
RESUMEN: Se presenta un estudio inmunohistoquími-

co de expresión de glicoproteína P en 44 tumores óseos

malignos (32 osteosarcomas y 12 condrosarcomas) con el

propósito de analizar la inmunorreactividad por estirpe

histológico y su valor pronóstico potencial.  El principio

del procedimiento es la determinación de la molécula de

glicoproteína P mediante un método inmunohistoquími-

co que emplea un cóctel de anticuerpos monoclonales es-

pecíficos (JSB1 y MRK16) prediluidos y el procedimiento

estándar de la fosfatasa-antifosfatasa alcalina, con incuba-

ción doble de anticuerpo secundario y ese complejo. Las

muestras de tejido fueron obtenidas antes de la quimiote-

rapia. La inmunoexpresión se clasificó en seis grados se-

gún una escala semicuantitativa de positividad celular.

Hay que destacar la expresión intensa y constante de gli-

coproteína P en la membrana celular de los condrosarco-

mas (positividad del 100% y puntuación semicuantitati-

va de 3,83± 1,03). En los osteosarcomas la tinción fue me-

nos constante (positividad del 59,37% y puntuación

semicuantitativa de 2,79 ± 1,81). Los pacientes con

osteosarcomas localizados de alto grado (IIB) y que ex-

presaban glicoproteína P tenían una menor superviven-

cia (log rank; p < 0,05) e intervalo libre de enfermedad

(log rank; p < 0,001). Los hallazgos sustentan a la expre-

sión de glicoproteína P como factor pronóstico en el osteo-

sarcoma.

PALABRAS CLAVE: Osteosarcoma. Condrosarcoma. Neo-

plasias óseas. Glicoproteína P. Resistencia a drogas. In-

munohistoquímica.

ABSTRACT: An immunohistochemical study was ma-

de of glycoprotein P expression in 44 malignant bone tu-

mors (32 osteosarcomas and 12 chondrosarcomas) to

analyze immunoreactivity by histological line and deter-

mine its prognostic value. The principle of the procedure

was the determination of glycoprotein P molecule with

an immunohistochemical method using a combination of

prediluted specific monoclonal antibodies (JSB1 and

MRK16) and the standard alkaline phosphatase-anti-

phosphatase procedure with double incubation of the se-

condary antibody and this complex. Tissue samples were

obtained before chemotherapy. Immune expression was

classified into six grades on a semiquantitative scale of

cellular positivity. The intense and constant expression

of glycoprotein P on chondrosarcoma cell membranes

(100% positivity and semiquantitative score of 3.83 ±

1.03) was noteworthy. Staining was less constant in oste-

osarcomas (59.37% positivity and semiquantitative sco-

re of 2.79 ± 1.81). Patients with localized high-grade

(IIB) osteosarcoma who expressed glycoprotein P had a

lower survival rate (log rank; p<0.05) and disease-free

interval (log rank; p<0.001). Findings support glycopro-

tein P expression as a prognostic factor in osteosarcoma.

KEY WORDS: Osteosarcoma. Chondrosarcoma. Bone

neoplasms. Glycoprotein P. Drug resistance. Immu-

nohistochemistry.

En la actualidad la respuesta histológica a la qui-
mioterapia se considera el factor pronóstico más im-
portante en el osteosarcoma convencional sin enfer-
medad metastásica.1,8,11,22,33 Sin embargo, no se ha
identificado ningún parámetro capaz de predecirla
antes del tratamiento.2

Uno de los principales problemas de la quimiote-
rapia del cáncer es la multirresistencia a fármacos o
fenotipo MDR.4,15,40 La sobreexpresión de glicopro-
teína P, codificada por el gen MDR1, se establece co-
mo un factor principal en la adquisición de esta mul-
tirresistencia en un amplio espectro de tipos celulares
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tumorales. Su mecanismo de acción está vinculado a
un incremento del flujo de fármacos hacia el exterior
celular, disminuyendo su acumulación en el citoplas-
ma y de esta forma también la cantidad efectiva que
reacciona con las dianas celulares15,16 (Fig. 1). 

