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1. Resumen.
Las neoplasias son procesos patolégicos multifactoriales caracterizados por la
proliferacion anormal e incontrolada de las células. Las neoplasias mamarias son
diagnosticadas comunmente en las hembras caninas no esterilizadas con reportes
epidemioldgicos entre el 20,5% y el 70,5% dependiendo de la poblacién estudiada.
Las neoplasias mamarias presentan una alta heterogeneidad histologica debido a
sus multiples componentes celulares. Diferentes factores intervienen en la pérdida
del control de la proliferacion celular. Se han reportado variantes genéticas en los
genes Breast Cancer type 1 (BRCA1) Breast Cancer type 2 (BRCA?2) relacionadas
con el desarrollo de neoplasias mamarias en caninos. BRCA1y BRCAZ2 son genes
supresores tumorales cuya funcion es la regulacion de la proliferacion celular,
reparacion del dano por rupturas en la doble cadena de DNA y el mantenimiento de
la estabilidad gendmica. Actualmente en Colombia no existen reportes de estudios
que detecten la presencia y establezcan la frecuencia de variantes genéticas en los
genes BRCA1y BRCAZ relacionadas con las neoplasias mamarias en caninos. El
objetivo de este estudio fue determinar la presencia y frecuencia de las variantes
genéticas identificadas previamente en la literatura, ¢.4762 G>T p.W1567STOP en
el exon 13 del gen BRCA1 y ¢.2401 A>C p.K801Q, ¢.2488 A>G p.I1830V, c.4273
A>C p.T1425P y c.4304 A>G p.K1435R ubicadas en el exon 11 del gen BRCAZ2 en
75 caninos hembra con neoplasias mamarias del Area metropolitana; Antioquia,

caracterizar histopatolégicamente sus tejidos neoplasicos mamarios y establecer la
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relacion entre la presencia de las variantes genéticas y caracteristicas como el tipo
histologico, la edad, la raza entre otras. Se encontraron 8 diferentes tipos
histologicos en los tejidos neoplasicos mamarios estudiados, 7 clasificados como
malignos, siendo el carcinoma mixto mamario el mas comun con un 36%. Las
frecuencias de las variantes genéticas estudiadas fueron: 65.3% p.K1435R, 51.9%
p.K801Q, 13.3% p.T1425P y 5.3% p.I830V. Adicional se establecieron los
diferentes haplotipos segun las combinaciones alélicas, 5 en total, de los cuales el
CAAA que presentaba la variante p.K801Q en condicion homocigota se relacion6
estadisticamente significativa con el tipo histolégico y la raza. También se encontré
que los individuos con la variante genética ¢.2401 A>C p.K801Q en condicidn
homocigota presentaron una mediana de edad de aparicion de la neoplasia
mamaria menor, en 2.5 afos, respecto al resto de individuos de la poblacion de
estudio, siendo esto estadisticamente significativo. Estos hallazgos permiten
establecer un primer registro epidemiolégico y molecular sobre la presencia de
variantes genéticas en los genes BRCA1y BRCAZ2, relacionadas con el desarrollo
de neoplasias mamarias en caninos en el Area Metropolitana de Antioquia,
Colombia, las cuales presentan una relacion con caracteristicas neoplasicas y
poblacionales. Este estudio establecido por primera vez una relacion genotipo -

fenotipo en el cancer de mama en caninos en Colombia.

Palabras claves: Neoplasias mamarias, Caninos, Variantes genéticas, BRCAT,

BRCA2.
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2. Abstract.
Neoplasms are multifactorial pathological processes characterized by abnormal and
uncontrolled proliferation of cells. Mammary neoplasms are commonly diagnosed in
non-sterilized canine females with epidemiological reports between 20.5% and
70.5% depending on the population studied. Breast neoplasms present a high
histological heterogeneity due to their multiple cellular and histological components.
Different factors intervene in the loss of control of cell proliferation. Genetic variants
have been reported in Breast Cancer type 1 (BRCA1) and Breast Cancer type 2
(BRCAZ2) genes related to the development of mammary neoplasms in canines.
BRCA1 and BRCAZ2 are tumor suppressor genes whose function is the regulation of
cell proliferation, repair of damage due to breaks in the double strand of DNA and
the maintenance of genomic stability. Currently in Colombia there are no reports of
studies that detect the presence and establish the frequency of genetic variants in
the BRCA1 and BRCAZ2 genes related to mammary neoplasms in canines. The
objective of this study was to determine the presence and frequency of the genetic
variants previously identified in the literature, c.4762 G> T p.W1567STOP in exon
13 of the BRCA1 gene and ¢.2401 A> C p.K801Q, c. 2488 A> G p.I1830V, c.4273 A>
C p.T1425P and c.4304 A> G p.K1435R located in exon 11 of the BRCAZ2 gene in
75 female canines with mammary neoplasms from the Metropolitan Area; Antioquia,
histopathologically characterize its mammary neoplasm tissues and establish the

