y col., 2010; Katagiri y Watabe, 2016). Existe 

escasa información en relación con el rol de las BMPs en la patogenia de los 

tumores óseos. Sin embargo, la activación de la vía de señalización de las BMP fue 

relacionada con un peor pronóstico en pacientes humanos con OSA (Nguyen y col., 

2014). Yoshikawa y col., (1994, 1988) hallaron que los pacientes humanos con 

OSA que presentaban activación en la vía de transducción de las BMP mostraron 

alta incidencia de metástasis, resistencia a la quimioterapia y tuvieron un corto 

tiempo de sobrevida.  
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   I.3.3. Rol de la ciclooxigenasa 2 en la carcinogénesis y el dolor asociado con los 

sarcomas óseos  

La ciclooxigenasa 2 (COX-2) es una enzima involucrada en una variedad de 

funciones celulares importantes, que incluyen el crecimiento y la diferenciación 

celular, la angiogénesis y los mecanismos de tolerancia inmune durante la 

implantación de blastocistos (Xiong y col., 2003). Además, posee un rol 

significativo en la carcinogénesis (Fosslien, 2000; Sabino y col., 2002; Castells y 

col., 2007). Existen dos isoformas de la ciclooxigenasa, la COX-1 y la COX-2, 

ambas intervienen en la síntesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. 

La primera isoforma contribuye con la síntesis de las prostaglandinas involucradas 

principalmente con la citoprotección gastrointestinal. La segunda es inducida en 

sitios de respuesta inflamatoria por diferentes citocinas, tales como el factor de 

necrosis tumoral alfa, la interleucina 1 α y β, el lipopolisacárido bacteriano y por 

algunos factores de crecimiento que estimulan la síntesis de la COX-2 (Fosslien, 

2000).  

Diferentes estudios demostraron que, en ciertas neoplasias humanas, incluidos los 

sarcomas, las células tumorales sobreexpresan la COX-2, no así la COX-1 

(Fosslien, 2000; Masferrer y col., 2000; Davar, 2001; Sabino y col., 2002; Castells 

y col., 2007). En este sentido, la sobreexpresión de la COX-2 en diferentes 

neoplasias fue vinculada con el proceso de transformación y progresión neoplásica 

y, además con la inducción del dolor en el cáncer (Fosslien, 2000; Castells y col., 

2007). La expresión de esta isoforma es variable dentro del tejido tumoral y entre 

diferentes tipos de tumores (Fosslien, 2000). Además, la COX-2 favorece la 

neovascularización, un hecho fundamental para el crecimiento tumoral (Castells y 
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col., 2007). Según Fosslien, (2000) durante este proceso, las nuevas células 

endoteliales sintetizaron COX-2 dentro del tumor, en cambio los vasos sanguíneos 

normales expresaron solo la COX-1 (Fosslien, 2000). De acuerdo con el estudio 

realizado por Castells y col., (2007), el uso de antiinflamatorios no esteroideos 

(AINEs) que inhiben específicamente la actividad de la COX-2, se asoció con una 

menor incidencia de neoplasias colorrectales, entre otras. 

El dolor asociado con el cáncer óseo se relaciona con la reabsorción ósea (osteólisis) 

inducida por el propio tumor y con la liberación, a partir de las células inflamatorias 

o tumorales, de compuestos prostanoides tales como las prostaglandinas quienes 

promueven y mantienen el dolor provocado por este tipo de cáncer (Payne, 1997; 

Fosslien, 2000). Además, la osteólisis induce un aumento en el número y tamaño 

de los osteoclastos activados (Clohisy y col., 1996). Los animales que manifiestan 

dolor presentan un conjunto estereotipado de cambios neuroquímicos en la médula 

espinal que parecen reflejar la sensibilidad periférica y central de las vías 

involucradas en la generación y mantenimiento del dolor (Sabino y col., 2002). 

Según Sabino y col., (2002), la inhibición crónica de la COX-2 atenuó gran parte 

de estos cambios neuroquímicos y, por consiguiente, bloqueó el dolor. Además, el 

bloqueo de esta isoforma condujo a una reducción significativa de la proliferación 

e hipertrofia de los osteoclastos y a un descenso de la osteólisis (Sabino y col., 

2002). De esta manera, los inhibidores selectivos de la COX-2 podrían ser utilizados 

para el tratamiento del dolor asociado con el cáncer por períodos extensos sin 

afectar el estado de homeostasis orgánica, dado que presentan un menor efecto 

perjudicial sobre el sistema gastrointestinal comparado con el uso de AINEs no 

selectivos (Sabino y col., 2002). Asimismo, los inhibidores selectivos de la COX-2 
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disminuyen la proliferación celular y aumentan la apoptosis tanto en las células 

tumorales como en las células endoteliales, lo que potenciaría su efecto 

antiangiogénico.  

  

I.4. Hipótesis 

La expresión de moléculas vinculadas con el comportamiento biológico de los SOs 

en perros se relaciona con la localización anatómica, los subtipos histológicos y la 

gradación tumoral.  

 

I.5. Objetivos 

  I.5.1. Objetivo general 

Identificar los subtipos de SOs en perros, aplicar un sistema de gradación 

histológica y establecer su relación con los estudios inmunohistoquímicos. 

 

   I.5.2. Objetivos específicos  

1) Clasificar los SOs en subtipos histológicos, sobre la base del sistema de 

clasificación actual de la OMS.  

2) Evaluar características tales como el sexo, la edad, la raza y la localización 

anatómica de los SOs en perros. 

3) Aplicar un sistema de gradación histológico sobre los SOs en perros. 
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4) Evaluar la expresión de moléculas tales como: PCNA, VEGF, BMP-9 y 

COX-2 y establecer su relación con la localización anatómica, el subtipo 

histológico y la GT.  

5) Contribuir en la identificación de moléculas que indiquen las propiedades 

biológicas particulares de la neoplasia, como su capacidad proliferativa y 

metastásica. 
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I. Materiales y Métodos 

 

 

 

II.1. Criterios de selección de los casos  

Las muestras analizadas en el presente trabajo correspondieron a material obtenido 

de lesiones de perros e ingresado al Servicio de Anatomía Patológica, Laboratorio 

de Patología Especial Dr. Bernardo Epstein, Facultad de Ciencias Veterinarias, 

Universidad Nacional de La Plata, durante el período 2003-2013. Todas las 

muestras se encontraban incluidas en parafina luego de haber sido fijadas en formol 

al 10 % tamponado. Las muestras se correspondían con casos diagnosticados 

oportunamente como SOs. Estas muestras habían sido fijadas con formol al 10 % 

tamponado y descalcificadas con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Anexo 

II). Se habían procesado mediante técnicas de rutina, y coloreado mediante la 

técnica de Hematoxilina y Eosina (H-E) para su posterior diagnóstico 

anatomopatológico.  

Se incluyeron sesenta y ocho casos con diagnóstico de sarcomas óseos en perros. 

Con el propósito de determinar que el material perteneciente a los casos de archivo 

reunía las condiciones para ser incluido en el trabajo, el diagnóstico 

anatomopatológico fue reevaluado y ratificado o rectificado según el caso.  

Ante la necesidad de determinar la gradación de los SOs,  se evaluaron los sesenta 

y ocho SOs y se descartaron aquellas muestras con escasas áreas tumorales, 
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hemorragias masivas y extensas áreas de necrosis. Cincuenta y un casos resultaron 

adecuados para proseguir con el estudio de la gradación de los SOs.  

Por otra parte, se realizó un estudio inmunohistoquímico a los sesenta y ocho SOs 

iniciales con el anticuerpo antivimentina para evaluar la integridad antigénica. Se 

seleccionaron cincuenta y seis casos para proseguir con el estudio 

inmunohistoquímico. 

Asimismo, la cantidad de muestras examinadas para el análisis de las variables tales 

como raza, edad, sexo y localización anatómica fueron inconstante de acuerdo con 

los datos disponibles en cada caso. 

 

II.2. Estudio histológico 

Para el estudio histológico se realizaron cortes de 5 µm de espesor. Para el análisis 

y clasificación de estos cortes, se consideró la última nómina propuesta por la 

Organización Mundial de la Salud (Slayter y col., 1994). Durante la observación 

microscópica se confirmó el diagnóstico anatomopatológico, se evaluaron el tipo 

de matriz producida por las células atípicas y los principales criterios de malignidad 

(pleomorfismo, índice mitótico y porcentaje de necrosis tumoral).  

 

II.2.1. Captura de imágenes  

Las imágenes correspondientes a los distintos cortes en estudio fueron capturadas 

mediante una cámara de video digital (Olympus DP71, Olympus, Japón) montada 

sobre un microscopio trinocular (Olympus BX50, Tokio, Japón) y conectada con 
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una computadora. El programa informático utilizado para el análisis de imágenes 

digitales fue ImagePro Plus v6.3, Media Cybernetics, EE. UU.). Las imágenes 

fueron guardadas con formato TIFF, para conservar todos los detalles observados 

con el microscopio. Todos los datos obtenidos a partir del análisis fueron 

exportados a una planilla de cálculo (Microsoft® Excel para Office® 365 MSO, 

versión 1910) para su posterior análisis estadístico. 

 

II.3. Estudio de la gradación tumoral  

En cada uno de los 51 casos analizados se evaluaron los criterios de malignidad 

utilizados para el sistema de GT propuesto por Loukopoulos y Robinson (2007), 

que considera tres parámetros histológicos: pleomorfismo nuclear, índice mitótico 

(cantidad de mitosis por 10 campos utilizando un objetivo con magnificación 40x) 

y porcentaje de necrosis. Para la determinación de la GT, los parámetros 

pleomorfismo nuclear y porcentaje de necrosis recibieron un puntaje que iba de 0 a 

3, mientras índice mitótico fue de 1 a 4 (Tabla 2). De esta manera, se obtuvo una 

puntuación tumoral de 1 a 10 para cada SO, valor que luego fue convertido en 

grados I, II o III (Tabla 3).  

Finalmente, estos valores fueron sumados para generar un grado entre I y III. Así, 

los valores en 1 y 5 se correspondieron con un grado I (GI), de 6 a 7 con un grado 

II (GII) y de 8 a 10 con un grado III (GIII).  

 

 

 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                          46 

 

Tabla 2. Puntuación de los parámetros aplicados a los sarcomas óseos analizados 

(Modificado de Loukopoulos y Robinson, 2007) 

 

 

Tabla 3. Sistema de gradación tumoral (puntuación final a partir del pleomorfismo 

nuclear, índice mitótico y porcentaje de necrosis) (Modificado de Loukopoulos y 

Robinson, 2007) 

  

 

II.4. Estudio inmunohistoquímico  

Los cortes para técnicas de IHQ fueron montados en portaobjetos con cargas 

positivas (Biotraza® HDAS001, China). Se seleccionaron, asimismo, bloques de 

órganos normales (riñón e intestino de perro) para ser incluidos como controles 

positivos de los diferentes anticuerpos. El control negativo del ensayo incluyó 

muestras procesadas de la misma manera excepto por la omisión del anticuerpo 

primario que fue reemplazado por una solución salina tamponada con fosfato (PBS: 

phosphate buffered saline). 

Las secciones de cada muestra tumoral se incubaron en estufa a 60 °C durante 30 

min para fundir la parafina. Luego, se sumergieron en gradaciones decrecientes de 

alcoholes para hidratarlos. Para bloquear la peroxidasa endógena, los portaobjetos 

se incubaron en H2O2 al 3 % durante 30 min y se lavaron con agua destilada durante 

Ausente Leve 
(<25 %)

Moderado 
(15-50 %)

Acentuado 
(>50 %)

1 a 10 11 a 20 21 a 30 >30 Ausente <15 % 15-50 % >50 %

0 1 2 3 1 2 3 4 0 1 2 3

Porcentaje de necrosisÍndice mitóticoPleomorfismo nuclear

Puntuación histológica 1 a 5 6 a 7 8 a 10
Grados I II III
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5 min, tres veces. Para la recuperación antigénica (Anexo III), los portaobjetos se 

colocaron en un recipiente con solución tamponada de citrato pH 6,0 (Anexo IV), 

y se realizó recuperación antigénica mediante horno de microondas. Los 

portaobjetos se dejaron enfriar durante 20 minutos en estufa a 25 °C, se lavaron dos 

veces con PBS (Anexo IV). Las secciones se incubaron en solución de bloqueo 

(albúmina sérica bovina y albúmina sérica caprina) a temperatura ambiente. Las 

secciones se incubaron con el anticuerpo primario en cámara húmeda a 4 °C durante 

la noche. Los anticuerpos primarios utilizados para este estudio fueron: anti-PCNA 

(monoclonal) para detectar núcleos de células en proliferación, anti-VEGFA 

(monoclonal) y anti-VEGFR-1 (policlonal) para identificar el factor de crecimiento 

del endotelio vascular A (VEGF-A) y el receptor 1 del mencionado factor 

(VEGFR- 1), respectivamente. Además, se utilizó el anticuerpo primario anti-

BMP- 9 (policlonal) con el objetivo de identificar la proteína morfogénica ósea-9 

(BMP-9). Conjuntamente, el anticuerpo anti-COX-2 (policlonal) fue utilizado para 

demostrar la presencia de ciclooxigenasa-2. Los detalles de clon, dilución y 

proveedor de cada anticuerpo se consignan en la tabla 4.  

