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Resumen
Pantiú, A.J.; Insfrán, R.M.; Merlo, W.A.; Ortega, H.H.; Rosciani, A.S.: Valor pronósti-
co de la asociación entre la expresión de maspin y la ocurrencia de apoptosis en tumores 
mamarios caninos. Rev. vet. 22: 2, 95-99, 2011. La proteína maspin (inhibidor mamario de 
proteasa de serina) en la especie humana es considerada como supresor tumoral, atribuyén-
dosele distintos mecanismos de acción, entre ellos la inducción a la apoptosis, por lo que en 
este trabajo se investigó la ocurrencia de asociación entre la presencia de proteína maspin 
y apoptosis en carcinomas mamarios de la perra, así como su relación con la evolución de 
las pacientes. Se trabajó con neoplasias mamarias espontáneas de 38 pacientes caninas cuya 
evolución fue controlada hasta dieciocho meses postcirugía. Se realizó el diagnóstico, la 
graduación histológica de malignidad y el recuento de las figuras apoptóticas (por medio de 
una grilla cuadriculada de 1 cm de lado, dividida en 100 áreas de 1 mm2 cada una). Para la 
inmunomarcación de maspin se empleó el método de biotina-streptavidina-peroxidasa y un 
anticuerpo monoclonal anti-maspin. Por regresión logística se halló correlación entre la ex-
presión de maspin en el citoplasma y la ocurrencia de apoptosis (p: 0,045; r: 0,31). Al realizar 
el análisis de la varianza de las medias de apoptosis entre las pacientes vivas (7,47) y muertas 
(3,69) con citoplasmas negativos a la marcación de maspin, se encontraron diferencias sig-
nificativas (p = 0,033). De acuerdo con lo observado, podría esperarse una mayor sobrevida 
de las pacientes ante la ausencia de maspin en el citoplasma de las células y valores elevados 
de apoptosis.
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Abstract
Pantiú, A.J.; Insfrán, R.M.; Merlo, W.A.; Ortega, H.H.; Rosciani, A.S.: Prognostic 
value of the association between maspin expression and apoptosis in canine mammary 
tumors. Rev. vet. 22: 2, 95-99, 2011. Maspin protein (mammary serine protease inhibitor) 
in humans is considered a tumoral suppressor with different mechanisms of action such as 
apoptosis. For this work we studied the association of occurrence between the presence of 
maspin protein and apoptosis in canine mammary carcinomas, as well as its relationship 
with the evolution of patients. We worked with spontaneous mammary carcinomas from 38 
bitches that were followed up to 18 months post surgery. Diagnosis and malignancy histo-
logical graduation were carried out. Apoptotic bodies were counted by means of a squared 
grid of 1 cm side, divided into 100 areas of 1 mm2 each. Maspin immunohistochemistry was 
performed with a monoclonal antibody using streptavidin-biotin immunoperoxidase system 
for immunolabeling. Relationship between cytoplasmic maspin expression and apoptosis oc-
currence was found through logistic regression (p: 0.045; r: 0.31). Patients with maspin nega-
tive cytoplasmic stain showed significance (p: 0.033) in apoptosis mean analysis of variance 
between alive (7.47) and dead (3.69) patients. According to these results, we can expect lon-
ger survival of patients with the absence of maspin in cells’ cytoplasm and high values of 
apoptosis.
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INTRODUCCIÓN

Las neoplasias mamarias son los tumores más fre-
cuentes en las hembras caninas. Se manifiestan como 
nódulos únicos o múltiples, que pueden pertenecer al 
mismo o a diferentes tipos histológicos y afectar una o 
diversas glándulas. Son llamativos por su estructura y 
comportamiento biológico variables. Se considera una 
relación entre neoplasias malignas y benignas de 3:7 o 
4:6, con un rango de supervivencia luego de las ciru-
gías de tumores malignos de entre 4 y 17 meses 11 . 

El desarrollo del cáncer es un proceso en el que no 
sólo interviene la desrregulación de factores prolifera-
tivos y la activación de oncogenes, sino también la des-
rregulación de factores de inhibición del crecimiento 
celular y la pérdida de función genética supresora. En 
oncología moderna reviste gran interés la valoración de 
la cinética celular. El estudio de parámetros que refle-
jan las fases del ciclo en que se encuentran las células 
neoplásicas, ha demostrado gran utilidad en la evalua-
ción del comportamiento biológico de los tumores 13 . 