La sobreexpresión de glicoproteína P en diferen-
tes cánceres se ha relacionado con malas respuestas
a la quimioterapia e intervalos libres de enfermedad
reducidos.51

Existe una expresión variable de la glicoproteína P en
hueso y cartílago,25 así como en líneas celulares de osteo-
sarcoma.6,26 Al igual que en otros tumores, la expresión
en las células del sarcoma osteogénico se incrementa
cuando se exponen a agentes quimioterápicos.28,34,35,46,53

Desde el trabajo de Baldini y cols. en 19953 va-
rios grupos de investigación han pretendido estable-
cer la expresión de glicoproteína P como un factor
pronóstico en el osteosarcoma.41,42

En esta línea se presenta un estudio inmunohisto-
químico de una serie de 44 tumores óseos malignos
con el fin de analizar la expresión de glicoproteína P
en osteosarcomas y condrosarcomas no tratados y su
valor pronóstico potencial.

Material y Método

Se incluyen 44 pacientes afectos de neoplasias
malignas primitivas de hueso de origen mesenqui-
mal (32 osteosarcomas y 12 condrosarcomas) seleccio-
nados de entre los 63 casos tratados en el Hospital
Clínico San Cecilio de Granada entre los años 1978 y
1993. El diagnóstico histológico fue confirmado de
manera independiente por dos patólogos con experien-
cia en patología ósea. Los 19 casos no considerados
fueron eliminados de la serie final por desacuerdo en
el diagnóstico histológico inicial (tres casos), segui-

miento inferior a 36 meses sin muerte documentada
(cuatro casos), ausencia de material histológico ade-
cuado para análisis inmunohistoquímico (tres casos)
y severas variaciones del protocolo terapéutico (nue-
ve casos).

Los 44 pacientes fueron sometidos a algún tipo
de resección quirúrgica. El margen, según los criterios
de Enneking,12 fue intralesional en un caso (condro-
sarcoma), marginal en 13, amplio en 22 y radical en
ocho pacientes. La quimioterapia (esquemas T4 y T7
de Rosen) fue utilizada como tratamiento adyuvante
después del control local del tumor primario en 30 pa-
cientes con osteosarcoma (no se trataron dos osteosar-
comas yuxtacorticales). Sólo los cuatro condrosarco-
mas IIB recibieron quimioterapia en el postoperatorio.
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Figura 1. Mecanismo de acción de la glicoproteína P (gpP). Es una pro-
teína codificada por el gen humano de multirresistencia a drogas (MDR1)
y actúa como una bomba de membrana ATP-dependiente que expulsa
fuera de la célula una gran cantidad de drogas citotóxicas, con diferente
estructura química y con las que no siempre ha tenido contacto previo.

gpP

MDR1

RNAm
Ribosoma

gpP

gpP

Droga
citotóxica

Tabla 1. 

Osteosarcoma Condrosarcoma

Localización:

— Fémur .............. 16 2
— Tibia ................ 12 —
— Húmero ........... 1 3
— Pelvis .............. 1 6
— Otros ............... 2 1

Estadio Lodwick:

— Ia ..................... — —
— Ib ..................... — —
— Ic ..................... 1 4
— II ..................... 12 6
— III .................... 19 2

Estadio Enneking:

— IA .................... 1 3
— IB .................... 3 4
— IIA .................. — —
— IIB ................... 23 4
— III .................... 5 1

Atipia Broders:

— I ....................... 1 6
— II ..................... 2 4
— III .................... 20 2
— IV .................... 9 —

Subtipo histológico:

— OS. OB ........... 10 — CS. CN ........ 9
— OS. CB ............ 6 — CS. SUP ...... 3
— OS. FB ............ 4
— OS. TG ............ 5
— HFM-L ............ 3
— PARA .............. 2
— PERI ............... 2

Estadios Ennekig: grado clínico.12 Estadios Lodwick: estadio radioló-
gico.23 OS. OB: osteosarcoma osteoblástico. OS. CB: osteosarcoma
condroblástico. OS. FB: osteosarcoma fibroblástico. OS. TG: osteosar-
coma teleangiectásico. HFM-L: osteosarcoma tipo histiocitoma fibroso
maligno like. OS. PARA: osteosarcoma paraostal. OS. PERI: osteosar-
coma periostal. CS. CN: condrosarcoma central. CS. SUP: condrosar-
coma de superficie.