 
Tabla 4. Anticuerpos específicos empleados para el estudio inmunohistoquímico 

de los sarcomas óseos en caninos 

Anticuerpos Clon/código Dilución Proveedor 

PCNA PC10 1:3000 Dako 

VEGF-A 26503 1:25 R&D System 

VEGFR-1 ab2350-500 1:100 Abcam 

BMP-9 sc-130703 1:100 Santa Cruz Biotechnology 

COX-2 aa584-598 1:200 Cayman Chemical 
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Luego del lavado con PBS, las muestras fueron incubadas a 25 °C durante 30 min 

con el anticuerpo secundario correspondiente. Para los anticuerpos primarios anti 

PCNA y anti-COX-2 se utilizó el EnVision® plus Kit (Dako, Carpinteria, CA, 

EE. UU.) basado en un polímero de dextrano marcado con peroxidasa de rábano 

picante (HRP) y conjugado con inmunoglobulinas anti-conejo y anti-ratón (Anexo 

V). Mediante este método, la enzima peroxidasa asociada al polímero actúa sobre 

el peróxido de hidrógeno (H2O2), que se agrega junto con el sistema revelador. El 

producto de esta reacción, a su vez, reacciona con un dador de electrones 

(cromógeno) que, finalmente, genera la formación de un producto coloreado 

insoluble y agua. Para aquellos anticuerpos primarios como el anti VEGF-A, anti 

VEGFR-1 y BMP-9 se realizó la incubación con el anticuerpo secundario universal 

del Kit HRP CytoScan® Detection System (Sigmal Aldrich, Rocklin, CA, EE. UU.) 

(Anexo V).  

Los portaobjetos se lavaron con PBS y se revelaron con 3’,3’diaminobencidina 

(DAB peroxidase substrate Kit, SK-4100; Vector Laboratories, Burlingame, 

EE. UU.). La reacción se detuvo con agua corriente. La DAB se utilizó como 

cromógeno por su capacidad de interaccionar con el producto de esta reacción 

enzimática y generar un precipitado pardo en los sitios de unión de los anticuerpos 

con los antígenos de interés. Posteriormente, se realizó una coloración de contraste 

con hematoxilina de Gill para la coloración de los núcleos. Las regiones marcadas 

positivamente se evidenciaron con una coloración pardo-dorada oscura, producto 

de la oxidación de la DAB. Finalmente se deshidrataron en alcoholes de graduación 

creciente, xilol y se montaron con cubreobjetos.  
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II.5. Análisis cualitativos y cuantitativos de la inmunomarcación  

La evaluación cualitativa de los cortes procesados mediante IHQ consistió en la 

determinación de la presencia o ausencia de marcación y la descripción de su patrón 

de marcación (citoplasmático o nuclear). De acuerdo con el criterio explicitado 

previamente, se utilizaron 56 SOs para las pruebas IHQs con los cinco anticuerpos 

propuestos. En cada caso, se contó la cantidad de células positivas por campo de 

registro de la muestra tumoral en la imagen digital. El análisis se llevó a cabo en al 

menos siete imágenes por muestra, capturadas con un objetivo con magnificación 

40x (1,0591 mm2/imagen). Los resultados del análisis cuantitativo de todas las 

moléculas se expresaron en porcentaje (%) = (células positivas/total de células 

neoplásicas en el campo) *100. De esta manera, la inmunomarcación fue expresada 

sobre la base de una puntuación de distribución definida entre los valores 0 y 4 

(Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Puntuación de la inmunomarcación de los sarcomas 
óseos según el porcentaje de células positivas 

0

1

2

3

4 entre el 75 y el 100 % 

menos del 10 % 

entre el 10 y el 25 % 

entre el 25 y el 50 % 

entre el 50 y el 75 % 
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II.6. Análisis estadístico  

Los resultados obtenidos a partir de la técnica de inmunohistoquímica fueron 

analizados mediante ANOVA y prueba t de Student (sujeto al n muestral de cada 

grupo) con el fin de establecer diferencias en la expresión de las proteínas 

estudiadas entre los SOs analizados. La comparación múltiple, para establecer las 

diferencias entre las medias de cada grupo, fue evaluada mediante la prueba post-

hoc de Tuckey. Por otro lado, se utilizó el análisis mediante tablas de contingencia 

(test de χ2) para registrar y analizar la asociación entre dos o más variables (raza, 

edad, sexo, localización anatómica, gradación tumoral y la expresión 

inmunohistoquímica de moléculas tales como PCNA, VEGF, BMP-9 y COX-2). 

Aquellos grupos que contenían una cantidad de muestras menor o igual a 2 (n ≤2), 

no fueron considerados para el análisis estadístico. 

Finalmente, en aquellos grupos de muestras que no cumplían con la distribución 

Gaussiana y la homogeneidad de varianzas, se utilizaron las pruebas de Kruskal-

Wallis y de Mann-Whitney. El nivel de significación (α) considerado para todos los 

análisis fue de P <0,05. 
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III. Resultados 

 

 

 

III.1. Aspectos de la reseña. Estudio histológico  

Los subtipos histológicos diagnosticados a partir de la evaluación histológica de los 

SOs fueron los siguientes: OSA, condrosarcoma, tumor de células gigantes y 

fibrosarcoma (Figs. 7 a 13, Fig. 14, Fig. 15 y Fig. 16, respectivamente). Dentro del 

grupo de OSAs se encontraron los siguientes subtipos histológicos: OSA 

osteoblástico productivo (Fig. 7), OSA tipo células gigantes (Fig. 8), OSA 

condroblástico (Fig. 9), OSA fibroblástico (Fig. 10), OSA osteoblástico 

moderadamente productivo (Fig. 11), OSA teleangiectásico (Fig. 12) y el OSA 

periosteal (Fig. 13).  Los OSAs fueron más frecuentes con respecto al total de los 

SOs analizados, y representó el 87 % de las neoplasias analizadas (59/68), seguido 

por el condrosarcoma 9 % (6/68). El 4 % restante lo constituyeron dos tumores de 

células gigantes y un fibrosarcoma (Fig. 17 A). Entre los OSAs, el osteoblástico 

productivo fue el de presentación más frecuente y representó el 53 % (31/59), 

seguido por el OSA tipo células gigantes 20 % (12/59), el OSA condroblástico 15 

% (9/59), el OSA fibroblástico 3 % (2/59), el OSA osteoblástico moderadamente 

productivo 3 % (2/59), el OSA teleangiectásico 3 % (2/59) y el OSA perióstico 2 

% (1/59) (Fig. 17 B).  
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 Figura 7. (A) Osteosarcoma osteoblástico productivo. Islas irregulares de matriz osteoide rodeadas 
por osteoblastos neoplásicos, H-E. (B) Osteosarcoma osteoblástico productivo, mayor detalle celular 
de la figura 7 A. Células ovaladas con macrocariosis, anisocariosis y nucléolos evidentes con diferente 
forma y tamaño. Figura mitótica (*), H-E. La barra de escala representa 50 µm (A) y 20 µm (B). 
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Figura 8. (A) Osteosarcoma tipo células gigantes. Abundantes células gigantes (    )  con características de 
osteoclastos dispersas entre los osteoblastos malignos. Presencia de islas irregulares de matriz osteoide, H-E. 
(Bi/Bii) Mayor detalle de la figura 8 A, células gigantes con múltiples núcleos con anisocariosis, H-E. La 
barra de escala representa 50 µm (A) y 20 µm (Bi y Bii). 
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Figura 9. (A) Osteosarcoma condroblástico. Células neoplásicas rodeadas por abundante matriz 
condroide y escasa matriz osteoide, H-E. (B) Mayor detalle celular de la figura 9 A. Células neoplásicas 
con macrocariosis y anisocariosis. Figura mitótica (*), H-E. La barra de escala representa 50 µm (A) y 
20 µm (B). 
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Figura 10. (A) Osteosarcoma fibroblástico. Población de células fusiformes con patrón 
arremolinado, H-E. (B) Osteosarcoma fibroblástico. Mayor detalle de la figura 10 A, presencia de 
matriz osteoide (    ) , H-E. (C) Mayor detalle celular de la figura 10 B, marcado pleomorfismo 
nuclear, núcleos hipercromáticos y figuras mitóticas (*), H-E. La barra de escala representa 100 µm 
(A), 50 µm (B) y 20 µm (C). 
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Figura 11. (A) Osteosarcoma osteoblástico moderadamente productivo, rico en células neoplásicas y 
pobre en matriz osteoide, H-E. (B) Osteosarcoma osteoblástico moderadamente productivo, mayor 
detalle celular de la figura 11 A. Comprende láminas de osteoblastos neoplásicos ovales a fusiformes con 
macrocariosis, anisocariosis y nucléolos evidentes. Hebras ocasionales de matriz eosinofílica (     ), que 
podrían corresponder a haces de colágeno o matriz osteoide. Figura mitótica (*), H-E. La barra de escala 
representa 50 µm (A) y 20 µm (B).  
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Figura 12. (A) Osteosarcoma teleangiectásico. Presencia de vasos sanguíneos separados por 
trabéculas compuestas por células neoplásicas y escasas espículas óseas, H-E. (B) Mayor detalle de la 
figura 12 A, células con atipia nuclear. Múltiples nucléolos evidentes con diferente forma y tamaño, 
H-E. La barra de escala representa 50 µm (A) y 20 µm (B). 
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Figura 13. (A) Osteosarcoma periosteal. Periostio (   ) y tejido neoplásico ( ), H-E. (B) Osteosarcoma 
periosteal. Presencia de abundantes células neoplásicas con marcado pleomorfismo, H-E. (Ci/Cii) 
Mayor detalle de la figura 13 B, células neoplásicas con macrocariosis y anisocariosis. Figura mitótica 
(*), H-E. La barra de escala representa 100 µm (A), 50 µm (B) y 20 µm (C). 
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Figura 14. (A) Condrosarcoma. Células neoplásicas con marcado pleomorfismo y núcleos 
hipercromáticos. Matriz basófila rodeando a estas células, H-E. (B) Mayor detalle de la figura 14 A, 
se observa basofilia citoplasmática heterogénea, pleomorfismo nuclear, nucléolos prominentes y 
figura mitótica (*), H-E. La barra de escala representa 50 µm (A) y 20 µm (B). 
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Figura 15. (A) Tumor de células gigantes. Abundante cantidad de células gigantes y células 
osteoblásticas malignas, H-E. (B) Mayor detalle celular de la figura 15 A: células gigantes con múltiples 
núcleos y dos o más nucléolos evidentes con diferente forma y tamaño (   ). Osteoblastos binucleados 
con anisocariosis (     ). Presencia de figura mitótica (*), H-E. La barra de escala representa 50 µm (A) 
y 20 µm (B). 
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Figura 16. Fibrosarcoma, paquetes entrelazados de tejido conectivo con un patrón característico de 
células fusiformes y una variada cantidad de colágeno, H-E. La barra de escala representa 100 µm. 
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Figura 17. A. Sarcomas óseos en perros: distribución de los subtipos histológicos. Valores 
expresados en porcentaje (%) B. Osteosarcomas en perros: frecuencia de los subtipos 
histológicos, los valores fueron expresados como números enteros. 
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La localización apendicular de los SOs fue más frecuente que la localización axial. 

Entre los SOs, el osteosarcoma tuvo una mayor frecuencia en la localización 

apendicular 78,95 % (45/57) mientras que en la localización axial fue del 21,05 % 

(12/57). Para el condrosarcoma, la frecuencia fue del 50 % para cada localización 

(3/6). El tumor de células gigantes se presentó con una frecuencia del 100 % para 

la localización apendicular. La localización del fibrosarcoma fue apendicular  (Fig. 

18; Tabla 6). De acuerdo con el análisis estadístico realizado (prueba de χ2), no se 

encontró asociación entre los subtipos de SOs y la localización anatómica (F (0,05,3) 

= 3,51; P > 0,05) (Tabla 6). En la tabla 6 se expresa la frecuencia de los subtipos de 

SOs con sus respectivos porcentajes, con respecto a la localización anatómica. La 

cantidad total de SOs analizados para estas dos variables fue 66, ya que en dos casos 

no fue especificado el sitio anatómico. 

Tabla 6. Frecuencia de los sarcomas óseos con respecto a la localización anatómica 
 

 
Los valores están expresados como números enteros y porcentaje (%). T, total.                                                                                             

 

 

Figura 18. Distribución de los sarcomas óseos según la localización anatómica. 

