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Resumo

Osteossarcoma (OSA) é um tumor mesenquimal primário maligno cujas células produzem matriz
óssea. É um tumor agressivo, de crescimento rápido, e com grande incidência de formação de
metástases. O diagnóstico é baseado em dados histopatológicos, contudo, não há consenso nos
sistemas de classificação desse tumor. Desta forma, nós nos propusemos a fazer uma avaliação
histológica e histoquímica de OSAs buscando fornecer informações que possam ser utilizadas
para a melhor compreensão da doença. Realizamos um levantamento dos casos de OSA no hospital
veterinário do Unipinhal. As amostras obtidas nos arquivos de histopatologia, foram analisadas
histoquimicamente com hematoxilina e eosina (HE), azul de toluidina em pH 4,0 (AT), xylidine
ponceau em pH 2,5 (XP) e azul alcian em pH 2,5 (AA). A HE, confirmou o diagnóstico de OSA
e mostrou uma intensa proliferação celular, além da produção de matriz osteoide. Com o AT,
encontramos ao redor das células uma grande quantidade de glicosaminoglicanos, exceto onde se
observa osteoide formado. Esses resultados foram corroborados com o AA. Com o XP,
detectamos proteínas em toda a região do osteoide. O diagnóstico de OSA se restringe
principalmente na análise morfológica do tumor e na produção de matriz extracelular.
Rotineiramente, isso é feito por HE. Aqui demonstramos um método rápido e fácil que permite
obter mais informações sobre o tumor e sua matriz, facilitando o diagnóstico.
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Abstract

Osteossarcome (OSA) is a mesenquimal primary malignant tumor whose cells produce bone
matrix. It is an aggressive tumor, of quick growth, and with a great metastases formation
incidence. The diagnosis is based in histophatology, however there is not consensus in the
systems of classification of that tumor. In this way, we proposed do a histological and
histochemical evaluation of OSA looking for supply information that can be utilized for the
best comprehension of that tumor. We carry out a surch for the cases of OSA in the veterinary
hospital of the Unipinhal. The samples obtained in the files of histophatology, were analyzed
by histochemical with hematoxilin and eosin (HE), toluidin blue at pH 4.0 (TB), xylidine
ponceau at pH 2.5 (XP) and alcian blue at pH 2.5 (AB). With HE, we confirmed the diagnosis
of OSA and showed an intense cellular proliferation, beyond the osteoide matrix produced.
With TB we find around the cells a large quantity of glicosaminoglicans, except where was
observed osteoide formation. Those results were corroborated with AB. With XP we detected
proteins in all the region of the osteoide. The diagnosis of OSA restrains mainly in the
morphological analysis of tumor and in this extracellular matrix produced. Commonly, it is
made with HE. Here we show an easy and quick approach that is going to obtain more
information about the tumor and his matrix, facilitating the diagnosis.

Keywords: Osteossacome; Histopathology; Histochemistry; Extracellular matrix.

INTRODUÇÃO

Apesar de relativamente pouco frequente
em relação a outros órgãos e tecidos (1/100.000
habitantes/ano; 1,39% de todas as neoplasias), os
tumores ósseos são muito importantes pelos
problemas de diagnósticos e tratamentos que
suscitam. Seu diagnóstico não é fácil, exigindo
íntima colaboração do clínico, radiologista e
patologista, completado quando necessário por
análises imuno-histoquímica, bioquímica, além de
cintilografia óssea, tomografia computadorizada
(CT) e ressonância magnética (MRI), onde
possibilitam a avaliação da extensão da lesão dentro
do osso e a invasão de partes moles, fazendo parte
do tratamento alternativo a amputação (1, 2).

O termo osteossarcoma (OSA) refere-
se a um grupo heterogêneo de neoplasias malignas
que afetam a formação de osso ou tecido
mesenquimal,  sendo caracterizado pela
diversidade de aspectos histológicos e de
comportamento clínico-biológico (3). O OSA é

definido como um tumor mesenquimal primário
maligno cujas células cancerosas produzem matriz
óssea, sendo o tumor mais comum em ossos
respondendo por 20% dos cânceres ósseos
primários em humanos (4). A presença de osteoide
distingue o OSA das demais neoplasias ósseas
malignas não osteogênicas, sendo este um tumor
extremamente agressivo e de crescimento rápido,
tanto no local de crescimento quanto na formação
de metástases (3, 5-7).