La Tabla 1 resume las características clínicas de la
serie, incluyendo el estadio clínico12 y radiológico.23

El seguimiento mínimo fue de 36 meses y el me-
dio de 86 (mínimo: 36 y máximo: 216 meses). Dieci-
siete pacientes con osteosarcoma (53,1%) y cuatro con
condrosarcoma (33,3%) padecieron metástasis pulmo-
nares en algún momento de su evolución. Quince en-
fermos con osteosarcoma (46,9%) y cinco con condro-
sarcoma (41,7%) fallecieron a consecuencia del tumor.

El material seleccionado para estudio histopatoló-
gico fue obtenido antes de la aplicación de la quimio-
terapia. Todas las muestras de tejido óseo fueron so-
metidas a descalcificación en solución de formalina-
ácido nítrico a 25° C y lavado en solución de sulfato
sódico al 5% e inclusión en parafina. Sobre secciones
histológicas teñidas con hematoxilina y eosina se con-
firmó el diagnóstico histopatológico y se determinó la
atipicidad y parámetros histológicos básicos (Tabla 1).

El procedimiento inmunohistoquímico para la
determinación de la molécula de glicoproteína P
consistió en la aplicación de un preparado, que con-
tenía un cóctel de anticuerpos antiglicoproteína P
prediluidos (JSB1, MRK16), sobre secciones histo-
lógicas en portaobjetos tratados con poli-L-lisina. Se

realizó un desenmascaramiento antigénico por incu-
bación en horno microondas (10 minutos). La técni-
ca se basaba en el procedimiento estándar de la fosfa-
tasa-antifosfatasa alcalina (FAAFA), con incubación
doble de anticuerpo secundario y complejo FAAFA
(Máster Diagnóstica. Granada, España).

Para cada muestra se realizó un control isotipo
negativo, control positivo de calidad de tinción sobre
secciones histológicas de suprarrenal humana y con-
trol de expresión antigénica del material, en base a la
intensidad de tinción de vimentina (clona V9; dilu-
ción 1:50, Máster Diagnóstica).

La evaluación fue llevada a cabo por dos patólo-
gos independientes que desconocían la evolución
clínica de los pacientes. La expresión de glicoproteí-
na P se aceptó como positiva cuando era evidente
una tinción con patrón de membrana y de coloración
rojiza. Se realizó una valoración semicuantitativa se-
gún una escala de seis grados: 1, tinción negativa; 
2, tinción positiva en menos del 10% de las células;
3, tinción positiva en 10-25% de las células; 4, tinción
positiva entre el 25-50% de las células; 5, tinción
positiva entre el 50-75% de las células, y 6, tinción
en más del 75% de las células. El grado fue estable-
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Figura 2. A: Expresión de glicoproteína P en osteosarcoma. Técnica de la fosfatasa-antifosfatasa alcalina (FAAFA). Positividad celular semicuanti-
tativa de 3 (10-25% de las células) (HE, 200×). B: Expresión de glicoproteína P en condrosarcoma. Técnica de la fosfatasa-antifosfatasa alcalina
(FAAFA). Positividad celular semicuantitativa de 6 (más del 75% de las células) (HE, 200×). C: Patrón de tinción en el condrosarcoma. Tinción cons-
tante de membrana. La presencia de agregados citoplasmáticos es anecdótica (HE, 200×). D: Patrón de tinción en el osteosarcoma. La tinción es me-
nos específica de membrana. Podemos observar una coloración roja difusa en el citoplasma (HE, 200×).
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cido en base a la puntuación del área más positiva de
la sección histológica (Figs. 2A y B).

Se llevó a cabo un estudio estadístico de la su-
pervivencia e intervalo libre de enfermedad median-
te los pruebas de Kaplan Maier y Log Rank. Las va-
riables paramétricas se estudiaron por el test de aná-
lisis de la varianza. Las variables no paramétricas y
semicuantitativas por los test de Mann Whitney y
Kruskall Wallis. La comparación de medias se reali-
zó según las pruebas de «t» de Student y χ2. En ge-
neral se asumió como máximo error el 5% (p< 0,05).