Sitio anatómico Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma T
Localización apendicular 45 (78,95 %) 3 (50 %) 2 (100 %) 1 (100 %) 51
Localización axial 12 (21,05 %) 3 (50 %) 15
T 57 6 2 1 66

F= 3,51
Fc(0,05,3)= 7,81
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La edad de presentación de los SOs estuvo entre los 7 y 11 años, con una edad 

promedio de 8 años. El OSA se presentó con mayor frecuencia entre los 8 y 9 años 

(21,05 %-12/57 y 22,8 %-13/57, respectivamente), seguido por el condrosarcoma, 

con una alta frecuencia entre los 8 y 10 años (3,33 %-2/6). La mayor frecuencia de 

presentación para el tumor de células gigantes fue entre los 2 y 6 años (50 %-1/2) y 

el fibrosarcoma se desarrolló en un animal de 12 años (Fig. 19). Los resultados del 

análisis estadístico entre los subtipos histológicos y la edad de presentación 

revelaron que existe una fuerte asociación entre ambas variables (F (0,05,33) = 

77,83**; P < 0,05). En la tabla 7 se expresa la frecuencia de los subtipos de SOs 

con sus respectivos porcentajes, con respecto a la edad de los perros. La cantidad 

total de SOs analizados fue de 66, ya que en dos casos no fue especificada la edad.   
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Tabla 7. Frecuencia de los sarcomas óseos con respecto a la edad 
      

              

Los valores están expresados como números enteros y porcentaje (%). T, total.                                                                                                                                                               

                                                                                  

 

Figura 19. Distribución de los sarcomas óseos según la edad. 

 

 

 

 

 

Edad Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma T
1 1 (1,75 %) 1
2 1 (50 %) 1
5 4 (7,01 %) 4
6 4 (7,01 %) 1 (50 %) 5
7 9 (15,79 %) 9
8 12 (21,05 %) 2 (33,33 %) 14
9 13 (22,80 %) 13
10 9 (15,79 %) 2 (33,33 %) 11
11 2 (3,50 %) 2
12 1 (1,75 %) 1 (16,66 %) 1 (100 %) 3
13 2 (3,50 %) 2
15 1 (16,66 %) 1
T 57 6 2 1 66

F= 77,83 **
Fc(0,05,33)= 47,40

Tendencia de la distribución de los sarcomas óseos 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                          66 

 

Con referencia al sexo, la frecuencia de SOs fue mayor en los machos con respecto 

a las hembras: en los primeros representaron el 53,85 % (35/65), mientras que en 

las hembras fue del 46,16 % (30/65). Principalmente, el OSA se presentó más en 

los machos con una frecuencia de 57,89 % (33/57), mientras que en las hembras la 

frecuencia fue de 42,10 % (24/57). En cambio, en el condrosarcoma la frecuencia 

fue mayor en las hembras con respecto a los machos, 60 % (3/5) y 40 % (2/5), 

respectivamente (Fig. 20). El tumor de células gigantes y el fibrosarcoma se 

presentaron en hembras. Los resultados del análisis estadístico demostraron que no 

existe asociación entre los subtipos histológicos de SOs y el sexo (F (0,05,33) = 4,26; 

P > 0,05). La cantidad total de SOs analizados para estas dos variables fue de 65, 

ya que en tres casos no fue especificado el sexo. En la tabla 8 se expresa la 

frecuencia de los subtipos de SOs con sus respectivos porcentajes, con respecto al 

sexo. 

Tabla 8. Frecuencia de los sarcomas óseos con respecto al sexo 
 

 
                                                                                               

Los valores están expresados como números enteros y porcentaje (%). T, total.                                                                                   

 

Figura 20. Distribución de los sarcomas óseos según el sexo. 

Sexo Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma T
Macho 33 (57,89 %) 2 (40 %) 35
Hembra 24 (42,10 %) 3 (60 %) 2 (100 %) 1 (100 %) 30

T 57 5 2 1 65
F= 4,26
Fc(0,05,3)= 7,81
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En cuanto a las razas de perros la frecuencia de SOs fue mayor en el rottweiler. 

También se presentó una mayor frecuencia en los mestizos. Se observó que en los 

casos analizados el OSA se presentó con mayor frecuencia en las razas rottweiler 

(31,58 %-18/57), ovejero alemán (10,52 %-6/57), dóberman y gran danés (5,26 %-

3/57). Los mestizos tuvieron una frecuencia de 22,80 % (13/57). El condrosarcoma 

tuvo una frecuencia de 83,33 % (5/6) para los mestizos y 16,66 % (1/6) en el 

rottweiler. Para el tumor de células gigantes se presentó uno en mestizos y uno en 

rottweiler. El único caso de fibrosarcoma se encontró en un mestizo (Fig. 21). Los 

resultados del análisis estadístico demostraron que no existe asociación entre los 

subtipos histológicos de SOs y la raza (F (0,05,54) = 13,54; P >0,05). En la tabla 9 se 

expresa la frecuencia de los subtipos de SOs con sus respectivos porcentajes, con 

respecto a la raza. La cantidad total de SOs analizados para estas dos variables fue 

de 66, ya que en dos casos no fue especificada la raza. 
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  Tabla 9. Frecuencia de los sarcomas óseos con respecto a la raza (se incluyen    
  mestizos). 
 

 
   Los valores están expresados como números enteros y porcentaje (%)  T, total.                                                                                
                                                                                               

 

 

Figura 21. Distribución de los sarcomas óseos según la raza (se incluyen mestizos). 

 

 

 

Razas y mestizo Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma T
airedale terrier 1 (1,75 %) 1
bóxer 1 (1,75 %) 1
bretón español 1 (1,75 %) 1
bull terrier 1 (1,75 %) 1
cocker español 1 (1,75 %) 1
doberman 3 (5,26 %) 3
galgo 1 (1,75 %) 1
gran danés 3 (5,26 %) 3
Labrador 1 (1,75 %) 1
mastin napolitano 1 (1,75 %) 1
mestizo 13 (22,80 %) 5 (83,33 %) 1 (50 %) 1 (100 %) 20
ovejero alemán 6 (10,52 %) 6
ovejero belga 1 (1,75 %) 1
pitbull 1 (1,75 %) 1
pointer 1 (1,75 %) 1
rottweiler 18 (31,58 %) 1 (16,66 %) 1 (50 %) 20
San Bernardo 1 (1,75 %) 1
schnauzer 1 (1,75 %) 1
setter irlandés 1 (1,75 %) 1
T 57 6 2 1 66

F= 13,54
Fc(0,05,54)= 72,15
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III. 2. Estudio de la gradación tumoral                      

 

De un total de 51 SOs analizados, 45 correspondieron a OSA. Entre ellos, el 11 % 

(5/45) de grado (G)  I, 33 % (15/45) de grado II y 56 % (25/45) fue de grado III. El 

análisis se completó con 4 condrosarcomas, de los cuales uno era de grado I, dos de 

grado II y uno de grado III; y dos tumores de células gigantes, de los cuales uno era 

de grado II y otro de grado III (Fig. 22 A; Tabla 10). Los resultados del análisis 

estadístico demostraron que no existe asociación entre los subtipos histológicos de 

SOs y los tres grados tumorales (F (0,05,4) = 1,91; P >0,05) (Fig. 23; Tabla 10).  La 

gradación tumoral entre los subtipos histológicos de OSAs se detalla en la figura 

22 B. Los resultados del análisis estadístico entre los subtipos de OSAs y los tres 

grados tumorales revelaron que existe una fuerte asociación entre ambas variables 

(F (0,05,12) = 23**; P < 0,05) (Fig. 24; Tabla 11).  En la tabla 12 se detalla el análisis 

cuantitativo de los parámetros pleomorfismo nuclear, índice mitótico y porcentaje 

de necrosis en los subtipos histológicos de los SOs. Las figuras 25, 26 y 27 muestran 

el pleomorfismo, las figuras mitóticas y la zona de necrosis respectivamente, en los 

subtipos de OSAs. 
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Figura 22. A. Gradación tumoral: porcentaje de los subtipos histológicos de sarcomas 
óseos en perros. B. Gradación tumoral: porcentaje de los subtipos histológicos de 
osteosarcomas en perros. 

 

 

 
 

a 

b 

A 

B 
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Tabla 10. Distribución de los sarcomas óseos según los tres grados tumorales 
 

 
              Los valores están expresados como números enteros. T= total                                                
 
     

 
 

Figura 23 . Frecuencia de los sarcomas óseos según los tres grados tumorales 
 
 
Tabla 11. Distribución de los subtipos de osteosarcomas según los tres grados 
tumorales 
 

          
              Los valores están expresados como números enteros. T= total                                                 
                                                                                    
 

 

Figura 24. Frecuencia de los subtipos de osteosarcomas según los tres grados tumorales 

Sarcomas óseos Grado I Grado II Grado III T

Condrosarcoma 1 2 1 4

Tumor de células gigantes 1 1 2

Osteosarcoma 5 15 25 45

T 6 18 27 51

Subtipos histológicos de osteosarcomas Grado I Grado II Grado III T
Osteosarcoma tipo células gigantes 1 4 8 13

Osteosarcoma osteoblástico productivo 6 10 16

Osteosarcoma teleangiectásico 2 2

Osteosarcoma condroblástico 1 4 4 9

Osteosarcoma fibroblástico 2 1 3

Osteosarcoma periosteal 1 1

Osteosarcoma osteoblástico moderadamente productivo 1 1

T 5 15 25 45

 

F=                  1,91 
Fc= (0,05,4)= 9,49 

F=                      23 ** 
Fc (0,05,12)=     21
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Tabla 12. Gradación tumoral de los sarcomas óseos en perros. Análisis cuantitativo 

de los parámetros histológicos pleomorfismo nuclear, índice mitótico y porcentaje 

de necrosis. 

 

 

 

 

 

N°caso diagnóstico pleomorfismo 
nuclear

índice 
mitótico

necrosis puntuación total   
grado tumoral 

1 osteosarcoma fibroblástico 2 1 0 3 grado 1
2 osteosarcoma tipo células gigantes 3 4 1 8 grado 3
3 osteosarcoma osteoblástico productivo 2 3 1 6 grado 2
4 osteosarcoma tipo células gigantes 3 4 1 8 grado 3
5 osteosarcoma teleangiectásico 3 3 3 9 grado 3
6 osteosarcoma tipo células gigantes 2 4 1 7 grado 3
7 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 3 1 7 grado 3
8 osteosarcoma tipo células gigantes 3 2 1 6 grado 2
9 osteosarcoma condroblástico 3 2 1 6 grado 2
10 osteosarcoma condroblástico 3 4 1 8 grado 3
11 osteosarcoma fibroblástico 1 1 1 3 grado 1
12 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 2 1 6 grado 2
13 osteosarcoma tipo células gigantes 3 2 1 6 grado 2
14 osteosarcoma condroblástico 3 2 1 6 grado 2
15 osteosarcoma condroblástico 3 4 1 8 grado 3
16 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 3 2 8 grado 3
17 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 3 2 8 grado 3
18 osteosarcoma tipo células gigantes 3 4 1 8 grado 3
19 osteosarcoma condroblástico 2 1 0 3 grado 1
20 osteosarcoma tipo células gigantes 3 4 1 8 grado 3
21 osteosarcoma periosteal 3 4 1 8 grado 3
22 osteosarcoma tipo células gigantes 2 3 1 6 grado 2
23 osteosarcoma tipo células gigantes 2 1 0 3 grado 1
24 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 1 8 grado 3
25 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 2 9 grado 3
26 osteosarcoma tipo células gigantes 3 4 2 9 grado 3
27 osteosarcoma tipo células gigantes 3 3 2 8 grado 3
28 osteosarcoma teleangiectásico 3 4 1 8 grado 3
29 osteosarcoma fibroblástico 2 3 1 7 grado 2
30 osteosarcoma osteoblástico productivo 2 3 1 7 grado 2
31 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 1 8 grado 3
32 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 3 0 6 grado 2
33 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 3 3 9 grado 3
34 osteosarcoma condroblástico 3 3 3 9 grado 3
35 osteosarcoma condroblástico 3 4 1 8 grado 3
36 osteosarcoma tipo células gigantes 2 4 1 7 grado 2
37 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 2 9 grado 3
38 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 2 9 grado 3
39 osteosarcoma osteoblástico moderadamente productivo 2 4 2 8 grado 3
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Tabla 12. (Cont.) Gradación tumoral de los sarcomas óseos en perros. Análisis 

cuantitativo de los parámetros histológicos pleomorfismo nuclear, índice mitótico 

y porcentaje de necrosis. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N°caso diagnóstico pleomorfismo 
nuclear

índice 
mitótico

necrosis puntuación total   
grado tumoral 

40 osteosarcoma osteoblástico productivo 2 2 2 6 grado 2
41 osteosarcoma tipo células gigantes 2 4 3 9 grado 3
42 osteosarcoma osteoblástico productivo 2 4 1 7 grado 2
43 osteosarcoma condroblástico 2 4 0 6 grado 2
44 osteosarcoma condroblástico 2 4 0 6 grado 2
45 osteosarcoma osteoblástico productivo 3 4 2 9 grado 3
46 condrosarcoma 1 1 0 2 grado 1
47 condrosarcoma 2 4 0 6 grado 2
48 condrosarcoma 2 4 2 8 grado 3
49 condrosarcoma 2 4 0 6 grado 2
50 tumor de células gigantes 3 4 3 10 grado 3
51 tumor de células gigantes 3 3 1 7 grado 2
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Figura 25. Osteosarcoma en perros: pleomorfismo. 

A. Osteosarcoma osteoblástico productivo. Pleomorfismo 1 (leve): células neoplásicas con 

escaso pleomorfismo, H-E. La barra de escala representa 20 µm. 