relationship between the presence of genetic variants and characteristics such as
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histological type, age, race, among others. Eight different histological types were
found in the studied mammary neoplasm tissues, 7 classified as malignant, with
mixed mammary carcinoma being the most common with 36%. The frequencies of
the genetic variants studied were: 65.3% p.K1435R, 51.9% p.K801Q, 13.3%
p.T1425P and 5.3% p.I830V. In addition, the different haplotypes were established
according to the allelic combinations, 5 in total, of which the CAAA that presented
the p.K801Q variant in homozygous condition was statistically significant related to
the histological type and race. It was also found that individuals with the genetic
variant ¢.2401 A> C p.K801Q in a homozygous condition had a median age of
appearance of the lower mammary neoplasm, in 2.5 years, compared to the rest of
the individuals in the study population. this being statistically significant. These
findings allow us to establish a first epidemiological and molecular registry on the
presence of genetic variants in the BRCA1 and BRCAZ2 genes, related to the
development of mammary neoplasms in canines in Colombia, which present a
relationship with neoplasic and population characteristics. This study established for

the first time a genotype-phenotype relationship in canine breast cancer in Colombia.

Keywords: Breast neoplasms, Canines, Genetic variants, BRCA1,

BRCA2.
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3. Planteamiento del problema.

Las neoplasias son procesos patoldgicos multifactoriales, caracterizados por la
proliferacion celular anormal e incontrolada. (1,2) Diferentes factores intervienen en
la pérdida del control de la proliferacion de las células, entre ellos, los ambientales
o externos como la dieta, actividad fisica, exposicion a agentes fisicos, quimicos o
biolégicos y los enddgenos, entre los cuales se consideran las alteraciones
genéticas. (3—6) En caninos, las neoplasias se desarrollan en diferentes érganos o
sistemas anatomicos, entre estos la piel y glandulas anexas, glandulas mamarias,
tejido hematopoyético y tejido gastrointestinal. (7,8) Las neoplasias que se
denominan malignas, presentan comportamientos celulares de alta proliferacién,
invasion, alteraciones nucleares, pérdida de la relacion nucleo-citoplasma,
presencia de necrosis entre otras caracteristicas, son la principal causa de muerte
en caninos adultos. (9) Las neoplasias malignas representan mas del 50% de los
casos diagnosticados. (10,11) Las neoplasias que involucran la glandula mamaria
en caninos hembra presentan frecuencias entre el 20,5y 70,5% y tasa de mortalidad

entre el 18 al 27%. (7,12)

El desarrollo de neoplasias mamarias se ha asociado a la alteracion en genes
involucrados en el control del ciclo celular, la proliferacidon celular y la reparacion del
material genético, entre ellos ATM, TP53, CHEK2, STK11, BRIP1, RAD 51, STK11,
p53, c-erB2, C-myc, BRCA1 y BRCAZ (13,14). Existe evidencia que las variantes
genéticas en los genes Breast Cancer type 1 (BRCA1) y Breast Cancer type 2
(BRCAZ2) tienen una relacion estadisticamente significativa con el desarrollo de

neoplasias mamarias tanto en humanos como en caninos. (14,15) Los genes
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BRCA1 y BRCAZ2 son supresores tumorales cuya funcion es la regulacion de la
proliferacion celular, reparacion del dano en la doble cadena de DNA y el
mantenimiento de la estabilidad gendomica. (14,16) Para el desarrollo de sus
funciones, las proteinas BRCA1 y BRCA2, forman complejos proteicos, con las
proteinas RADS1, BRPI1 y RMN 30. Para sus funciones biologicas, los principales
dominios de unién en los genes BRCA1y BRACZ2 estan codificados en los exones
13 y 11 respectivamente. Estos dominios de unidén permiten detectar y reparar el
dafno a la doble cadena de DNA por recombinacion homdloga. Los exones 13y 11
en los genes BRCA1y BRACZ2 son los de mayor tamario y los mas conservados en
los mamiferos. (17,18) Se han reportado variantes genéticas en el exén 13 del gen
BRCA1 y en el exon 11 del gen BRCAZ2 con frecuencias superiores al 10%, en
diferentes estudios en Brasil, Turquia, Noruega y China, que generan un dafio en la
estructura proteica con un efecto deletéreo en la funcidn biologica de la proteina.
(1,15,18,19) Estas variantes se han relacionado con el desarrollo de neoplasias
mamarias en caninos. (15,20)