As principais manifestações dos
sarcomas ósseos são o aumento de volume, a dor
e limitação dos movimentos podendo ser
descobertos pela ocorrência de fraturas ósseas
patológicas ou em radiografia de rotina (1-2). Em
animais domésticos, os tumores ósseos primários
ocorrem em cerca de 3 a 4% de todos os tumores
malignos caninos, sendo descritos em gatos. Em
cãos, histologicamente, 85% desses tumores são
osteossarcomas e afetam principalmente animais
de grande porte (8). Até hoje nenhum sistema foi
aceito como tendo um prognóstico significativo
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ou uma classificação amplamente usada para o
OSA, seja em animais ou humanos. Para sua
classificação, os dados são baseados nos padrões
histológicos, sendo feita uma correlação dentre
os subtipos de OSAs direcionando o prognóstico
e a terapia aplicada (9).

A classificação do OSA dentro das seis
categorias (osteossarcoma pouco diferenciado,
osteossarcoma osteoblástico, osteossarcoma
condroblástico, osteossarcoma fibroblástico,
osteossarcoma talangiectásico, osteossarcoma do
tipo células gigantes) é determinada pelo padrão
das secreções representativas do tumor, não havendo
um padrão isolado dominante. Considerando a
importância dos OSAs em humanos, a grande
excasses de informações sobre esse tipo de tumor
em animais domésticos, a completa ausência de
dados sobre animais selvagens, o fato do diagnóstico
ser basicamente baseado em dados histopatológicos
e que muitas vezes não há consenso nos sistemas de
classificação, nós nos propusemos a fazer uma
avaliação histológica e histoquímica de OSAs,
buscando fornecer informações que possam ser
utilizadas para a melhor compreensão da doença,
sobretudo em animais.

MATERIAIS E MÉTODOS

Análise e incidência dos
osteossarcomas em animais domésticos

Foi realizado um levantamento dos casos
diagnosticados como osteossarcoma nos arquivos
do laboratório de histopatologia do hospital
veterinário do Unipinhal. Os dados analisados
foram: idade dos animais acometidos, sexo, raça e
localização anatômica das lesões ósseas. Nos casos
onde o diagnóstico foi feito por análise
histopatológica, os blocos foram localizados e
separados. Não puderam ser aproveitadas para
análise em microscopia de luz as lâminas referentes
aos laudos obtidos por exames citológicos, pois
estas são descartadas, uma vez que o diagnóstico
é estabelecido.

Microscopia de luz – análise
morfológica e histoquímica

Das amostras diagnosticadas como
osteossarcoma, obtidas através de biópsias,
necrópsias ou cirurgias, foram realizados cortes
histológicos com 5mm de espessura. Posteriormente
as amostras foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) e analisadas para avaliação morfológica
e confirmação do diagnóstico. Para análise
histoquímica, foram realizados novos cortes com a
mesma espessura, sendo estes corados com azul de
toluidina em pH 4,0 (AT), o xylidine ponceau em
pH 2,5 (XP) e azul de alcian em pH 2,5 (AA).

RESULTADOS

Análise e incidência dos
osteossarcomas em animais domésticos

Quatro casos de cães com OSA foram
detectados no período correspondente aos anos de
2003 a 2006, com idades variando de um 1 a 15 anos,
apresentando média de 9,5 anos. Quanto ao sexo,
houve predominância do sexo masculino (3 machos
e 1 fêmea), sendo dois deles sem raça definida (SRD)
e dois da raça Rottweiler. As localizações anatômicas
das lesões diagnosticadas como OSA ocorreram nas
seguintes regiões: primeira parte do membro superior,
região metafisária da tíbia esquerda, ulna distal e um
dos casos não consta a localização do tumor nos
arquivos. Não foram encontrados registros de casos
em animais selvagens, apesar da ocorrência de
zoológicos e bosques na região.

Além de confirmar o diagnóstico de OSA,
a análise morfológica do material por HE mostrou
intensa proliferação celular com acentuado grau
de pleomorfismos em algumas amostras (Figura
1A). Foi observado, também, produção de relativa
quantidade de matriz osteoide (Figura 1B). Por
outro lado, encontramos em alguns casos grande
quantidade de matriz osteoide formada, muitas
vezes com o aprisionamento de células no interior
desta mesma matriz (Figuras 1C e 1D).
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FIGURA 1 - Osteossarcoma canino corado com Hematoxilina e Eosina. Em A) região de proliferação celular; B)
produção de osteoide; C) e D) regiões onde se observam grande quantidade de matriz óssea formada.
Aumento final: 200X para D e 100X para as demais figuras