B. Osteosarcoma tipo células gigantes. Pleomorfismo 3 (acentuado): células neoplásicas con 

marcado pleomorfismo, H-E. La barra de escala representa 20 µm. 

 

 

 

 

Figura 26. Osteosarcoma en perros: mitosis. 

A.  Osteosarcoma osteoblástico moderadamente productivo. Índice mitótico 1: figura mitótica 

(*), H-E. La barra de escala representa 20 µm.  

B. Osteosarcoma osteoblástico productivo. Índice mitótico 3: abundantes figuras mitóticas (*), 

H-E. La barra de escala representa 20 µm. 

* 

A 
* 

* 

* 

B 

* 

B A 
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Figura 27. Osteosarcoma en perros: necrosis. 

 A. Osteosarcoma osteoblástico productivo. Porcentaje de necrosis 0: no se observan áreas de 

necrosis, H-E. La barra de escala representa 50 µm. 

 B. Osteosarcoma tipo células gigantes. Porcentaje de necrosis 3: extensa área de necrosis (    ), 

H-E. La barra de escala representa 50 µm. 
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III.3. Estudio de la localización anatómica con respecto a los tres grados 

tumorales 

 

Los SOs de localización apendicular fueron 38 (76 %), de los cuales el 10,52 % 

(4/38) fue de grado I, el 31,58 % (12/38) de grado II y el 57,9 % (22/38) de grado 

III. Los SOs de localización axial fueron 12 (24 %), de los cuales el 16,7 % (2/12) 

fueron de grado I; el 50 % (6/12) de grado II y el 33,33 % (4/12) de grado III (Fig. 

28).  Los resultados del análisis estadístico demostraron que no existe asociación 

entre la localización anatómica y los tres grados tumorales (F (0,05,2) = 2,20; P > 

0,05). En tabla 13 se expresa la frecuencia de la localización anatómica con sus 

respectivos porcentajes, con respecto a los tres grados tumorales. 

Tabla 13. Distribución de la localización anatómica según los tres grados 
tumorales  
 

             

Los valores están expresados como números enteros y porcentaje (%). G, gradación. T, totales                                                                        
 

 

Figura 28. Frecuencia de la localización anatómica según los tres grados tumorales  

Gradación tumoral Localización Apendicular Localización  Axial T
GI 4 (10,52 %) 2 (16,70 %) 6 (12 %)
GII 12 (31,58 %) 6 (50 %) 18 (36 %)
GIII 22 (57,90 %) 4 (33,33 %) 26 (52 %)
T 38 (76 %) 12 (24 %) 50 (100%)

F= 2,20

Fc(0,05,2)= 5,99
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III. 4. Estudios inmunohistoquímicos cualitativos y cuantitativos                                    

III.4.1. PCNA  

En todos los casos de SOs se encontró inmunomarcación para el PCNA. La 

inmunomarcación mostró un patrón limitado al núcleo (Fig. 29). El porcentaje de 

células que expresaron el PCNA en los diferentes subtipos histológicos de SOs se 

muestra en la tabla 14. Asimismo, dentro del grupo de OSA, el porcentaje de células 

positivas para el PCNA se detalla en la tabla 19. 

Tabla 14. Porcentaje de células que expresaron el PCNA en los subtipos de 

sarcomas óseos 

 

 
  
 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

células atípicas positivas para el PCNA entre los subtipos histológicos de SOs (P= 

0,33754; P >0,05). 

 

 

 

Valores asignados* Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma
0 5 % NR
1 52 % 25 % 50 %

PCNA 2 40 % 75 % 50 %
3
4 2 %

*Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %;
 4, entre 75 y 100 %. NR: muestra no representativa.
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Figura 29. (A) Inmunohistoquímica anti-PCNA. Inmunorreactividad intranuclear en células 
neoplásicas (marrón). (B) Inmunohistoquímica anti-PCNA. Mayor detalle de la inmunorreactividad 
intranuclear (marrón) en las células neoplásicas de la figura 29 A. La barra de escala representa 50 
µm (A) y 20 µm (B). 
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III.4.2. VEGF-A 

La inmunomarcación para el VEGF-A mostró un patrón limitado al citoplasma 

(Fig. 30). El porcentaje de células que expresaron el VEGF-A en los diferentes 

subtipos histológicos de SOs se muestra en la tabla 15. Asimismo, el porcentaje de 

células positivas para el VEGF-A dentro del grupo de OSA se detalla en la tabla 

19. 

Tabla 15. Porcentaje de células que expresaron el VEGF-A en los subtipos de 

sarcomas óseos 
 

 
 
 
 
 
 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de células 

atípicas positivas para el VEGF-A entre los subtipos histológicos de SOs (P= 

0,016425**; P <0,05). 

 

 

 

 

 

Valores asignados* Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma
0 20 % 50 % NR
1 36 % 60 % 50 %

VEGF-A 2 32 % 20 %
3 21 %
4 11 %

*Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %;
 4, entre 75 y 100 %. NR: muestra no representativa.
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Figura 30. (A) Inmunohistoquímica anti-VEGF-A. Inmunorreactividad intracitoplasmática en células 
neoplásicas (marrón). (B) Inmunohistoquímica anti-VEGF-A. Mayor detalle de la inmunorreactividad 
intracitoplasmática (marrón) en las células neoplásicas de la figura 30 A. La barra de escala representa 
50 µm (A) y 20 µm (B). 
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III.4.3. VEGFR-1                                                                                   

La inmunomarcación para el VEGFR-1 mostró un patrón limitado al citoplasma 

(Fig. 31). El porcentaje de células que expresaron el VEGFR-1 en los diferentes 

subtipos histológicos de SOs se muestra en la tabla 16. Asimismo, el porcentaje de 

células positivas para el VEGFR-1 dentro del grupo de OSA se detalla en la tabla 

19. 

Tabla 16. Porcentaje de células que expresaron el VEGFR-1 en los subtipos de 

sarcomas óseos 

 

 
 
 
 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

células atípicas positivas para el VEGFR-1 entre los subtipos histológicos de SOs 

(P= 0,385022; P >0,05). 

 

 

 

 

Valores asignados* Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma
0 NR
1 19 % 50 %

VEGFR-1 2 38 % 25 % 50 %
3 16 %
4 47 % 75 %

*Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %;
 4, entre 75 y 100 %. NR: muestra no representativa.
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Figura 31. (A) Inmunohistoquímica anti-VEGFR-1. Inmunorreactividad intracitoplasmática en 
células neoplásicas (marrón). (B) Inmunohistoquímica anti-VEGFR-1. Mayor detalle de la 
inmunorreactividad intracitoplasmática (marrón) en las células neoplásicas de la figura 31 A. La barra 
de escala representa 50 µm (A) y 20 µm (B). 
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III.4.4. BMP-9                                                                                                                            

La inmunomarcación de BMP-9 mostró un patrón limitado al citoplasma (Fig. 32). 

El porcentaje de células que expresaron la BMP-9 en los diferentes subtipos 

histológicos de SOs se muestra en la tabla 17. Asimismo, dentro del grupo de OSA, 

el porcentaje de células positivas para la BMP-9 se detalla en la tabla 19. 

Tabla 17. Porcentaje de células que expresaron el BMP-9 en los subtipos de 

sarcomas óseos 

 

 
 
  

 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

células atípicas positivas para la BMP-9 entre los subtipos histológicos de SOs (P= 

0,10852; P >0,05).  

 

 

 

 

 

 

Valores asignados* Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma
0 3 %
1 24 % 50 %

BMP-9 2 36 % 25 % 50 %
3 12 % 50 % 100 %
4 24 % 25 %

*Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %;
 4, entre 75 y 100 %. NR: muestra no representativa.
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 Figura 32. (A) Inmunohistoquímica anti-BMP-9. Inmunorreactividad intracitoplasmática en células 
neoplásicas (marrón). (B) Inmunohistoquímica anti-BMP-9. Mayor detalle de la inmunorreactividad 
intracitoplasmática (marrón) en las células neoplásicas de la figura 32 A. La barra de escala representa 50 
µm (A) y 20 µm (B). 
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III.4.5. COX-2                                                                                                          

La inmunomarcación para la COX-2 mostró un patrón limitado al citoplasma (Fig. 

33). El porcentaje de células que expresaron la COX-2 en los diferentes subtipos 

histológicos de SOs se muestra en la tabla 18. Dentro del grupo de OSA, el 

porcentaje de células positivas para la COX-2 se detalla en la tabla 19. 

Tabla 18. Porcentaje de células que expresaron el COX-2 en los subtipos de 

sarcomas óseos 

 

 
 
 
 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

células atípicas positivas para la COX-2 entre los subtipos histológicos de SOs (P= 

0,601222; P > 0,05). 

 

 

 

 

 

 

Valores asignados* Osteosarcoma Condrosarcoma Tumor de células gigantes Fibrosarcoma
0 71 % 50 % 100 % NR
1 25 % 25 %

COX-2 2 4 % 25 %
3
4

*Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %;
 4, entre 75 y 100 %. NR: muestra no representativa.
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 Figura 33. Inmunohistoquímica anti-COX-2. (A) Inmunorreactividad intracitoplasmática en células 
neoplásicas (marrón). (B) Inmunohistoquímica anti-COX-2. Mayor detalle de la inmunorreactividad 
intracitoplasmática (marrón) en las células neoplásicas de la figura 33 A (        ). La barra de escala representa 
50 µm (A) y 20 µm (B). 
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Tabla 19. Análisis cuantitativo de la marcación inmunohistoquímica de PCNA, 

VEGF-A, VEGFR-1, BMP-9 y COX-2 de los sarcomas óseos en perros. 

 

Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células positivas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, 
entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %; 4, entre 75 y 100 %; NR, muestra no representativa. 
OSA: osteosarcoma. 
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Tabla 19. (Cont.) Análisis cuantitativo de la marcación inmunohistoquímica de 

PCNA, VEGF-A, VEGFR-1, BMP-9 y COX-2 de los sarcomas óseos en perros. 

 
Valores asignados: 0, menos del 10 % de las células teñidas; 1, entre el 10 y el 25 %; 2, 
entre el 25 y el 50 %; 3, entre 50 y 75 %; 4, entre 75 y 100 %; NR, muestra no representativa. 
OSA: osteosarcoma. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° caso diagnóstico PCNA VEGF-A VEGFR-1 BMP-9 COX-2
38 OSA condroblástico 1 3 2 4 1

39 OSA condroblástico 1 3 4 4 1

40 OSA condroblástico 2 3 4 4 NR

41 OSA condroblástico 2 NR NR NR NR

42 OSA condroblástico NR NR NR NR NR

43 OSA condroblástico NR NR NR NR NR

44 OSA fibroblástico 0 2 1 2 0

45 OSA fibroblástico 1 3 2 2 NR

46 OSA teleangiectásico 0 NR 1 NR 0

47 OSA teleangiectásico 2 NR NR NR NR

48 OSA periosteal NR NR NR NR NR

49 condrosarcoma 1 0 2 2 0

50 condrosarcoma 2 1 4 3 0

51 condrosarcoma 2 1 4 3 1

52 condrosarcoma 2 1 4 4 2

53 condrosarcoma NR 2 NR NR NR

54 tumor de células gigantes 1 0 1 1 0

55 tumor de células gigantes 2 1 2 2 0

56 fibrosarcoma NR NR NR 3 NR
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III.5. Estudio de la localización anatómica con respecto a la inmunomarcación 

PCNA, VEGF-A, VEGFR-1, BMP-9 y COX-2  

 

III.5.1. Localización anatómica y PCNA 

El valor promedio de expresión del PCNA en los SOs fue 27 % en aquellos de 

localización apendicular y de 19 % en los de localización axial (Fig. 34).  El análisis 

estadístico mostró diferencias significativas en el porcentaje de expresión del 

PCNA con respecto a la localización anatómica de los SOs (P= 0,046286*; P 

<0,05). 

 

Figura 34. Porcentaje de expresión del PCNA con respecto a la localización anatómica. 

AP = apendicular; AX = axial. Valores expresados en promedio ± desvío estándar. 

 

III.5.2. Localización anatómica y VEGF-A 

El valor promedio de expresión del VEGF-A en los SOs fue 34 % en aquellos de 

localización apendicular y 37 % en los de localización axial (Fig. 35). El análisis 

estadístico no mostró diferencias significativas en el porcentaje de expresión del 

VEGF-A con respecto a la localización anatómica de los SOs (P= 0,815945; P 

>0,05).  
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Figura 35. Porcentaje de expresión del VEGF-A con respecto a la localización 

anatómica. AP = apendicular; AX = axial. Valores expresados en promedio ± desvío 

estándar. 

 

III.5.3. Localización anatómica y VEGFR-1                                                                                   

El valor promedio de la expresión del VEGFR-1 en los SOs fue 60 % en aquellos 

de localización apendicular y 53 % en aquellos con localización axial (Fig. 36).  El 

análisis estadístico no mostró diferencias significativas en el porcentaje de 

expresión del VEGFR-1 con respecto a la localización anatómica de los SOs (P= 

0,345893; P >0,05). 
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Figura 36. Porcentaje de expresión del VEGFR-1 con respecto a la localización 

anatómica. AP = apendicular; AX = axial. Valores expresados en promedio ± desvío 

estándar. 