En la actualidad, en Colombia, mas especificamente en el area metropolitana del
departamento de Antioquia, no se encuentran reportes de estudios que determinen
la presencia y frecuencia de variantes genéticas en los genes BRCA1y BRCAZ2 en
caninos con neoplasia mamaria, ni su correlacion con el diagnédstico histolégico,
generando una limitacion epidemioldgica y molecular frente a caracteristicas
genotipicas y fenotipicas de neoplasias mamarias en caninos en el Area

Metropolitana - Antioquia, Colombia.

En el presente trabajo se formularon las siguientes preguntas:
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1.

¢ Cual es la frecuencia de las variantes genéticas ¢.4762 G>T p.W1567STOP
en el exén 13 del gen BRCA1y ¢.2401 A>C p.K801Q, ¢.2488 A>G p.I830V,
c.4273 A>C p.T1425P y c.4304 A>G p.K1435R ubicadas en el exon 11 del
gen BRCAZ2 en los caninos con neoplasias de glandula mamaria a estudiar?
¢ Existen diferencias entre las frecuencias de las variantes genéticas
analizadas en este estudio, con las informadas en otras poblaciones en
estudios previos?

¢ Existe relacion entre la presencia de las variantes genéticas analizadas en
el estudio y caracteristicas como el tipo histologico, raza y la edad de

aparicion de neoplasia mamaria?
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4. Justificacion.

Las neoplasias de glandula mamaria (NGM) tanto en humanos como en caninos
comparten caracteristicas clinicas, moleculares, histologicas y epidemioldgicas
similares (21-27), las cuales presentan en ambas especies un desarrollo
espontaneo, por lo que en consideracion de lo anteriormente expuesto, los caninos
han sido propuestos como modelo de estudio en la oncologia, ya que permiten la
translacion de resultados a la especie humana. (22,28,29) Las variantes en los
genes supresores tumorales, BRCA1y BRCAZ2, se han asociado con el desarrollo
de neoplasias mamarias tanto en caninos como en humanos. (5,13) Determinar la
presencia Yy frecuencia de variantes en estos dos genes supresores tumorales en
linea germinal en NGM en caninos por primera vez en el Area Metropolitana —
Antioquia, Colombia y establecer su relacion con el tipo histolégico, edad de
aparicion de neoplasia y raza, contribuira al reporte epidemiolégico de variantes
genéticas en BRCA1y BRCAZ2 en la poblacién canina y adicionalmente, permitira
correlacionar la informacion genética (variantes genéticas) y las caracteristicas
clinico-patologicas para el cancer de mama en caninos, y brindar herramientas para
desarrollar pruebas genéticas para la deteccion de variantes en los genes BRCA1
y BRCAZ2 dutiles en la aproximacion diagnostica de tipos histologicos especificos de

neoplasias mamarias, lo cual prevé un valor clinico y prondstico.
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5. Marco teérico.

El proceso co-evolutivo entre humanos y caninos inicia con un mutualismo en
funciones como alimentacidn, proteccidn, caza entre otras y en los ultimos siglos se
ha evidenciado una nueva forma de vinculo interespecie ligado a la compaiia,
trabajo y diversion.(30)

En los ultimos 200 a 300 afios el humano ha generado a través del
entrecruzamiento diferentes razas de caninos a partir ancestro comun, el lobo. (8)
La generacion de estas razas, a partir de un numero restringido de individuos,
denominados “toros”, involucra limitacion de entrecruzamientos y el favorecimiento
de la endogamia, lo que ha generado un cuello de botella evolutivo y la disminucién
de la variabilidad genética en los individuos que pertenecen a razas especificas.
(25) Tanto las caracteristicas fenotipicas como las genotipicas de los toros se ven
sobre representadas en los nuevos individuos, lo que incluye una predisposicion
geneética a diferentes enfermedades, como las neoplasias (31), la diabetes mellitus

(32). la displasia de codo (33), entre muchas otras.