Resultados

La inmunotinción para la glicoproteína P fue
diferente en los condrosarcomas con respecto a los
osteosarcomas (Tabla 2). En los primeros es desta-
cable la constancia de la positividad de tinción en
la membrana celular y presencia ocasional de agre-
gados citoplásmicos, en particular en las célu-
las con más clara diferenciación condroblástica
(Fig. 2C).

En los osteosarcomas, por el contrario, la tinción
no fue tan predominantemente de membrana, y ésta
coexistía con una tinción citoplásmica difusa
(Fig. 2D); su positividad fue más inconstante y de
menor intensidad (59,4%). Estas diferencias en la
expresión inmunohistoquímica fueron estadística-
mente significativas como refleja la Tabla 2.

En el grupo de osteosarcomas localizados de al-
to grado (estadio IIB de Enneking) compuesto por
23 pacientes, los tumores con inmunoexpresión de
glicoproteína P tuvieron una supervivencia estadís-
ticamente inferior (Fig. 3) y un menor intervalo li-
bre de enfermedad, también con significación esta-
dística (Fig. 4), que los tumores que no la expre-
saban.

La Tabla 3 expone las variables clínicas e histo-
lógicas con interés pronóstico en nuestra serie y el
grado de significación estadística para un análisis
univariante por el test de log rank.

No se observó asociación entre la expresión de
glicoproteína P y las variables clínicas o histológi-

cas, a excepción de la ya comentada relación con la
estirpe histológica (Tabla 4).

Discusión

La presencia de inmunotinción para glicoproteí-
na P no se correlaciona cuantitativamente con el ni-
vel de expresión del gen mdr-1 como ocurre cuando
se emplea la técnica de la reacción en cadena de la
polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR).20

Sin embargo, la determinación inmunohistoquímica
es el procedimiento más empleado en los trabajos
publicados al respecto. Esta técnica presenta unas
ventajas evidentes, aunque no es superior a la RT-
PCR. La detección de una pequeña subpoblación ce-
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Tabla 2. Expresión de glicoproteína P por grupos histológicos.

Glicoproteína P Osteo- Condro- Test Signifi-
sarcoma sarcoma cación

Porcentaje de casos po-
sitivos ................... 59,37% 100% χ2 p< 0,01

Puntuación semicuan-
titativa de positividad
celular (media±DS) . 2,79±1,81 3,83±1,03 KW p< 0,05

Ver Material y Método en el texto para la escala de puntuación semi-
cuantitativa. KW: test de Kruskal-Wallis. DS: desviación estándar.
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Figura 3. Curva de supervivencia en función de la expresión de glicopro-
teína P en osteosarcomas IIB. Análisis estadístico por el test de log rank.
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Figura 4. Curva de intervalo libre de enfermedad en función de la expre-
sión de glicoproteína P en osteosarcomas IIB. Análisis estadístico por el
test de log rank.



lular que exprese glicoproteína es clínicamente rele-
vante a efectos de quimiorresistencia, independiente-
mente de su valoración cuantitativa. Las técnicas in-
munohistoquímicas, además, permiten diferenciar en
una muestra dada la expresión del marcador por cé-
lulas tumorales de la que pudiera exhibir el tejido
conectivo.45

Los resultados que se publican en la detección de
glicoproteína P en tumores humanos son extraordi-
nariamente variables. Ello se debe a diferencias en
los procedimientos de preparación de la muestra, fi-
jación y análisis final. Por ello un grupo de especia-
listas5 han propuesto una serie de normas de consen-
so para la determinación de glicoproteína. Entre las
normas se incluye la utilización de dos o más anti-
cuerpos primarios, práctica de controles de tinción y
tejido, asesoramiento de la expresión antigénica de

la muestra y valoración de la intensidad de tinción y
porcentaje de células positivas. Todas ellas han sido
seguidas en este estudio.

La tasa de positividad para glicoproteína P en los
osteosarcomas de la presente serie (59,4%) se en-
cuentra en la línea de los artículos revisados. Bodey
y cols.6 publican un 83% de positividad en muestras
de osteosarcoma en parafina y una expresión parti-
cularmente intensa en el 39% de la serie. No refieren
si los tumores habían sido previamente tratados con
quimioterapia, ni estudia su relación con la supervi-
vencia. Serra y cols.42 describen una positividad del
23% en sus tumores primitivos y del 50% en los sar-
comas osteogénicos metastásicos. Baldini y cols.3 re-
fieren una positividad del 30%. Posl y cols.35 publi-
can una positividad del 66,6% en los tumores no tra-
tados y del 80,3% en los osteosarcomas que habían
sido sometidos a quimioterapia. 