 

III.5.4. Localización anatómica y BMP-9                                                                                                                             

El valor promedio de la expresión de la BMP-9 en los SOs fue 47 % en aquellos de 

localización apendicular y 53 % en los de localización axial (Fig. 37).  El análisis 

estadístico no mostró diferencias significativas en el porcentaje de expresión de la 

BMP-9 con respecto a la localización anatómica de los SOs (P= 0,73; P >0,05). 

 

Figura 37. Porcentaje de expresión de la BMP-9 con respecto a la localización anatómica. 

AP = apendicular; AX = axial. Valores expresados en promedio ± desvío estándar. 
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III.5.5. Localización anatómica y COX-2                                                                                                          

El valor promedio de la expresión de la COX-2 en los SOs fue 8 % en aquellos de 

localización apendicular y 8 % en aquellos con localización axial (Fig. 38). El 

análisis estadístico no mostró diferencias significativas en el porcentaje de 

expresión de la COX-2 con respecto a la localización anatómica de los SOs (P= 

0,696134; P >0,05). 

 

Figura 38. Porcentaje de expresión de la COX-2 con respecto a la localización anatómica. 

AP = apendicular; AX = axial. Valores expresados en promedio ± desvío estándar. 
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III.6. Estudio de la gradación tumoral con respecto a la inmunomarcación 

PCNA, VEGF-A, VEGFR-1, BMP-9 y COX-2   

 

III.6.1. Gradación tumoral y PCNA 

El valor promedio de la expresión del PCNA en los SOs de grado I fue de 24 %, 

en los de grado II fue de 23 % y en los de grado III fue de 23 % (Fig. 39). No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

expresión del PCNA entre los tres grados tumorales (F(2, 41)= 0,01, P= 0,9941). 

 

 

Figura 39. Porcentaje de expresión del PCNA con respecto a los tres grados tumorales. 

G= grado. Valores expresados en promedio ± desvío estándar. 

 

III.6.2. Gradación tumoral y VEGF-A 

El valor promedio de la expresión del VEGF-A en los SOs de grado I fue de 41 

%, en los de grado II fue de 33 % y en los de grado III fue de 30 % (Fig. 40). No 

se observaron diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

PCNA 
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expresión del VEGF-A entre los tres grados tumorales (F(2, 29)= 0,39; P= 

0,679973). 

 

Figura 40. Porcentaje de expresión del VEGF-A con respecto a los tres grados tumorales. 

G= grado. Valores expresados en promedio ± desvío estándar.   

 

   III.6.3. Gradación tumoral y VEGFR-1                                                                                   

El valor promedio de la expresión del VEGFR-1 en los SOs de grado I fue 35 %, 

en los de grado II fue 45 % y en los de grado III fue 68 % (Fig. 41). El análisis 

estadístico con respecto al porcentaje de expresión del VEGFR-1 entre los tres 

grados tumorales reveló diferencias significativas (F (2, 30)= 4,29, P= 0,022968*) 

 

Figura 41. Porcentaje de expresión del VEGFR-1 con respecto a los tres grados tumorales. 

G= grado. Valores expresados en promedio ± desvío estándar.   
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III.6.4. Gradación tumoral y BMP-9                                                                                                                            

El valor promedio de expresión de la BMP-9 en los SOs fue 45 % en los de grado 

I, 42 % en los de grado II y 55 % en los de grado III (Fig. 42). No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de expresión de la BMP-

9 entre los tres grados tumorales (F(2, 34)= 0,94; P= 0,39901). 

 

Figura 42. Porcentaje de expresión de la BMP-9 con respecto a los tres grados tumorales. 

G= grado. Valores expresados en promedio ± desvío estándar.   

 

III.6.5. Gradación tumoral y COX-2                                                                                                          

El valor promedio de la expresión de la COX-2 en los SOs fue 7 % en los de grado 

I; 7 % en los de grado II y 9 % en los de grado III (Fig. 43). No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de expresión de la COX-

2 entre los tres grados tumorales (F(2, 29)= 0,11; P= 0,896373). 
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Figura 43. Porcentaje de expresión de la COX-2 con respecto a los tres grados tumorales. 

G= grado. Valores expresados en promedio ± desvío estándar.   
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IV. Seguimiento clínico 

 

 

 

IV.1. Pacientes: su selección y seguimiento 

Se seleccionaron tres perros con diagnóstico clínico y anatomopatológico de SO 

ingresados al Hospital Escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP 

en el período comprendido entre 2015 y 2017. Se elaboró una planilla que fue 

entregada a los/as profesionales veterinarios/as del Hospital Escuela para su 

seguimiento y cuyos datos se detallan en el anexo VI.  

Los/las médicos/as veterinarios/as realizaron controles semestrales (o más 

frecuentes cuando se consideró necesario en función de la evolución clínica). Estos 

controles consistieron en el examen físico y en estudios de laboratorio, 

radiográficos y/o ultrasonográficos correspondientes en los casos en que se 

detectaron signos atribuibles a la presencia de metástasis. 

 

IV.2. Constatación de la muerte relacionada con la neoplasia      

En ningún caso se obtuvo el consentimiento de los propietarios para la realización 

de la necropsia de los animales. 

Luego de culminado el período de seguimiento, las pacientes se clasificaron según 

su supervivencia* en uno de los siguientes grupos (Diessler, 2009): 

 
* Excepto que se realice alguna aclaración en contrario, la palabra “supervivencia” alude a la supervivencia global y no a 
la supervivencia libre de enfermedad. 
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• Pacientes con supervivencia baja (SB): muerte dentro de los primeros seis 

meses a partir del diagnóstico histopatológico.  

• Pacientes con supervivencia media (SM): muerte entre seis y dieciocho 

meses.  

• Pacientes con supervivencia alta (SA): muerte luego de dieciocho meses, o 

vivo en el momento de completar los resultados. 

 

IV.3. Información obtenida de cada uno de los pacientes (casos) 

Caso 1. Se presentó a la consulta (septiembre de 2015) un perro bóxer, macho, de 

4 años. El motivo de consulta fue la claudicación del miembro torácico izquierdo. 

Se solicitaron radiografías de la zona de la articulación escápulo-humeral izquierda. 

En el estudio radiológico se observó lisis ósea y reacción perióstica incipiente de la 

diáfisis y de la epífisis proximal del húmero. En el diagnóstico presuntivo se 

consideraron que estas lesiones podrían ser compatibles con un proceso 

inflamatorio o neoplásico. En octubre de 2015 se realizó un tratamiento quirúrgico 

con amputación alta del miembro torácico izquierdo. Se remitió la muestra al 

Laboratorio de Patología Especial Veterinaria Dr. Bernardo Epstein y el diagnóstico 

anatomopatológico fue OSA osteoblástico productivo, con una gradación tumoral 

alta (GIII). Por consiguiente, se inició tratamiento médico con quimioterapia. El 

tratamiento quimioterápico consistió en 3 dosis de carboplatino (300 mg/m2) con 

un intervalo de 21 días entre cada dosis. Los propietarios decidieron discontinuar el 

tratamiento durante 2 meses. Posteriormente, se retomó el tratamiento inicial con 3 

dosis de carboplatino (300 mg/m2) cada 21 días; por decisión de los propietarios 

no se continuó con el tratamiento.  
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Durante el seguimiento se realizaron controles iniciales una vez al mes y luego cada 

2 meses, que consistieron en hemogramas, radiografías de tórax y del miembro 

torácico derecho. En el séptimo control (mayo de 2017) se solicitó un nuevo estudio 

radiológico del miembro torácico derecho y se halló una reacción perióstica en 

húmero, radio, cúbito y metacarpianos, compatible con una osteopatía hipertrófica. 

Por otra parte, en el estudio radiológico del tórax se evidenció un nódulo (menos de 

2 mm de diámetro) en el campo medio caudal izquierdo. Posteriormente se realizó 

la eutanasia con el consentimiento de los propietarios, que no accedieron a realizar 

la necropsia. Este paciente se consideró dentro del grupo SA. 

Caso 2. Se presentó a la consulta (junio de 2016) un perro, mestizo, macho, de 10 

años. El motivo de la consulta fue claudicación del miembro pelviano derecho y 

neoformación en distal de la tibia. En el estudio radiológico se observó una lesión 

osteolítica agresiva en el extremo distal de la tibia compatible con una neoplasia 

ósea. Se realizó un tratamiento quirúrgico con la amputación alta del miembro. Se 

remitió la muestra al Laboratorio de Patología Especial Veterinaria Dr. Bernardo 

Epstein y el diagnóstico anatomopatológico fue OSA osteoblástico productivo, con 

una gradación tumoral alta (GIII). Continuaron con un tratamiento médico en base 

a drogas quimioterápicas. El tratamiento quimioterápico consistió en una primera 

aplicación de doxorrubicina (30 mg/m2) que se repitió a los 21 días. Sin embargo, 

el animal tuvo que ser hospitalizado debido a una descompensación que sufrió 

posterior al tratamiento motivo por el cual se discontinuó definitivamente con el 

tratamiento quimioterápico. Continuó con los seguimientos y controles clínicos 

respectivos. En agosto de 2017 se realizó un control clínico que incluyó una 

ecografía abdominal y radiografía de tórax. Las imágenes ecográficas no 
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evidenciaron metástasis a nivel abdominal y no presentó hallazgos radiológicos 

compatible con metástasis en el momento del estudio. Actualmente se encuentra 

estable con controles clínicos cada 6 meses. El último control del paciente se realizó 

en diciembre de 2019. Este paciente se consideró dentro del grupo SA. 

Caso 3. Se presentó a la consulta (abril de 2017) un perro rottweiler, macho, de 8 

años. El motivo de la consulta fue claudicación del miembro torácico derecho, de 

tres semanas de evolución. Se solicitó realizar un estudio radiológico del miembro, 

donde se observó una lesión osteomielítica de la epífisis proximal del húmero 

derecho, sugestiva de neoplasia ósea. En principio, se procedió a realizar un 

tratamiento quirúrgico que consistió en la amputación alta del miembro. Se remitió 

la muestra al Laboratorio de Patología Especial Veterinaria Dr. Bernardo Epstein y 

el diagnóstico anatomopatológico fue OSA osteoblástico productivo, con una 

gradación tumoral alta (GIII). El tratamiento médico consistió en 7 aplicaciones de 

doxorrubicina (30 mg/m2) con un intervalo de 21 días. Previamente a cada dosis se 

realizó un ecocardiograma de control debido a la cardiotoxicidad que produce la 

doxorrubicina en esta raza. En mayo de 2018 el paciente ingresó a la consulta por 

decaimiento e inapetencia. Se realizó un examen clínico y se indicó análisis de 

sangre, ecografía abdominal y radiografía de tórax. En el estudio ecográfico se halló 

una neoformación en el riñón derecho y linfadenomegalia ilíaca. Bajo sedación se 

realizó una punción ecoguiada de la neoformación en riñón y del linfonódulo para 

su estudio citológico. El diagnóstico citológico fue neoplasia mesenquimática 

maligna compatible con metástasis del tumor primario OSA. Por otra parte, no se 

encontraron hallazgos radiológicos en el tórax. A continuación, los propietarios 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                          101 

 

decidieron la eutanasia y no accedieron a realizarle la necropsia. Este paciente se 

consideró dentro del grupo SM. 

Si bien la cantidad de casos clínicos fue solamente de tres casos, dos de ellos 

correspondieron a razas con alto riesgo de desarrollo de OSA, el rottweiler y el 

bóxer (Thompson y Dittmer, 2017). En los tres casos, el diagnóstico fue OSA 

osteoblástico productivo. En coincidencia con lo citado por los diferentes autores, 

fue el subtipo histológico de presentación más frecuente (Brodey y col., 1969; 

Thompson y Dittmer,  2017). En todos los casos la gradación fue alta (GIII). En dos 

de los casos la edad de presentación fue entre los 8 y 10 años y la localización 

anatómica fue en el miembro torácico, en coincidencia con otros autores (Misdorp 

y Hart, 1979; Heyman y col., 1992; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016). De 

acuerdo con el estudio realizado por Belda y col., (2016) el tiempo promedio de 

sobrevida luego de la amputación seguida de quimioterapia adyuvante varían entre 

104 y 413 días, sin diferencias significativas para doxorubicina con respecto al 

carboplatino como agentes quimioterápicos únicos, con tasas de supervivencia 

media al año del 34 al 50 %. Sin embargo, el tiempo de sobrevida a los dos años es 

más alta con carboplatino (Kent y col., 2004). Según Belda y col., (2016) no se 

hallaron diferencias en el tiempo de supervivencia alternando el tratamiento con 

carboplatino y doxorrubicina, tampoco con la aplicación de quimioterapia antes, 

durante o hasta 3 semanas después de la cirugía. En los casos clínicos evaluados en 

esta tesis se encontró que el caso 1 presentó un tiempo de sobrevida más extenso 

(600 días) comparado con el caso 3 (390 días). En coincidencia con lo descripto por 

Kent y col., (2004), la sobrevida fue mayor en aquel paciente tratado con 

carboplatino. De acuerdo con lo descripto por Saam y col., (2011), la quimioterapia 
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adyuvante extiende la supervivencia de los perros con OSA apendicular, sin 

embargo, en medicina veterinaria no se ha establecido un protocolo óptimo. 