La apoptosis es un modo de muerte celular progra-
mada, responsable de la eliminación de células en los 
tejidos normales, pero también ocurre en contextos pa-
tológicos específicos 7 . En el adulto, la muerte celular 
programada es la responsable de que se mantenga el 
equilibrio con la proliferación celular y de conservar 
constante el número de células en aquellos tejidos so-
metidos a un continuo recambio celular. Además cons-
tituye un mecanismo de defensa mediante el cual las 
células alteradas, potencialmente peligrosas, son eli-
minadas 1 . En las neoplasias mamarias malignas de la 
especie humana, se observa incremento de apoptosis 8 
que se relaciona con un mal pronóstico 20 y en los tumo-
res mamarios caninos, se informan resultados simila-
res 19 . En la región, se encuentran trabajos descriptivos 
que comunican una tendencia al aumento de imágenes 
de apoptosis en los carcinomas simples 15 .

El inhibidor mamario de proteasa de serina (mas-
pin) es una proteína de 42 kDa que pertenece a la su-
perfamilia de inhibidores de proteasa de serina (serpin). 
Se la encuentra en la glándula mamaria normal de la 
mujer (también en otros epitelios), es producida princi-
palmente por las células mioepiteliales y su presencia 
disminuye hasta desaparecer en el cáncer. Se informa 
que el gen p53 activa la expresión de esta proteína in-
hibidora 22 . Otros autores establecen que maspin es un 
inhibidor efectivo de la angiogénesis, capaz de reducir 
la densidad de la microvasculatura y de esta manera 
suprimir el crecimiento tumoral in vivo e in vitro 21 . 
Se postula que su expresión resulta en una disminución 
de la motilidad celular e invasión, concomitante con 
un incremento del índice de apoptosis 2 , aunque otros 
trabajos refieren que esta proteína actuaría principal-
mente inhibiendo la invasión y no induciendo a la apop-
tosis 16 . Se asevera que pacientes con falta de expresión 
de maspin tienen mayor riesgo de desarrollar metásta-
sis, asignándole valor pronóstico a su determinación 9 . 
En este sentido, algunos autores consideran relevante 

establecer su localización subcelular (en núcleo o cito-
plasma) 17 .

Otros trabajos contradicen lo expuesto y describen 
una sobreexpresión de maspin en las células carcino-
matosas, relacionada con un pronóstico desfavorable en 
tumores de glándula mamaria, así como en carcinomas 
de páncreas y ovario 9, 17, 18 . 

Se ha informado la presencia de maspin en tejido 
mamario canino, tanto normal como neoplásico, espe-
cificando localización nuclear y citoplasmática de esta 
proteína en las células mioepiteliales y sólo citoplas-
mática y en menor grado, en las células carcinomato-
sas 3 . Se ha destacado una asociación entre la escasa 
expresión de maspin y la ocurrencia de metástasis, así 
como la relación entre una moderada y fuerte marca-
ción positiva de los núcleos y un buen pronóstico para 
las pacientes caninas 23 .

Luego del diagnóstico de una neoplasia, resulta de 
suma importancia establecer un pronóstico acerca de 
la posible evolución del paciente. Se han realizado di-
versos trabajos con el objeto de determinar factores de 
valor pronóstico para las neoplasias mamarias caninas. 
Se consideran indicadores de comportamiento bioló-
gico tumoral al: tipo histológico, graduación tumoral 
histopatológica 12 , cinética tumoral que comprende 
índice de proliferación y apoptosis 19 , estadificación 
clínica, tamaño y angiogénesis tumoral 5, 14 . 

Se han establecido diferentes pruebas estadísticas 
multivariadas para la identificación de factores inde-
pendientes, siendo el tipo histológico del blastoma, uno 
de los más destacados. Estas determinaciones confir-
maron una relación directa entre el alto grado de ana-
plasia y un pronóstico desfavorable. De todas maneras, 
a pesar de estos indicadores, el comportamiento bioló-
gico de los tumores mamarios caninos es aún difícil de 
predecir. Por ello es imprescindible la identificación de 
otras herramientas que permitan reconocer pacientes 
con alto riesgo de recurrencia y muerte 9 . Se propone 
que esta dificultad para diseñar un sistema de clasifi-
cación que asegure reproducibilidad y categorización 
pronóstica se debe a la heterogeneidad histomorfoló-
gica observada en las neoplasias mamarias caninas 4 .