Com a utilização do AT também
encontramos a existência de uma grande área de
proliferação celular e, ao redor das células, foi
encontrada grande quantidade de glicosami-
noglicanos. Nestes casos, os núcleos se mostraram
fortemente basófilos (Figura 2A). Onde se observa
osteoide formado (Figuras 2B e 2D), a quantidade de
glicosaminoglicanos diminui significativamente. Foi
observado ainda que, em algumas regiões, estão
presentes células cartilaginosas (Figura 2C), onde se
encontra grande basofilia metacromática, indicando
uma concentração maior de glicosaminoglicanos que

nas demais amostras estudadas. Os resultados obtidos
com o AA mostram equivalência com os do AT.
Com o AA é observada grande quantidade de
glicosaminoglicanos nas amostras em proliferação
(Figura 3A) e ao redor de porções de cartilagem
normal, próximo aos tumores (Figura 3C). Por outro
lado, nas regiões com formação de matriz osteoide,
é encontrada uma redução nessa quantidade de
glicosaminoglicanos (Figuras 3B e 3D), onde a matriz
osteoide se mostrou pobre nesses componentes.
Com a coloração XP foi possível observar quantidades
elevadas de proteínas totais sintetizadas pelas células

Anderson Martelli; Leandro BC. Teixeira; Arnaldo R Santos Jr.

Estud. Biol. 2007 abr/jun;29(67):179-189



183

FIGURA 2 - Osteossarcoma canino corado com Azul de Toluidina em pH 4.0. Em A) região de proliferação celular;
B) produção de osteoide; C) região de células cartilaginosas; D) região onde se observa grande
quantidade de matriz óssea formada. Aumento final: 100X para A e 200X para as demais figuras

neoplásicas, apresentando aumento considerável
dessas proteínas envolvendo a região onde se
encontram as células cartilaginosas (Figura 4C) e,
principalmente, em toda a região da matriz osteoide
(Figura 4D). Nas regiões onde se observam células

em proliferação (Figura 4A) é observado grande
quantidade de núcleos fortemente acidófilo. À medida
que ocorre a formação de matriz osteoide, observa-
se a separação das células e a deposição de proteínas
próximas a elas (Figura 4B).
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FIGURA 3 - Osteossarcoma canino corado com Azul de Alcian em pH 2,5. Em A) região de proliferação celular;
B) produção de osteoide; C) região de células cartilaginosas; D) região onde se observa grande
quantidade de matriz óssea formada. Aumento final: 200X
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FIGURA 4 - Osteossarcoma canino corado com Xylidine Ponceau em pH 2,5. Em A) região de proliferação celular;
B) produção de osteoide; C) região de células cartilaginosas; D) região onde se observa grande
quantidade de matriz óssea formada. Aumento final: 100X para A e 200X para as demais figuras

DISCUSSÃO

O OSA é um tumor mesenquimal maligno
de células ósseas primitivas que se caracteriza pela
produção de osteoide (10, 11). É pouco frequente
em animais domésticos, daí o relativo desintesse em
seu estudo pelo clínico veterinário. Existem várias
subclassificações histológicas, baseadas no tipo e
quantidade de matriz óssea e nas características, não
sendo observada diferença em relação ao
comportamento biológico entre esses subgrupos em
cães (12, 13). Devido à natureza multipotencial das
células mesenquimais primitivas, a matriz envolvida
nestes tumores pode conter variadas quantidades de

tecido cartilaginoso, colágeno e osteoide, mesmo
assim esse tumor pode ser diagnosticado como OSA,
refletindo, dessa forma, o potencial maligno de
tumores mesenquimais com potenciais osteogênicos
(2, 7). A presença de células mesenquimais malignas,
produzindo uma matriz de tecido fibroso ou
cartilaginoso antes de osteoide, não exclui a
possibilidade de OSA, especialmente se a lesão está
num local de predileção conhecida (2, 7). Porém,
somente o OSA produz matriz osteoide (2, 7).

Em animais domésticos, o OSA é a
neoplasia óssea primária mais frequentemente
diagnosticada em cães (13, 14) representando de
3% a 4% de todos os tumores malignos (8, 12). Em
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humanos, o OSA pode ocorrer em todas as faixas
etárias, mas apresenta com uma distribuição
bimodal, sendo que 75% desse tumor acometem
pacientes menores de 20 anos, o segundo e menor
pico ocorre nos idosos. No total, os homens são
mais afetados que as mulheres, na proporção de
1,6:1 (4), sendo representado por 5% das doenças
malignas na infância e adolescência (15). O tempo
médio de diagnóstico varia em torno de 5 meses
(16). Em animais, a literatura demonstra maior
ocorrência de OSA em cães adultos (6), com uma
média de idade de 7,5 anos (7, 12), podendo ocorrer
em animais de todas as idades. No presente estudo
foi observado o desenvolvimento de OSA em
diferentes idades, apresentando uma mediana de
9,5 anos com um predomínio de indivíduos adultos.