5.1 Generalidades de las neoplasias

Las neoplasias son patologias multifactoriales producto de la alteracion de procesos
celulares como el control del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion e interaccion
celular.(34) Diferentes factores se atribuyen a la pérdida del control de la
proliferacion celular, como los ambientales o externos — la dieta, actividad fisica,
exposicidon a agentes fisicos, quimicos o biologicos (2,35—-38) y factores endégenos
o no modificables como el factor genético. (39,40) Las células con proliferacion

anormal pueden ser de origen histologico epitelial, mesenquimal y células redondas.
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El grado de proliferacion anormal de las células y su grado de diferenciacion esta
relacionado con las neoplasias de tipo benigno o maligno. (41) Las neoplasias
malignas, las cuales se denominan cancer, tienden a crecer rapidamente, invadir
los tejidos circundantes y propagarse a otras partes del cuerpo mediante un proceso

llamado metastasis. (10)

En los caninos diferentes 6rganos y tejidos (la piel, la glandula mamaria, tracto
digestivo, reproductivo, el sistema hematopoyético entre otros), presentan
crecimientos neoplasicos (Ver tabla 1). Diferentes reportes indican que la piel y la
glandula mamaria son los érganos mas frecuentemente involucrados en los

procesos neoplasicos. (7,12,42—-44)

Tabla 1. Porcentaje y tasa de incidencia por cada 100.000 caninos afectados por

neoplasias, discriminadas por 6rgano y/o sistema, encontrando que la piel y la

glandula mamaria son los mas afectados por esta condicion patologica. (34-38,41)
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ESTUDIO SISTEMA/ORGANOO PORCENTAJE

Piel 32,29 %
Glandula mamaria 20,53 %
Gr“”tzzi%fé- Etal. Tejidos blandos 11,90 %
Sistema digestivo 7,49 %
Total 72 %
Glandula mamaria 49,90 %
Baioni, E. Et al. Piel y tejido blando 40,18 %
2017 Testiculos 9,50 %
Total 99,58 %
Piel y anexo 43 %
o Glandula mamaria 585 /100,000
Ba'onz"o%et al. Piel y tejido blando 461/ 100,000
Testiculos 112/ 100,000
Ovario 40/ 100,000
Piel y anexo 43 %
Sistema reproductivo en
hembras, incluyendo 28 %
Bronden 1.B. Et glandula mamaria
al. 2010 Hematopoyético 6 %
Sistema gastrointestinal 5%
Total 82 %
ESTUDIO SISTEMA/ORGANO PORCENTAJE
Glandula mamaria 70,5 %
Linfoma no Hodgkin’s 8.4 %
Merlo. Et al. 2009 Tejido blando y conectivo 4.6 %
Piel 3,8%
Total 87.3 %
Glandula mamaria 56,40 %
Vascellari, M. et al. . N
2009 Piel y tejido blando 30.80 %
Total 87,20 %

Glandula mamaria 191,8 / 100,000
Tejido blando y conectivo 37,9 /100,000
Piel 26,4 /100,000

Linfoma no hodkin’s 73,8 /100,000

Merlo, DF. 2008

5.2 Glandula mamaria en caninos
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La mama es una glandula apocrina sudoripara modificada que para el cumplimiento
de su funcién — produccion y almacenamiento de leche para la alimentacion de las
crias mamiferas — tiene multiples estructuras anatémicas y componentes celulares,
como lo son: conductos, l6bulos, lobulillos, cisterna, esfinteres, epitelios simples,
escamoso estratificado, columnar de dos capas, su componente celular de origen
epitelial - células mioepiteliales/basales y epiteliales/luminales- y su estructura de
sostén, compuesto por tejido o células mesenquimales que a su vez forman tejido
conectivo. (38,45,46) Las células mioepiteliales que revisten el epitelio secretor; son
contractiles por lo que su funcién es expulsar la leche a través de los conductos
interlobulares, lactiferos, papilar hasta llegar a la cisterna del pezén. Las hembras
caninas desarrollan entre cinco y seis pares de glandulas mamarias; distribuidas en
el térax, abdomen y region inguinal. (46)

Figura 1: anatomia e histologia de la glandula mamaria.