En esta oportunidad se realizó un estudio retros-
pectivo sobre pacientes con seguimiento de su evolu-
ción, la cual se relacionó con la expresión de proteína 
maspin, la ocurrencia de apoptosis y el grado histopa-
tológico de los tumores, buscando establecer el valor 
pronóstico de tales determinaciones. Como objetivo 
general se consideró determinar la existencia de pará-
metros que permitan predecir la evolución de las pa-
cientes caninas con neoplasias mamarias.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se trabajó con neoplasias mamarias espontáneas 
de 38 pacientes caninas (de diversas razas y edad pro-
medio de 9 años) que fueron atendidas en el Hospital 
de Clínicas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de 
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la UNNE (Corrientes, Argentina) y cuya evolución fue 
seguida durante 18 meses posteriores a la cirugía. 

Sobre cortes obtenidos por medio de la técnica his-
tológica clásica y coloreados con hematoxilina y eosina, 
se realizó la graduación histológica de malignidad de 
los tumores de acuerdo con lo establecido por Misdorp 
et al. (2002) 12 . La misma tiene en cuenta la arquitectu-
ra, diferenciación celular y número de figuras mitóticas, 
determinando la existencia de tres grados posibles. 

El recuento de figuras apoptóticas se efectuó a 400 
aumentos, por medio de una grilla cuadriculada de 1 
cm de lado, dividida en 100 áreas de 1 mm2 cada una, 
que se colocó en el ocular (1421A de Ameri-
can Optical Corporation). Se contabilizaron 
las áreas en las que se observaron imágenes 
de apoptosis. 

Para la inmunomarcación de la proteína 
maspin se realizaron cortes histológicos con 
micrótomo rotativo de tipo Minot a 3 µm de 
espesor, montados sobre portaobjetos pre-
tratados con una solución de Poly-L-Lysine 
(diluida 1:10 en agua deionizada). Se requi-
rió de una recuperación antigénica adicional 
por medio de la incubación en buffer EDTA 
a 90ºC durante 30 min. Luego se inactivó 
la peroxidasa endógena y se bloquearon 
uniones inespecíficas con suero normal 
de cabra (ya que el anticuerpo secundario 
empleado fue desarrollado en esta especie). 
Finalmente, los distintos cortes se incuba-
ron con el anticuerpo primario. Se utilizó el 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-maspin (G167-70, 
BD-Pharmingen, USA) incubando toda la noche a tem-
peratura ambiente. Para el revelado se empleó el méto-
do de biotina-streptavidina-peroxidasa (Supersensitive 
Immunodetection System, LP000-UL, Biogenex, CA, 
USA). Se siguieron los lineamientos generales de los 
laboratorios proveedores de los distintos anticuerpos.

Para la interpretación de la inmunomarcación se 
empleó el método de Sood et al. (2002) 17 el cual tie-
ne en cuenta el porcentaje de células marcadas y la in-
tensidad, cuyos puntos se suman y dan un índice final 
(OMS: overall maspin score) que considera cuatro ran-
gos: negativo (0), débil (1), moderado (2) y fuerte (3). Se 
discriminó entre marcación de núcleos y citoplasmas. 
Para el análisis estadístico, los grupos de OMS 0 y 1 
fueron considerados negativos a maspin, mientras que 
los OMS 2 y 3 se interpretaron como positivos. Se em-
pleó el programa Infostat /Profesional, versión 1.1. 

RESULTADOS

Teniendo en cuenta la evolución de las pacientes es-
tudiadas se formaron dos grupos según la sobrevida a 
los dieciocho meses: pacientes vivas (n 16) y pacientes 
muertas (n 22). La graduación histológica de maligni-
dad (GH) evidenció 29 neoplasias del grado histológico 
uno (GHI) y 9 correspondientes al grado histológico 
dos (GHII), no habiéndose presentado casos del grado 

tres. Al comparar la sobrevida de las pacientes con el 
GH, no se hallaron diferencias significativas y su distri-
bución se muestra en la Figura 1.