Apesar de termos uma amostragem
pequena, todos os casos levantados por nós
mostraram que, quanto ao sexo, houve prevalência
de indivíduos do sexo masculino. Esses resultados
corroboram com os dados descritos por Daleck et
al. (7) e Siqueira e Cavalcanti (14), que mostraram
uma maior incidência de OSA em cães machos.
Em estudo recente realizado por Rech et al. (15),
novamente foi observado um predomínio de OSA
em humanos do sexo masculino.

Com respeito à distribuição anatômica, a
literatura relata um predomínio de OSA afetando o
esqueleto apendicular (13), sendo esses dados
confirmados por Cavalcanti et al. (6) e por Daleck et
al. (7) que relatam que 75% dos OSAs desenvolvem-
se no esqueleto apendicular e 25% têm origem no
esqueleto axial e crânio. Nossos dados mostraram
que os OSAs encontrados localizavam-se sempre no
esqueleto apendicular, entretanto em pontos
específicos diferentes. Desta forma, não foi possível
estabelecer uma relação entre o ponto de ocorrência
do tumor com a raça dos animais estudados.

Muitos OSAs desenvolvem-se em locais
de maior crescimento ósseo, onde apresenta
aumentada a atividade mitótica (4). Na espécie
humana, 70% dos sarcomas osteogênicos ocorrem
nos membros inferiores, os quais suportam maior
peso corporal e são expostos a pequenos traumas
(14), porém, é importante observar que, embora o
traumatismo possa chamar a atenção para um OSA
existente, não há evidência de que provoque o
tumor (17). Cães de raças grandes ou gigantes como
São Bernardo, Boxer, Dinamarquês, Pastor Alemão
estão sob maior risco de desenvolvimento de OSA,

acometendo principalmente os membros torácicos,
devido a ter de suportar maior peso corpóreo (7). A
região metafisária dos ossos longos é o sítio primário
mais acometido pelo OSA em cães (13) e em
humanos, apresentando ocorrência de
aproximadamente 60% ao redor do joelho (4, 13).

Em análise histopatológica as colorações
com HE são rotineiramente utilizadas para
evidenciar a morfologia das células e tecidos.
Observamos diferentes padrões de OSA em nosso
estudo. Um desses padrões mostrava uma intensa
área de proliferação celular com um acentuado grau
de pleomorfismo. Em outro padrão, observamos a
síntese de matriz osteoide preenchendo grandes
áreas, afastando células umas das outras, com o
aprisionamento de algumas células cancerosas no
interior dessa matriz, sendo esses resultados também
descritos por outros autores em animais domésticos
(6, 9, 14). Finalmente observamos regiões onde se
observa matriz osteoide abundante. Somente o
OSA produz esse tipo de matriz (7, 8).

Interessante ressaltar que os achados
histopatológicos condizentes com os osteossarcomas
são muito semelhantes ao observados em outras
patologia com alteração na ossoficação (17). A
ossificação de cartilagem brônquica em processos
cicatriciais é um processo relativamente comum;
mas, formas difusas de ossificação são raras.
Entretanto, existem algumas formas de ossificação
pulmonar dendriforme que são muito semelhantes
histologicamente aos OSAs. Da mesma maneira, são
mais frequentemente encontradas em homens do
que em mulheres (18). Os níveis séricos de cálcio,
fósforo e fosfatase alcalina são normais. A
patogênese é desconhecida. Algumas teorias têm
sido descritas tentando explicar o achado de tecido
ósseo no parênquima pulmonar. A interação de
fibroblastos intersticiais e fibrinas e plaquetas
intralveolares, em um meio ácido anóxico, que
exsudam para o espaço interalveolar, devido à
destruição e alteração da permeabilidade dos
capilares alveolares, resultaria em metaplasia de
fibroblastos para osteoblastos com a subsequente
transição de colágeno para matriz óssea (19).

Alterações em tecidos cartilaginos seguem
o mesmo padrão. Com a idade, cartilagens elásticas
têm pequena tendência à calcificação, mas não
ossificação, no entanto, as cartilagens hialinas
apresentam certo nível de ossificação. A cartilagem
tireóidea sofre ossificação endocondral com o passar
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do tempo. Uma vez mais, o grau de ossificação é
menor no sexo feminino (20). Ao que parece,
distúrbios de ossificação possuem uma predileção,
ainda não explicada, pelo sexo masculino.
Histologicamente, os achados em ossificações de
cartilagem traqueal são semelhantes, embora não
iguais, ao observados em osteossarcomas.