Lobulos Alveolo

Tejido ) 0.120.3mm
conectivo ’

Sangre aﬂeria?‘
&
Célula

secretora

Lamina de
soporte

Canal
lactifero

Cisterna de la

glandula (400 mi) J Ducto

Cisterna del pezén
(30 -40 ml)

Tejido fragil de
transicion

Canal del pezén Esfinter muscular

Burgos Baena, Agustin.conductos del sistema secretor de la leche. 2017
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5.3 Neoplasias mamarias en caninos

Los caninos son las especie doméstica en las que con mayor frecuencia se ve
afectada la glandula mamaria por procesos neoplasicos. (14,19) Las neoplasias de
la glandula mamaria (NGM) son la patologia neoplasica mas comun en caninos
hembras no esterilizadas y la principal causa de muerte en caninos hembra
geriatras, con edades superiores a los 10 anos (47), con frecuencias reportadas
entre el 20,5% y el 70,5% (7,12) y mortalidades asociadas entre el 18 y 27%
(12,38,48). La edad de aparicion de las NGM se reporta entre los 6 y 10 afios con
promedio de 8 afos. (9) Diferentes razas presentan predisposicion genética al
desarrollo de NGM, entre ellas se encuentran: los Spaniels, Poodle, Criollo, Pastor
aleman, el Boxer, Beagle, chihuahua, Dachshund, Bichon frise, Pinscher. (46,48)
Las neoplasias mamarias se caracterizan por su heterogeneidad histoldgica y
diversidad en la presentacion clinica. (49,50) Dicha variabilidad se atribuye a los
componentes celulares de la glandula mamaria, los cuales son susceptibles de
modificaciones estructurales dependientes de hormonas como: estrogeno (E2),
progesterona (P4), prolactina (PR). (51). Estas hormonas estimulan la activacion o
inactivacion de genes que tienen funcién sobre el control de ciclo y proliferacion
celular, generando asi diferentes alteraciones o modificaciones en el tejido mamario
(40). Las NGM se clasifican en benignas o malignas segun caracteristicas como:
estructura, proliferacién, invasion a tejidos adyacentes, tamano celular, nucléolo,
cromatina-DNA, mitosis, relacion nucleo citoplasma. (52) En particular las
neoplasias malignas presentan poca diferenciacion celular, son infiltrantes,

presentan rapido crecimiento, tienen capacidad metastasica, pleomorfismo celular,
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nucléolo grande, numerosas mitosis y son las mas comunes, estas representan

entre el 54% y el 95% del total de las NGM. (15)

5.4 Clasificacion de las neoplasias mamarias en caninos

Las NGM se clasifican segun su tipo histologico y a través del sistema TNM: tamafio
de neoplasia, compromiso de linfonddulo y presencia de metastasis. Debido a dicha
heterogeneidad histoldgica la clasificacion histopatolégica ha sido constantemente
modificada, iniciando con dos clasificaciones realizadas por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en 1975 y 1999, y una ultima realizada por Goldschmidt et al.,
2011 (11) a través de American College of Veterinary Pathologist's Oncology
Comittee y avalada por la Word Small Animal Veterinary Association para
neoplasias mamarias caninas, la cual reune las caracteristicas de la clasificacion
propuesta por la OMS en 1999 anexando 5 nuevos subtipos histologicos: el
carcinoma micropapilar invasor, el comedocarcinoma, el carcinoma ductal, el
carcinoma papilar intraductal y el carcinoma y mioepitelioma maligno (49), lo que
permite nombrar las NGM de forma uniforme, segun el tipo histolégico
comprometido y segun sus caracteristicas clasificarlas segun el grado histologico.
Tabla 2.

Clasificacion histologica de las neoplasias mamarias en caninos reportada por
Goldschmidt, M. Et al. 2011
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Proposed Histologic Classification 2010
1: Malignant Epithelial Neoplasms
Carcinoma-in situ
Carcinoma-simple

a. Tubular

b. Tubulopapillary

c. Cystic-papillary

d. Cribriform

Carcinoma-micropapillary invasive
Carcinoma-solid
Comedocarcinoma
Carcinoma-anaplastic
Carcinoma arising in a complex adenoma/mixed
tumor

--The beningn counterpart is still detectable
in the section.
Carcinoma-complex type

--The epithelial component is malignant,
and the = myoepithelium is benign.
Carcinoma and malignant myoepithelioma

--The epithelial and myoepithelial

components are malignant.
Carcinoma-mixed type

--The epitelial component is malignant the
myoepithelialial mesenchymal component is
bening; and the mesenchymal component is
cartilageor bone.
Ductal carcinoma-malignant counterpart of
ductal adenoma
Intraductal papillary carcinoma-malignant
counterpart of intraductal papillary adenoma.