Además, Saam y col., (2011) hallaron que el tratamiento con carboplatino 

adyuvante fue bien tolerado y el tiempo promedio de sobrevida fue de 277 días con 

una tasa de supervivencia al año, dos años y tres años del 36 %, 22 % y 19 % 

respectivamente. Según Szewczyk y col., (2015) actualmente el método más eficaz 

para el tratamiento del OSA en los perros es combinar el tratamiento quirúrgico con 

quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, para los/las profesionales 

veterinarios/as sigue siendo un desafío mejorar la actividad antitumoral y la 

frecuencia de metástasis con los mínimos efectos secundarios de estos fármacos 

citostáticos (Szewczyk y col., 2015). En medicina humana y veterinaria el estudio 

IHQ no es utilizado habitualmente para el diagnóstico de los SOs como sí lo es para 

los sarcomas de tejidos blandos, sin embargo, es utilizado en circunstancias que así 

lo requieran (Thompson y Dittmer, 2017). Creemos que el estudio IHQ podría 

evidenciar blancos terapéuticos y, en este sentido, ajustar una terapéutica adecuada 

para cada perro con SO de manera similar a lo que en la actualidad se está realizando 

sobre pacientes humanos (Czerniak y Dorfman, 2016).  
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V. Discusión 

 

 

 

Los SOs primarios se observan con frecuencia en perros y gatos, aunque también 

se presentan ocasionalmente en otros animales domésticos (Slayter y col., 1994). 

Dentro de los principales subtipos de SOs, el OSA es el más común que se 

desarrolla en perros y gatos, con una frecuencia del 80 % y 50 % respectivamente 

(Brodey y col., 1969; Ehrhart y col., 2013). En nuestro estudio, el OSA fue la 

neoplasia de presentación más frecuente, seguido por el condrosarcoma, el tumor 

de células gigantes y el fibrosarcoma que representaron un porcentaje bajo entre los 

SOs analizados. Estos resultados concuerdan con lo comunicado previamente por 

otros autores (Brodey y col., 1969; Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016; 

Thompson y Dittmer,  2017). Asimismo, en el presente trabajo se halló que, dentro 

de los subtipos histológicos de OSAs, el OSA osteoblástico productivo fue el más 

frecuente, seguido por el OSA tipo células gigantes y el OSA condroblástico. En 

este sentido, Craig y col., (2016) destacaron el OSA osteoblástico productivo como 

el subtipo de presentación más frecuente, lo que concuerda con lo hallado en este 

estudio. En este contexto, para arribar a un diagnóstico definitivo, es preciso 

considerar las características histológicas, aspectos de la reseña, tales como la raza, 

la edad, el sexo; como así también el sitio anatómico de la lesión, la evolución y los 

estudios radiológicos. Dichos datos constituyen aportes necesarios, especialmente 
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cuando se trata de material de biopsia poco representativo de la lesión que podría 

conducir a errores en el diagnóstico (Thompson y Dittmer,  2017). Diferentes 

autores mencionaron que la localización anatómica más frecuente de los SOs, 

particularmente del OSA, es el esqueleto apendicular, con un comportamiento más 

agresivo con respecto al OSA axial (Loukopoulos y Robinson, 2007; Craig y col., 

2016; Thompson y Dittmer, 2017). En coincidencia con estos autores, en el presente 

estudio los SOs se presentaron con mayor frecuencia en el esqueleto apendicular. 

Asimismo, dentro de los subtipos de SOs, el OSA con localización apendicular fue 

el de presentación más frecuente. El condrosarcoma, el tumor de células gigantes y 

el fibrosarcoma se presentaron con una baja frecuencia en ambas localizaciones.  

En este trabajo la edad promedio hallada para los SOs fue de 8,7 años. Además, 

para el OSA y condrosarcoma, se encontró una mayor frecuencia entre los 8 y 10 

años, en coincidencia con lo hallado por otros autores (Misdorp y Hart, 1979; 

Heyman y col., 1992; Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). Por otro lado, 

observamos para el tumor de células gigantes y el fibrosarcoma mayor frecuencia 

de presentación entre los 2 y 6 años y a los 12 años, respectivamente. Dichos 

resultados demostraron una asociación estadísticamente significativa entre el 

subtipo histológico de SOs y la edad. Schmidt y col., (2013) consideraron la edad 

como un factor pronóstico asociado con la mortalidad y alta incidencia de 

metástasis. No obstante, en el presente estudio no se incluyeron estudios de 

seguimiento y sobrevida.  

Según se consignó en “Resultados” los SOs fueron más frecuentes en los machos. 

Igualmente, se observó que, dentro de los principales subtipos de SOs, el OSA se 

presentó con mayor frecuencia en machos. Estos resultados concuerdan con 
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diferentes estudios previos que encontraron una mayor frecuencia de OSA en los 

machos (Brodey y col., 1969; Misdorp y Hart, 1979; Spodnick y col., 1992; 

Kirpensteijn y col., 2002; Craig y col., 2016; Thompson y Dittmer, 2017). Para el 

caso del condrosarcoma, la presentación en este estudio fue mayor en las hembras 

en coincidencia con lo mencionado por otros autores (Craig y col., 2016; Thompson 

y Dittmer, 2017). El tumor de células gigantes y el fibrosarcoma se presentaron 

también con mayor frecuencia en las hembras. 

Por otra parte, en los casos estudiados en el presente trabajo la frecuencia de los 

SOs, en particular el OSA, fue mayor en razas grandes en coincidencia con lo 

hallado en estudios previos (Ehrhart y col., 2013; Craig y col., 2016; Thompson y 

Dittmer, 2017). Conjuntamente, se encontró que el OSA se presentó con mayor 

frecuencia en el rottweiler, seguido por mestizos, ovejero alemán, gran danés y 

dóberman. El condrosarcoma tuvo una mayor frecuencia en mestizos seguido por 

el rottweiler; mientras que el tumor de células gigantes se presentó con una 

frecuencia similar en mestizos y rottweiler. El único caso de fibrosarcoma se 

presentó en un mestizo.  

Por otra parte, en el presente trabajo de tesis se evaluó la GT de los SOs en perros. 

En este sentido, se demostró que los OSAs GIII tuvieron una mayor frecuencia, sin 

embargo, no se halló una asociación estadísticamente significativa entre los 

subtipos histológicos de SOs y los tres grados tumorales. Se analizó, además, la GT 

en el grupo de OSAs. Dentro de los subtipos de OSAs, el osteoblástico productivo 

y el tipo células gigantes tuvieron una mayor frecuencia de GIII. Asimismo, 

nuestros resultados demostraron que los subtipos de OSAs con respecto a los tres 

grados tumorales tuvieron una asociación estadísticamente significativa. Los 
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resultados presentados coinciden con los hallados por Kirpensteijn y col., (2002) y 

Loukopoulos y Robinson, (2007) quienes demostraron que la mayoría de los 

subtipos de OSAs presentaron una GIII. Al mismo tiempo, la existencia de una 

fuerte asociación entre el grupo de OSAs y la GT demostrada en la presente tesis, 

coincide ampliamente con los resultados de Loukopoulos y Robinson, (2007). Estos 

autores enfatizaron la importancia de clasificar a los OSAs en subtipos histológicos 

y evaluarlos como entidades individuales. De modo similar, Wang y col., (2006) 

hallaron una correlación significativa entre los subtipos de OSAs humanos y la 

gradación tumoral. En este sentido, diferentes estudios referidos a OSA en perros y 

humanos demostraron que existe una correlación entre la GT, el tiempo de 

sobrevida y la frecuencia de metástasis y recidivas. En consecuencia, estas 

condiciones estuvieron asociadas con un pronóstico desfavorable (Kirpensteijn y 

col., 2002; Loukopoulos y y Robinson,  2007;  Mangham y Athanasou, 2011; Coyle 

y col., 2015). Sin embargo, en el estudio realizado por Kruse y col., (2013) y Schott 

y col., (2018) sobre OSAs en perros, la GT no tuvo relación con la presencia de 

metástasis, ni tampoco operó como un predictor de supervivencia. Asimismo, 

Schott y col., (2018) proponen implementar mejores herramientas para brindar un 

pronóstico apropiado debido a que, en la actualidad, no existe un sistema de 

gradación validado universalmente para los OSAs en los perros. Por otra parte, 

Kruse y col., (2013) evaluaron perros con OSA axial y demostraron que la 

localización anatómica y los niveles de FAS actúan como predictores del tiempo de 

sobrevida, no así el grado histológico. En el presente trabajo de tesis se evaluaron, 

además, los condrosarcomas de los cuales dos fueron GII, uno GI y uno GIII. La 

mayoría de estos tumores manifestaron un alto índice mitótico (> 30 mitosis por 
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campo) y un marcado pleomorfismo. Además, en este estudio se evaluó el tumor 

de células gigantes, uno fue GII y uno GIII, sin embargo, no se encontraron casos 

de baja gradación (GI) debido a que la cantidad de estos tipos fue insuficiente. No 

obstante, en medicina veterinaria existen estudios previos que evalúan la GT en los 

OSAs, no así en el resto de los SOs. En medicina humana no se han descripto 

criterios histológicos y, por consiguiente, no se ha generado un sistema de gradación 

para el tumor de células gigantes que sea predictivo de la progresión tumoral o de 

valor pronóstico (Gouin y col., 2012). Sin embargo, en los SOs humanos, de manera 

similar a lo que ocurre en muchos sarcomas de tejido blando, el tipo histológico, 

por sí mismo, determina el comportamiento biológico, define la GT y es utilizado 

entonces como un predictor de supervivencia libre de recidiva y supervivencia 

general (Bispo Júnior y Camargo, 2009; Rubin y col., 2010; Czerniak y Dorfman, 

2016). El sarcoma de Ewing, el condrosarcoma mesenquimatoso y el OSA 

convencional son considerados tumores muy agresivos y de elevada gradación. 

Además, el OSA parosteal, un subtipo de OSA periférico, es definido como un 

tumor de baja gradación (Czerniak y Dorfman, 2016). Los informes 

histopatológicos de muestras óseas humanas son realizados, actualmente, 

considerando el protocolo del College of American Pathology (CAP) (Rubin y col., 

2010). En medicina veterinaria hasta el momento no se ha podido homologar la 

información que permita establecer un protocolo, en general debido a la falta de 

información y recopilación de datos. En este sentido, son insuficientes los datos 

sobre supervivencia e intervalos libres de enfermedad en los estudios retrospectivos 

debido a que muchos propietarios de animales eligen la eutanasia poco después del 

diagnóstico. No obstante, la investigación dirigida a identificar nuevos blancos 
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moleculares implicados en el desarrollo y la progresión del cáncer en los perros 

podría ayudar a estadificar con precisión un tumor y predecir el comportamiento 

clínico, el pronóstico y la respuesta a la terapia (Mukaratirwa, 2005). En este 

sentido, la búsqueda de mejores marcadores predictivos de pronóstico se centra en 

los mecanismos moleculares que subyacen el comportamiento del tumor tales como 

la progresión alterada del ciclo celular, la proliferación, la apoptosis y la 

angiogénesis (Mukaratirwa, 2005). 

La técnica de inmunonohistoquímica es utilizada para detectar los patrones de 

expresión de antígenos específicos en diferentes tejidos. Existen cambios en el 

patrón de expresión antigénico que se producen durante el desarrollo embrionario 

y ontogenético o durante procesos patológicos, incluido el cáncer (Duraiyan y col., 

2012). En el presente trabajo de tesis se evaluó la expresión de diferentes moléculas 

implicadas en el comportamiento biológico de los SOs que podrían ayudar a una 

correcta estadificación, estimar el comportamiento clínico, como también 

contribuir en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para los perros con 

SOs. Conjuntamente, los datos obtenidos en el presente estudio permitirán avanzar 

sobre la elaboración de un protocolo que aproxime a un pronóstico preciso para los 

perros con SOs.  

Por tanto, en el presente trabajo de tesis fueron evaluados la localización anatómica, 

el subtipo histológico, la GT y la inmunomarcación con PCNA, VEGF-A, VEGFR-

1, BMP-9 y COX-2. Se realizó un análisis sobre la localización anatómica y su 

relación con la GT debido a que ambas variables fueron descriptas por diferentes 

autores como predictores de pronóstico (Kirpensteijn y col., 2002; Loukopoulos y 

Robinson, 2007; Boerman y col.,  2012; Schmidt y col., 2013). Nuestros resultados 
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demostraron que los SOs de localización apendicular manifestaron elevada 

gradación tumoral (GIII) respecto de los SOs con localización axial.  En un estudio 

previo, se ha comunicado un resultado similar pero considerando solamente el 

grupo de OSAs (Loukopoulos y Robinson, 2007). Si bien la relación de ambas 

variables (localización anatómica y gradación tumoral) con respecto al pronóstico 

es controvertida, se considera que los resultados del presente trabajo de tesis serán 

un aporte valioso para la comprensión del comportamiento y la evolución de la 

enfermedad, si bien no fueron incluidos datos de seguimiento. 