En la Tabla 1 se observa la frecuencia absoluta de 
la inmunomarcación de maspin, tanto en núcleo como 
citoplasma, en relación con el GH y la evolución. Del 
análisis de los datos obtenidos, no surgió asociación 
por Chi2 entre la marcación de maspin y el GH o la evo-
lución de las pacientes (p > 0,05). 

En la Tabla 2 se presentan los valores promedio de 
figuras de apoptosis de acuerdo con maspin en sus dis-
tintas localizaciones, con el GH y con la evolución. Por 
regresión logística se hallaron valores significativos al 

Figura 1. Graduación histológica de malignidad en 
relación con la evolución de las pacientes. GHI: grado 
histológico de malignidad I; GHII: grado histológico 
de malignidad II. 

Tabla 1. Presencia de maspin en núcleo y citoplasma 
en relación con el grado histológico de malignidad y 
la evolución.

maspin en el núcleo maspin en el citoplasma
negativo positivo negativo positivo

GHI 19 10 14 15
GHII 8 1 7 2
vivas 13 3 6 10
muertas 14 8 15 7

GHI: grado histológico de malignidad I; GHII: grado histo-
lógico de malignidad II.

Tabla 2. Valores promedio y medidas de resumen de apoptosis 
en relación con la marcación de maspin, el grado histológico de 
malignidad y la evolución de las pacientes.

apoptosis
alternativa n promedio DE CV

maspin en núcleo
- 27 4,2 3,27 72,48
+ 11 5 3,44 67,35

maspin en 
citoplasma

- 21 4,77 3,76 78,83
+ 17 4,58 2,70 58,87

grado histológico 
de malignidad

GHI 29 4,88 3,52 72,19
GHII 9 4,07 2,45 60,12

evolución Vivas 16 5,41 3,88 71,75
Muertas 22 4,16 2,75 66,08

DE: desvío estándar; CV: coef. de variación; -: marcación negativa; +: 
marcación positiva; GHI: grado histológico de malignidad I; GHII: gra-
do histológico de malignidad II. 
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relacionar apoptosis con maspin en el citoplasma (p: 
0,045; r: 0,31).

La Tabla 3 muestra los promedios de apoptosis y la 
marcación de maspin citoplasmático teniendo en cuen-
ta la evolución de las pacientes. Se encontraron dife-
rencias significativas (p: 0,033) entre los promedios de 
apoptosis observados en pacientes vivas (7,47) y muer-
tas (3,69) con citoplasmas negativos a la marcación de 
maspin. 

DISCUSIÓN 

Diversos trabajos destacan la importancia de la de-
terminación de maspin, aunque existen contradicciones 
en cuanto a su valoración. En los carcinomas mamarios 
de la mujer su presencia se asocia con carcinomas de 
bajo grado y escasa neovascularización 22 y su ausencia 
en células carcinomatosas 6 . Otras publicaciones, en 
cambio, describen una sobreexpresión de maspin en las 
células carcinomatosas, relacionada con mal pronósti-
co en tumores de glándula mamaria, así como en carci-
nomas de páncreas y ovarios de la especie humana 18, 17 . 
En la especie canina se postula que la marcación débil 
de maspin se asocia con la muerte de las pacientes 23 .	
En este trabajo, se observó la presencia de maspin en 
todos los casos analizados. 

En cuanto a la localización subcelular de este mar-
cador, no se encontraron diferencias al comparar grado 
histológico de malignidad ni evolución de las pacientes. 
No obstante, se halló una relación entre maspin en el 
citoplasma y los valores promedio de apoptosis. Tenien-
do en cuenta los mismos en los casos sin maspin en el 
citoplasma, se observaron diferencias significativas en-
tre las medias de las pacientes que sobrevivieron a los 
18 meses y las que murieron, presentándose el promedio 
más elevado de apoptosis en las pacientes vivas. En este 
sentido, cobra importancia la determinación subcelular 
de la marcación de maspin en coincidencia con lo pro-
puesto por otros autores 17, 23 quienes atribuyen mejor 
pronóstico a la positividad de los núcleos. Sin embar-
go, nuestros hallazgos son significativos sólo cuando 
se vincula la ausencia de esta proteína en el citoplasma 
con los valores promedio elevados de apoptosis. 

Por ello, considerando los resultados aquí obteni-
dos, podría esperarse una mayor sobrevida de las pa-
cientes ante la ausencia de maspin en el citoplasma de 
las células neoplásicas y valores elevados de apoptosis. 
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