Quizá el porcentaje de este trabajo contrasta con
las positividades más bajas de Baldini y cols.,3 hecho
que se puede explicar porque estos autores utilizaron
el método de avidin-biotin-peroxidasa, menos sensi-
ble que el que nosotros utilizamos, fosfatasa alcalina
antifosfatasa alcalina con doble incubación.

La tinción citoplásmica que se observó en el osteo-
sarcoma no es específica; ya se mencionó en el apar-
tado de material y métodos que la glicoproteína P es
una proteína de membrana, y ésta debe ser la localiza-
ción de la tinción. No obstante, el hecho puede expli-
carse por el empleo del anticuerpo JSB-1, que tiene
una reacción cruzada con la enzima mitocondrial pi-
ruvato-carboxilasa,38 que sí estaría en el citoplasma. 

Todos los condrosarcomas de la serie han expre-
sado glicoproteína P. El hallazgo tiene un particular
interés por la posible relación con la quimiorresis-
tencia que habitualmente exhibe este tumor14,31 y las
dificultades terapéuticas que de ello se derivan.

Hasta finales de 1997 no se había descrito la ex-
presión en tumores de estirpe cartilaginosa, y en la
actualidad sólo hay constancia del trabajo de Rosier
y cols.39 y Terek y cols. en 1998.48 Ambas series tie-
nen una composición heterogénea, pues agrupan di-
ferentes estirpes tumorales, benignas y malignas, y
una inmunoexpresión inconstante. 

Probablemente la glicoproteína P sea parte del
inmunofenotipo normal del hueso, cartílago y células
del osteosarcoma y no sea preceptivo el contacto con
agentes quimioterápicos para su expresión,35,36 pues
aunque no se discute que se incremente con la expo-
sición a drogas26,28,36 nuestro porcentaje de positivi-
dad lo ha sido sobre muestras tumorales no tratadas.

Un dato a favor de que la glicoproteína P se deba
considerar como un parámetro de diferenciación tu-
moral y no un mero marcador de quimiosensibilidad
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Tabla 3. Variables clínicas e histológicas con valor pronóstico.
Análisis univariante. Test de log rank.

Supervivencia Metástasis
Factor

Significación Significación

Localización en tibia ................... p< 0,05 p< 0,1
Estadio radiológico de Lodwick .. p< 0,05 p< 0,1
Estadio clínico de Enneking ....... p< 0,1 p< 0,01
Margen de resección ................... p< 0,05 p< 0,05
Esquema de quimioterapia ......... NS NS
Osteosarcoma subtipo osteoblás-

tico .......................................... p< 0,001 p< 0,001
Atipicidad nuclear Broders ......... p< 0,1 p< 0,05
Índice mitótico ×10 >15 ............. p< 0,1 p< 0,05
Positividad a glicoproteína P ...... p< 0,05 p< 0,001

NS: no significativo.

Tabla 4. Variables clínicas e histológicas relacionadas 
con la expresión de glicoproteína P en el estudio. Análisis
estadistico con respecto a la positividad (χ2) como variable
cualitativa y con respecto a la puntuaciión semicuantitativa.

Expresión de glicoproteína P
Factor

Test Significación

Estadio radiológico de Lodwick .. χ2 NS
KW NS

Estadio químico de Enneking por 
tumor ..................................... χ2 NS

KW NS

Osteoformador o cartilaginoso .. χ2 p< 0,01
KW p< 0,05

Subtipos de osteosarcoma ......... χ2 NS
KW NS

Atipicidad nuclear de Broders .. χ2 NS
KW NS

KW: test de Kruskall-Wallis. NS: no significativo.



es el hecho de su máxima expresión en las áreas ce-
lulares de más clara diferenciación condroblástica
(dato descriptivo, sin que exista una asociación esta-
dísticamente significativa con la variante condro-
blástica del osteosarcoma). Los trabajos de Radig y
cols.37 y Oda y cols.30 así lo confirman. Scotlandi y
cols.41 relacionan la expresión de glicoproteína P con
osteosarcomas de fenotipo menos maligno, tanto a
nivel experimental en un modelo de osteosarcoma
xenotrasplantado como en la revisión de su serie clí-
nica en la que los sarcomas osteogénicos glicopro-
teín positivos se presentaban más localizados y tenían
un intervalo libre de enfermedad más largo.