El estudio histopatológico convencional es suficiente para identificar y clasificar 

adecuadamente a los SOs. Sin embargo, la última década se caracterizó por los 

significativos avances en medicina humana sobre el estudio de ciertos 

biomarcadores de importancia para el diagnóstico diferencial de los tumores óseos 

(Czerniak y Dorfman, 2016). Surgieron nuevas técnicas moleculares y hubo 

adelantos en el campo de la citogenética y las técnicas IHQs. La utilización de 

técnicas IHQs para la detección de biomarcadores en los tumores óseos y las 

lesiones pseudotumorales en humanos se ha convertido en un método auxiliar 

aceptado y ampliamente utilizado para el diagnóstico histopatológico. De esta 

manera, proporcionan un pronóstico más certero al paciente (Czerniak y Dorfman, 

2016). No obstante, en medicina veterinaria se dispone de una cantidad limitada de 

anticuerpos de uso específico para las especies domésticas. A causa de ello, en 

ciertas circunstancias se hace necesario utilizar aquellos producidos para uso 

humano, en los casos en que se haya probado la existencia de reactividad cruzada 

entre antígenos humanos y animales. Asimismo, debe considerarse que los 

anticuerpos monoclonales producidos contra antígenos humanos reconocen un 
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epítope específico de ese antígeno y éste puede o no variar entre las especies (Rhind, 

2002; Vilches Moure y Ramos Vara, 2005).  

El PCNA es un marcador de proliferación celular ampliamente utilizado, que se 

encuentra presente en todas las etapas del ciclo celular menos en G0 (Wang y col., 

2006). En el presente trabajo de tesis, todos los casos de SOs mostraron 

inmunomarcación para el PCNA, sin embargo, en gran parte de los SOs, el 

porcentaje de células atípicas positivas por campo de observación no superó el 50 

%. Asimismo, se analizó la relación entre la expresión del PCNA y las diferentes 

variables tales como la localización anatómica, el tipo histológico y la GT. Se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la expresión del 

PCNA y la localización anatómica, con mayor expresión del PCNA en los SOs con 

localización apendicular. Esto resultados coinciden, en parte, con los hallazgos 

informados en estudios previos, que describen a los OSAs apendiculares con una 

mayor capacidad proliferativa (Loukopoulos y Robinson, 2007; Ehrhart y col., 

2013; Schmidt y col., 2013). Asimismo, en medicina humana la sobreexpresión del 

PCNA en los OSAs se ha asociado con un peor pronóstico y un corto tiempo de 

sobrevida (Torres Bernal y col., 2006; Wang y col., 2017). Sin embargo, la 

expresión del PCNA no tuvo significación estadística con respecto al tipo 

histológico y la GT en los SOs de perros incluidos en este estudio. Es probable que 

la cantidad de SOs haya sido insuficiente para poner de manifiesto la relación entre 

la actividad proliferativa y la GT.  

Por otra parte, nuestros resultados demostraron, además, que la expresión del 

VEGF-A tuvo diferencias de significación estadística entre los subtipos de SOs en 

perros. Dentro del grupo de OSA, más de la mitad presentó una inmunomarcación 
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que superó el 50 % de células atípicas por campo de observación. Estos resultados 

coinciden con los estudios realizados por DuBois y Demetri, (2007) en humanos. 

Conjuntamente, en el presente trabajo de tesis se evaluó la expresión del VEGFR-

1 en los SOs. De esta manera, se demostró que la expresión del VEGFR-1 no tuvo 

diferencias de significación estadística entre los subtipos de SOs. Sin embargo, gran 

parte de los OSAs presentaron más del 50 % de células neoplásicas positivas por 

campo de observación. Asimismo, en tres condrosarcomas la inmunomarcación 

superó el 75 % de células atípicas por campo de observación. De hecho, los 

hallazgos de la presente tesis apoyan lo propuesto por Rivera Valentin y col., 

(2015), Saavedra Torres y col., (2017) y Xie y col., (2017), quienes indicaron que 

el VEGF es un factor angiogénico clave y probablemente la vía de señalización más 

importante en la angiogénesis tumoral en el OSA. Dos estudios en medicina 

humana describen al VEGF como un blanco terapéutico para el tratamiento de 

pacientes con sarcomas e igualmente, como un potencial predictor del curso clínico 

de la enfermedad (Akatsu y col., 2017; Xie y col., 2017). En este contexto, fue 

analizada aquí la expresión de VEGF-A y VEGFR-1 con respecto a los tres grados 

tumorales y la localización anatómica con interesantes resultados. Los hallazgos 

demostraron mayor expresión del VEGFR-1 en los SOs con localización 

apendicular. Sin embargo, la expresión de VEGF-A y VEGFR-1 respecto de la 

localización anatómica no fue estadísticamente significativa. No obstante, se 

demostró que la expresión del VEGFR-1 fue mayor en aquellos SOs de GIII, 

comprobándose de esta manera una asociación estadísticamente significativamente 

en la expresión del VEGFR-1 entre los tres grados tumorales. Los resultados 

expresados coinciden, en parte, con lo descripto por Kirpensteijn y col., (2002), 
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Loukopoulos y Robinson, (2007), Dimopoulou y col., (2008), Coyle y col., (2015), 

que demostraron que el OSA de mayor gradación (GIII) presentó un 

comportamiento más agresivo, alta frecuencia de metástasis y, en consecuencia, un 

tiempo de sobrevida muy corto. En este contexto, la expresión del VEGF y VEGFR 

en los SOs de GIII analizados en este estudio podría sugerir mayor capacidad 

proliferativa, infiltrativa y metastásica, considerando que el VEGF es un regulador 

clave en el proceso de angiogénesis. No hemos encontrado estudios en medicina 

veterinaria que establezcan una relación entre la localización anatómica, la GT y la 

expresión del VEGF con los SOs. Por lo tanto, en la medida de nuestro 

conocimiento, estos hallazgos son inéditos y podrían constituir un aporte valioso 

para la comprensión de la biología tumoral de los SOs en perros. Asimismo, los 

resultados de este estudio son consistentes con trabajos previos donde fue 

demostrado que el OSA apendicular tuvo un comportamiento más agresivo, mayor 

incidencia de metástasis y un pronóstico desfavorable (Kirpensteijn y col., 2002; 

Loukopoulos y Robinson,  2007; Schmidt y col., 2013; Xie y col., 2017)  

Diferentes trabajos científicos han mencionado el rol que presentan ciertos 

miembros de la familia de las BMPs en la angiogénesis tumoral y la progresión del 

cáncer. En este sentido, las alteraciones en la vía de señalización de estas proteínas, 

en particular las BMP-9 y BMP-10, han sido asociadas con la angiogénesis tumoral 

y con un peor pronóstico en pacientes humanos con OSA (Oh y col., 2000; Cunha 

y col., 2010; Miyazono y col., 2010; Cunha y Pietras, 2011; Nguyen y col., 2014; 

Cunha y col., 2015; Ye y Jiang, 2016; Akatsu y col., 2017). Teniendo en cuenta el 

rol que exhiben las BMP-9 y BMP-10 en la angiogénesis tumoral en humanos, en 

el presente trabajo, se ha evaluado la expresión de la BMP-9 en los SOs de perros. 
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Nuestros resultados demostraron que la BMP-9 fue expresada en todos los SOs 

analizados con una inmunomarcación localizada en el citoplasma de las células 

atípicas. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

con respecto a la expresión de la BMP-9 entre los diferentes subtipos de SOs. No 

obstante, la mayoría de los OSAs presentaron una gran cantidad de células 

neoplásicas positivas para la BMP-9 respecto de los otros subtipos de SOs. De los 

cuatro condrosarcomas analizados en este trabajo, tres presentaron más de la mitad 

de las células neoplásicas con inmunomarcación. Con respecto a los dos tumores 

de células gigantes analizados, uno de ellos presentó menos de la mitad de las 

células atípicas positivas y el otro tuvo una inmunomarcación que superó el 50 % 

de células neoplásicas por campo de observación. El único caso de fibrosarcoma 

superó el 75 % de células neoplásicas positivas. David y col., (2007) y Ye y Jiang, 

(2016) demostraron en humanos que las señales mediadas por el VEGF y las BMP-

9 y -10 están involucradas en la angiogénesis tumoral. Por consiguiente, los 

resultados obtenidos en este estudio podrían sugerir que la señalización mediada 

por el VEGF o la BMP-9 también podría estar involucrada en la angiogénesis y la 

progresión de los SOs en perros. No obstante, se necesitan mayor cantidad de 

estudios en perros para poder obtener datos más concluyentes. Si bien el rol de las 

BMPs en la patogénesis de los tumores óseos no es del todo claro y existe 

información muy diversa, se considera que la activación de la vía de señalización 

mediada por las BMPs está relacionada con un peor pronóstico en pacientes 

humanos con OSA (Nguyen y col., 2014). Al mismo tiempo, estos pacientes 

presentaron mayor incidencia de metástasis, resistencia a la quimioterapia y una 

sobrevida más corta (Yoshikawa y col., 1985, 1988; Nguyen y col., 2014). En este 



Tesis Doctoral- Méd. Vet. Andrea Viviana Pachamé                                          114 

 

sentido, Akatsu y col., (2017) demostraron en humanos que las terapias 

antiangiogénicas dirigidas contra ambos factores de crecimiento, el VEGF y la 

BMP-9, son más efectivas para detener el crecimiento tumoral en contraste con la 

utilización de los mismos blancos moleculares de manera individual. Consideramos 

que los resultados obtenidos en este trabajo son inéditos y proporcionarán una base 

para el estudio de ambos factores de crecimiento como blancos terapéuticos en el 

tratamiento oncológico de los perros con SOs. 

Por otro lado, las células tumorales de distintas neoplasias, incluidos los SOs, 

expresan la COX-2 y el aumento significativo de esta enzima en el tejido tumoral 

sustenta la idea de que esta isoforma juega un papel importante en el proceso de 

carcinogénesis (Fosslien, 2000; Xiong y col., 2003). Fosslien, (2000) informó la 

sobreexpresión de la COX-2 en el cáncer de colon y colorrectal, dos tumores de 

suma importancia en los seres humanos. Sin embargo, los niveles de la COX-2 

fueron variables en diferentes tipos de tumores incluso, dentro del propio tejido 

tumoral (Fosslien, 2000). Por otra parte, Davar (2001) indicó que la inhibición de 

la COX-2 redujo la carga tumoral y, por ende, los factores liberados por el tumor 

responsables de inducir el dolor. En el presente trabajo de tesis fue evaluada la 

expresión de la COX-2 en los subtipos de SOs en perros. Los resultados en este 

estudio demostraron que la COX-2 fue expresada en todos los SOs analizados con 

una inmunomarcación localizada preferentemente en el citoplasma de las células 

atípicas. No obstante, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

en la expresión de la COX-2 entre los subtipos de SOs. La expresión de la COX-2 

para el caso de OSA, condrosarcoma y tumor de células gigantes, fue menor al 50 

% de células neoplásicas positivas. El único caso de fibrosarcoma no mostró 
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inmunomarcación para la COX-2. Sin embargo, se demostró que la expresión de la 

COX-2 fue mayor en los SOs con localización apendicular y, en aquellos con una 

GIII. Consideramos que estos hallazgos podrían estar vinculados con un 

comportamiento más agresivo del tumor y peor pronóstico. Existen pocos estudios 

que relacionen los parámetros analizados aquí conjuntamente con la expresión de 

la COX-2 tanto en los animales como en los seres humanos. En este sentido, 

creemos que el uso de los inhibidores de la COX-2 será un tratamiento promisorio 

para el manejo del dolor que produce el cáncer óseo y, además, podrán disminuir la 

carga tumoral.  
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VI. Conclusiones 

 

 

 

Sobre la base de los resultados obtenidos a partir del presente trabajo de tesis 

podemos concluir que:  

• De los SOs en perros analizados en este estudio, el OSA fue el de presentación 

más frecuente, seguido por el condrosarcoma, el tumor de células gigantes y el 

fibrosarcoma. 

• Entre los OSAs, el osteoblástico productivo fue el de presentación más 

frecuente, seguido por el OSA tipo células gigantes y el OSA condroblástico. 

• La localización apendicular fue el sitio anatómico más habitual entre los SOs 

analizados. En este sentido, el OSA tuvo una mayor frecuencia en la 

localización apendicular y, el condrosarcoma, el tumor de células gigantes y el 

fibrosarcoma se presentaron con una frecuencia similar en ambas 

localizaciones.  

• La edad de presentación de los SOs estuvo entre los 7 y 11 años, con una edad 

promedio de 8 años. En el grupo de los OSAs,  se observó una mayor frecuencia 

entre los 8 y 9 años de edad. Asimismo, se demostró una fuerte asociación entre 

los SOs y la edad de presentación.  