Através do AT foi possível obtermos um
pouco mais de informações sobre a atividade dos
OSAs. O AT é um corante básico, que em pH 4,0,
que se liga em grupos PO4

-, SO4
-, COO- presentes

em DNA, RNA e glicosaminoglicanos (21,23). Os
resultados obtidos com esse corante mostram
grandes quantidades de glicosaminoglicanos em
meio às células em proliferação, mas a matriz
osteoide mostrou-se pobre em glicosaminoglicanos,
com uma leve basofilia ortocromática. Foi
observado, também, regiões com presença de células
cartilaginosas normais na região epifisária. Nestas
regiões, observamos um basofilia metacromática
muito intensa, indicando a abundância de
glicosaminoglicanos nela, condizente com um tecido
cartilaginoso normal. Nossos dados mostram que a
quantidade de glicosaminoglicanos diminui à medida
que é formada a matriz osteoide pelo OSA.

Segundo Meuten (9), em um OSA do tipo
condroblástico pode ocorrer produção de matrizes
osteoides e condroides pelas células mesenquimais
malignas, ou ocorrer uma interjunção do osso e de
elementos de cartilagens produzidos por estas
células neoplásicas. Rubin e Farber (17) relatam
que, com frequência, focos de células de cartilagem
maligna ou células gigantes podem estar presentes
entre o tecido ósseo. Não observamos nenhum
desses padrões em nosso material.

O AA também é um corante básico, que em
pH 2,5, cora somente os grupos SO4

- e COO- presentes
em glicosaminoglicanos (21,23). Com esse tipo de
coloração, foi observada uma equivalência dos dados
obtidos através com AT. O XP é um corante ácido que
cora radicais positivos NH3

+, que em pH 2,5 são
encontrados em proteínas totais (21,23). Os resultados
observados através dessa coloração definem
quantidades elevadas de proteínas envolvendo as
regiões onde encontramos células cartilaginosas.
Notamos uma grande acidofilia nos OSAs,
principalmente em toda a região de matriz osteoide.

Devido à natureza multipotencial dessas
células mesenquimais primitivas, a matriz do tumor
pode conter quantidades variadas de cartilagem,

colágeno e osteoide (9). A matriz óssea é composta
por 90% de colágeno do tipo l do osteoide e por
outras proteínas ósseas adicionais (24). Por outro
lado, embora o tecido cartilaginoso possua uma
matriz que apresente fibrilas de colágeno II, o
componente mais abundante são proteoglicanos
(24,25). Essas características histológicas são
compatíveis com os dados histoquímicos que
relatamos.

Porções filamentosas de osteoide podem
lembrar tecido fibroso rico em colágeno (6,9), sendo
esta proteína a mais abundante nessa matriz osteoide.
O colágeno pode ser evidenciado juntamente com
outras proteínas não colagênicas da matriz através do
XP. A formação óssea ocorre por síntese e secreção de
matriz óssea orgânica pelos osteoblastos, a qual, em
pouco tempo, sofre mineralização (24,25). Na
osteogênese intramembranosa as células mesenquimais
se agregam e adquirem morfologia de osteoblastos,
que passam a secretar matriz óssea, formando os
centros de ossificação. Mais adiante o íon cálcio é
transportado por vasos sanguíneos e depositado sobre
a matriz, fazendo com que ocorra a mineralização e
formação do tecido ósseo primário (24,25). A ocorrência
de uma proliferação descontrolada de células
mesenquimais primitivas malignas com diferenciação
osteoblásticas e produção de osteoide podem dar
origem ao sarcoma osteogênico (7). Em pacientes sem
metástases, existe uma correlação direta entre o tempo
de sobrevida e o índice de proliferação celular (26).

CONCLUSÕES

Durante a ossificação, um evento que inicia
o processo é a deposição de glicosaminoglicanos. Com
a produção de colágeno, e decorrente mineralização,
ocorre a remoção dos glicosaminoglicanos. Durante
esse processo, um evento-chave é a produção da
enzima fosfatase alcalina. (27). Neste trabalho,
observamos OSA em diferentes níveis de produção de
osteoide. Observamos uma grande produção de glicosa-
minoglicanos precedendo a formação do osteoide
mas, quando este se forma, a taxa de glicosami-
noglicanos decai de forma significativa. Assim,
podemos estabelecer aqui um paralelo entre a
ossificação intramembranosa normal e a formação do
osteoide nos OSAs. Mais importante, pelos dados
mostrados na literatura esse padrão se assemelha a
outras patologias relacionadas com a ossificação.
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