En nuestra serie es destacable la relación de 
la inmunoexpresión de glicoproteína P en el pro-
nóstico de estos tumores. En la misma tendencia 
que lo publicado por Serra y cols.,42,43 los sarcomas
de alto grado (IIB) que expresan glicoproteína P tie-
nen una supervivencia más corta y una mayor in-
cidencia y precocidad de las metástasis con signifi-
cación estadística. Estos datos son superponibles
también a los que Baldini y cols.3 publican a finales
del 1995.

A pesar de no aportar un análisis multivariante
por el reducido tamaño de la muestra, somos de la
opinión de que la expresión de glicoproteína P es un
factor pronóstico independiente, pues no se relaciona
con ninguna variable clínica o histológica influyente
en la supervivencia (Tablas 3 y 4).

¿Está relacionado el mal pronóstico que parece
conllevar la inmunoexpresión de glicoproteína P con
el fracaso a la quimioterapia en los sarcomas de hue-
so? En esta serie no se analiza la relación entre la ex-
presión inmunohistoquímica de glicoproteína P y la
adecuación a la respuesta a la quimioterapia preope-
ratoria, pero en cualquier caso la expresión de glico-
proteína parece ser un factor de mal pronóstico dig-
no de tener en cuenta. 

Ocho de los nueve pacientes que expresaban el
gen mdr-1 en la serie de Imanishi y cols.19 fueron 
resistentes a la quimioterapia. Serra y cols.42 en-
cuentran una relación estadísticamente significativa
entre la expresión de glicoproteína y la multirresis-

tencia a agentes quimioterápicos en el osteosarcoma.
En su serie, los tumores que expresan glicoproteí-
na P tenían un mayor índice de metástasis y un peor
pronóstico. Por el contrario, para Posl y cols.35,36 este
carácter inmunohistoquímico no guarda relación con
el fracaso de tratamientos quimioterápicos en el os-
teosarcoma osteogénico y no predice la respuesta a
la quimioterapia. Hay tumores glicoproteín positivos
con necrosis del 100% postquimioterapia y malas
respuestas al tratamiento entre los glicoproteín nega-
tivos.36,37,44 Vergier y cols.52 también señalan la ex-
presión variable de glicoproteína P en sarcomas hu-
manos, pero no lo considera el mecanismo principal
de su resistencia a las drogas. 

Si se acepta el hecho de la relación entre la in-
munoexpresión de la glicoproteína P en los sarcomas
de alto grado y una peor supervivencia y mayor de-
sarrollo de metástasis a distancia3,9,17,42,46,51 se derivan
importantes implicaciones terapéuticas.

Existen un gran número de sustancias capaces de
revertir el fenotipo de multirresistencia a drogas
(MDR) in vitro por un mecanismo de inhibición
competitiva.21,27

Se han realizado ensayos clínicos con antagonis-
tas del calcio,13,29,32 ciclosporina y análogos18,49,50 y
otras sustancias como el tamoxifeno,7,13 progestero-
na, cefoperazona, flufenacina, quinina y otros27,46,47

para revertir el estado de multirresistencia a drogas.
Es cierto que para asegurar el bloqueo de la gli-

copreoteína P in vivo se requieren altas dosis de es-
tas sustancias moduladoras, hasta niveles cercanos o
incluso superiores a las dosis máximas tolerables,
con el riesgo de una toxicidad inaceptable.32 Sin em-
bargo, estudios en fase I/II, en los que se combinó
quimioterapia convencional con agentes modulado-
res del MDR, obtuvieron sensibles beneficios en pa-
cientes con leucemias, mielomas o sarcomas de par-
tes blandas refractarios al tratamiento.24

Como conclusión, y de acuerdo con Stein y
cols.,45 se puede establecer que la expresión de glico-
proteína se va a consolidar como un factor pronósti-
co importante en los tumores óseos malignos, lo cual
podría justificar, por una parte, su determinación sis-
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