• La frecuencia de SOs fue mayor en los machos. También, el OSA se presentó 

con mayor frecuencia en los machos. Para el condrosarcoma, el tumor de 

células gigantes y el fibrosarcoma la frecuencia fue mayor en las hembras.  
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• Los perros grandes a gigantes mostraron mayor frecuencia de SOs. Los 

mestizos tuvieron una mayor frecuencia y las razas principalmente afectadas 

fueron: rottweiler, ovejero alemán, dóberman y gran danés. Asimismo, se 

encontró una mayor frecuencia de OSA en el rottweiler y mestizos. Además, 

el condrosarcoma tuvo una mayor frecuencia en mestizos; el tumor de células 

gigantes se presentó con una frecuencia similar en mestizos y rottweiler y, el 

único caso de fibrosarcoma se presentó en un mestizo.  

• Los SOs analizados presentaron una gradación tumoral alta (GIII). Sin 

embargo, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas entre la GT 

y el subtipo histológico de SOs. Asimismo, la GT fue evaluada en el grupo de 

OSAs y se halló una fuerte asociación entre ambas variables. Dentro de los 

subtipos de OSAs, el osteoblástico productivo y el tipo células gigantes 

evidenciaron una mayor frecuencia de GIII.  

• La mayoría de los SOs con localización apendicular tuvieron GIII, sin 

embargo, los análisis estadísticos no evidenciaron asociación entre ambas 

variables. 

• La expresión del PCNA fue mayor en aquellos SOs de localización apendicular 

y se encontró una significación estadística entre la expresión de PCNA y la 

localización anatómica.  

• La expresión del VEGF-A se evidenció en una gran cantidad de células 

atípicas, particularmente, en los OSAs. Además, se encontró una asociación 

entre la expresión de VEGF-A y los SOs. 

• VEGFR-1 se expresó en una gran cantidad de células atípicas, especialmente 

en el OSA y el condrosarcoma. Sin embargo, no se hallaron diferencias 
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estadísticamente significativas entre la expresión del VEGFR-1 y los subtipos 

de SOs. Asimismo, el porcentaje de expresión del VEGFR-1 fue mayor en los 

SOs con localización apendicular y en aquellos que manifestaron una GIII. En 

este sentido, el análisis estadístico reveló una diferencia significativa entre la 

expresión del VEGFR-1 respecto de los tres grados tumorales. 

• La expresión de la BMP-9 se observó en una cantidad considerable de células 

atípicas en el OSA y el condrosarcoma. La expresión de la BMP-9 no tuvo 

significación estadística entre los subtipos de SOs.  

• La expresión de la COX-2 fue observada en los diferentes SOs analizados, sin 

embargo, la cantidad de células atípicas con inmunomarcación fue baja. La 

expresión de la COX-2 fue mayor en aquellos SOs con localización apendicular 

y con una GIII. En este último caso, sin embargo, no se comprobó una 

asociación entre la expresión de la COX-2, la localización anatómica y los tres 

grados tumorales. 

La oportunidad de analizar diversas características y moléculas relacionadas con el 

comportamiento biológico en un número considerable de SOs de perros reveló que 

podrían estar asociadas con un comportamiento muy agresivo y peor pronóstico. 

Sin embargo, creemos que deben realizarse estudios que vinculen las características 

analizadas en este trabajo y el tiempo de supervivencia. Un objetivo futuro 

sustancial en medicina veterinaria será la construcción de perfiles tumorales 

basados en una serie de características tales como la edad, la gradación tumoral, la 

localización anatómica y la expresión de PCNA, VEGF y BMP-9 a los fines de 

predecir el comportamiento tumoral para pacientes individuales, en lugar de 

subpoblaciones de pacientes. De esta manera, las diferencias estadísticamente 
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significativas halladas en el presente estudio entre los OSAs y la GT respaldan la 

visión que los subtipos histológicos representan distintas entidades individuales y 

subrayan la validez del esquema utilizado para clasificar a los OSAs en subtipos. 

En este sentido, los hallazgos de este estudio refuerzan la idea que la GT está 

relacionada con el potencial maligno y el pronóstico, sin embargo, deberán 

realizarse estudios futuros que investiguen la relación entre la GT y el tiempo de 

supervivencia. 

Por otra parte, los hallazgos de la presente tesis permitieron evidenciar que los SOs 

en los perros expresan ciertas moléculas que están vinculadas con el 

comportamiento biológico maligno y representan blancos moleculares en la 

terapéutica de los SOs humanos. En este sentido, consideramos que los resultados 

del presente estudio referidos a la expresión del VEGF y la BMP-9, podrían sugerir 

un fuerte rol de estos factores de crecimiento en la angiogénesis y la progresión de 

los SOs en perros. Asimismo, creemos que estos hallazgos podrán ser de utilidad 

para comprender aún más la compleja biología de estos tumores y de interés en la 

búsqueda futura de posibles blancos moleculares para generar agentes terapéuticos 

que tengan mejores posibilidades de éxito en el tratamiento de los SOs que afectan 

a los perros. Sin embargo, consideramos que es de suma importancia continuar con 

los estudios en este sentido. 
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Anexo II 

Descalcificación por quelación con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

Ácido etilendiaminotetraacético   ……………………………………………  50 g 

Disolver en 600 ml de agua destilada y llevarlo a 1000 ml. 

Fijar las piezas en formol al 10 % o acetona. 

Colocar las piezas en 50 ml en esta solución, se deja 24 horas y se renueva el líquido.  
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Anexo III   

Métodos de recuperación antigénica ("Antigen Retrieval") 

   Método de irradiación con microondas (Gown y col., 1993; Leong y col., 

1993).  

• Los cortes de tejidos deben ser montados en portaobjetos tratados con poli-

L-lisina (Sigma Co., cat. N° P 8920) o con silane (Sigma Co. cat. N° M 

6514) según instrucciones del fabricante.  

• Desparafinar e hidratar.  

• Lavar con PBS.  

• Colocar en jarras de Coplin de plástico, sin tapar y llenas con buffer de 

citrato 10 mM, pH 6,0.  

• Colocar siempre el mismo número de jarras (generalmente 3) con un 

número fijo de preparados (4 o 5), agregar portaobjetos vacíos si es 

necesario.  

• En lo posible utilizar un horno de microondas con plato giratorio. Las jarras 

se ponen cerca del centro.  

• Irradiar durante 3 min a una potencia de 800 W.  

• Completar el volumen de líquido evaporado con buffer o con agua destilada.  

• Irradiar durante 3 min a una potencia de 800 W.  

• Dejar enfriar 20 min en el buffer de citrato. 

• Sumergir los preparados en PBS.  

• Continuar con la técnica de IHQ de elección. 
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Anexo IV 

Buffer de citrato pH 6,0 10 mM 

• Ácido cítrico monohidrato (H3C6H5O7.H2O) ................................. 2,1 g 

• Agua destilada................................................................................1000 ml  

• Ajustar el pH a 6,0 con NaOH 2N. 

 

Buffer salino de fosfato 0,01M (PBS), pH 7,2 

• Cloruro de sodio (NaCl) .………………………………………….… 8,5 g 

• PB 0,1M ……………………………………………………………100 ml 

• Agua destilada hasta………………………………………………1000 ml 
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Anexo V   

Técnicas inmunohistoquímicas 

A-Técnica del Polímero de dextrano (“EnVision®System”).  

• Obtener y montar cortes de 5 µm de espesor en portaobjetos con cargas 

positivas 

• Colocar los cortes 10 min en la estufa a 60 °C 

• Desparafinar mediante pasajes por xilol, de 10 min cada uno 

• Hidratar mediante 2 pasajes por alcohol 100°, de 5 min cada uno 

• Bloquear la actividad de la peroxidasa endógena mediante la incubación con 

solución de peróxido de hidrógeno 4 ml en 200 ml de metanol (3 %) 

• Dos pasajes por alcohol 96°, de 5 min cada uno y 1 pasaje por alcohol 70°, 

de 5 min 

• Lavar con PBS (solución de buffer fosfato), 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Proceder a la recuperación antigénica (ver método en el anexo III) 

• Lavar con PBS (solución de buffer fosfato), 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Bloquear las uniones inespecíficas incubando con BSA (albúmina sérica 

bovina) al 1 % durante 30 min 

• Escurrir y secar los vidrios 

• Colocar el anticuerpo primario. Incubar en una cámara húmeda durante toda 

la noche a 4°C 

• Realizar 3 lavados con PBS, de 5 min cada uno 

• Escurrir y secar los portaobjetos 
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• Incubar con el anticuerpo secundario en una cámara húmeda, Kit 

“EnVision+ System-HRP Labelled Polymer Anti-mouse y Anti-Rabbit” 

(Dako, Carpinteria, CA, EE.UU.) para anticuerpos monoclonales y 

policlonales, durante 30 min a temperatura ambiente.  

• Lavar con PBS, 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Escurrir y secar los vidrios 

• Revelar con 3,3’-diaminobencidina (DAB peroxidase substrate Kit SK-

4100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) de 2 a 5 min, bajo 

control microscópico. La reacción se detiene en agua destilada 

• Realizar la coloración de contraste (Hematoxilina de Gill) 

• Deshidratar en concentraciones crecientes de alcohol etílico (70°-96°-96°-

100°-100°) y 2 pasajes por xilol: 5 min cada una, finalmente montar. 

 

B- Técnica de la streptavidina-biotina marcada (LSAB).  

• Obtener y montar cortes de 5 µm de espesor en portaobjetos con carga 

positiva 

• Colocar los cortes 10 min en la estufa a 60 °C 

• Desparafinar mediante pasajes por xilol, de 15 min cada uno 

• Hidratar mediante 2 pasajes por alcohol 100°, de 2 min cada uno, 1 pasaje 

por alcohol 96°, de 2 min y 1 pasaje por alcohol 70°, de 2 min 

• Lavar con PBS (solución de buffer fosfato) durante 5 min  

• Recuperación antigénica en microondas:  

a) Colocar los portaobjetos en el buffer citrato 0,01 M pH 6.0, tapar (tapa 

perforada) y calentar 3 min con la potencia al 100 % 
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b) Calentar 6 min al 40 % de potencia, detener el microondas, adicionar 

agua destilada caliente hasta completar el coplin y completar el 

calentamiento al 40 %, 6 min más. 

c) Dejar enfriar 20 min 

• Lavar con PBS durante 5 min  

• Bloquear la actividad de la peroxidasa endógena. Solución de H2O2 en 

metanol durante 20 min 

• Lavar con PBS, 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Secar los preparados y cubrirlos con solución de bloqueo (albúmina sérica 

caprina) durante 15 min 

• Escurrir el exceso de solución y sin lavar cubrir con el anticuerpo primario, 

de acuerdo con procedimiento correspondiente. 

• Lavar con PBS, 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Secar los preparados y cubrirlos con anticuerpo secundario biotinilado 

(anticuerpo universal, Kit Cell Marque), en estufa a 25° durante 30 min  

• Lavar con PBS, 2 pasajes de 5 min cada uno 

• Secar los preparados y cubrirlos con estreptavidina-peroxidasa, en estufa a 

25° durante 30 min  

• Lavar con PBS, 3 pasajes de 5 min cada uno 

• Bloquear las uniones inespecíficas incubando con BSA (albúmina sérica 

bovina) al 1 % durante 30 min 

• Escurrir y secar los vidrios 

• Colocar el anticuerpo primario e incubar en una cámara húmeda durante 

toda la noche a 4 °C 
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• Realizar 3 lavados con PBS, de 5 min cada uno 

• Secar y cubrir con la solución de cromógeno 3,3’-diaminobencidina 

(DAB)1 a 10 min, de acuerdo con el anticuerpo primario utilizado, bajo 

control microscópico. La reacción se detuvo en agua destilada 

• Agua destilada 2 lavados de 5 min cada uno 

• Realizar la coloración de contraste con Hematoxilina BIOPUR® diluida 1:2 

en agua destilada, 30 segundos a 1 min 

• Agua destilada 2 lavados rápidos 

• Virar en agua corriente 

• Agua destilada 1 lavados rápido 

• Deshidratar en concentraciones crecientes de alcohol etílico (70°-96°-100°-

100°), 3 min cada uno y 2 pasajes por xilol: 5 min cada una 

• Montar 
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Anexo VI 

 

 

Planilla entregada a los/las profesionales Veterinarios 

Médico/a Veterinario: 

Historia Clinica N° 

Fecha:  

Datos del animal 
Especie:                      Propietario:               Raza:                   Edad:                  
 
Fecha de nacimiento:                                   Sexo: 
 
Descripción de la lesión: 
………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………… 
 
Evolución: ……………………. 
 
Localización anatómica: 
……………………………………………………………………………………… 
 
Compromiso de linfonódulos:   SI/NO 
 
Estudios Radiológicos de la lesión y de las Metástasis, en el caso que exista (adjuntar 
estudios): SI/NO 
 
Estudio Citológico e Histopatológico, especificar el laboratorio al que fue enviado. 
En caso de que no haya sido enviado al Laboratorio de Patología Especial de la Fac. 
de Cs Vs de la UNLP, se solicita adjuntar los estudios: SI/NO 
…………………………………………………. 
 
Tratamiento recibido (tipo de tratamiento, droga, frecuencia): 
………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………
………… 
 
Tiempo de sobrevida…………………… 
Eutanasia:  Sí/ NO 
Muerte por la neoplasia:  Sí/ NO 
Muerte por otra causa:  Sí/ NO 
 
Otros datos de interés: 
……………………………………………………………………………………… 