2: Malignant Epithelial Neoplasms—Special
Types
Squamous cell carcinoma
Adenosquamous carcinoma
Mucinous carcinoma
Lipid-rich (sceretory) carcinoma
Spindle cell carcinoma
Malinant myoepithelioma
Squamous cell carcinoma
Carcinoma—spindle cell variant
Inflammatory carcinoma ( see Inflammatory
Carcinoma section)
3: Malignant Mesendhymal Neoplasms---
Sarcomas
Osteosarcoma
Chondrosarcoma
Fibrosarcoma
Hemangioosarcoma
Other sarcomas
4: Carcinosarcoma—malignant Mixed Mammary
Tumor
5: Benign Neoplasms
Adenoma- simple
Intraductal papillary adenoma (duct papilloma)
Ductal adenoma (basaloid adenoma)
With squamous differentiation (keratohyaline
granules)
Fibroa de noma
Myoepithelioma
Complex adenoma (adenomyoepithelioma)
Beningn mixed tumor

5.5 Bases moleculares en el desarrollo de neoplasias mamarias en caninos

La carcinogénesis de las neoplasias mamarias es un proceso multifactorial

caracterizado por la activaciéon o inactivacién de genes relacionados con el control

de la divisidn y proliferacion celular, supresion tumoral, control de muerte celular

programada, estabilidad gendmica, reparacidon del dafo celular y del DNA y por
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factores epigenéticos. En dichos procesos participan agentes ambientales,
quimicos, fisicos, hormonales, nutricionales o dietarios y también factores
endogenos como lo son las variantes genéticas, que alteran o modifican la funcion
de dichos genes. Dicha carcinogénesis comprende tres etapas conocidas como: la
iniciacion, caracterizado por la exposicién de agentes carcinogénicos o expresion
de alteraciones genéticas heredadas que conllevan a la formaciéon de clones
celulares con inestabilidades satelitales, micro satelitales, alteraciones
cromosomicas, y con expresion geénica alterada. Una segunda etapa denominada
promocién, en la que se genera la replicacion de dichos clones celulares, y por
ultimo la progresion, en la que de forma principal se generan las lesiones
preneoplasicas que se convierten en lesiones malignas, generando procesos
metastasicos. (34,40) Segun Weinberg R. y Hanahan D., en su texto Hallmark of the
cancer: the next generation, dicha carcinogenesis involucra otros factores como:
mecanismos de sostenimiento para las senales de proliferacion y evasion ante
procesos de supresion tumoral, inmortalizacién, angiogénesis entre otros,
constituyendo asi 6 marcas 0 procesos carcinogénicos los cuales son:
sostenimiento de la sefal proliferativa, evasion de factores supresores, activacion
de invasion y metastasis, inmortalidad y proliferacion, angiogénesis Yy resistencia

ante la muerte celular.(53)

Entre el 80 y el 85% de las neoplasias mamarias en caninos se presentan de forma
esporadica (37), teniendo como base etiolégica la accion de hormonas esteroidales,
como el estrogeno y la progesterona, las cuales de forma natural estan involucradas

en el proceso de desarrollo mamario, estimulando el crecimiento ductual , I6bulo-
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alveolar y la hiperplasia de estructuras secretoras y mioepiteliales, pero a su vez
promueven el desarrollo tumoral (40) Los estrogenos endégenos desempefian una
funcién fundamental en el desarrollo del cancer de mama y son considerados el
principal factor de riesgo para esta enfermedad. (52,54 ) Los estrogenos hacen parte
de la super familia de hormonas esteroidales, las cuales tienen como precursor el
colesterol y son sintetizadas en tejidos como: ovario, tejido adiposo, placenta, y la
misma glandula mamaria, (51) Los estrogenos actuan como agentes de iniciacion
y promocidon de carcinogénesis mamaria, esto por su capacidad al estar activos
(union ligando receptor y translocacion nuclear) de inducir la transcripcion de varios
proto-oncogenes que inician una ganancia de funcion y se convierten en oncogenes,
como los pertenecientes a la familia myc, entre ellos c-myc, promoviendo la
proliferacion celular y posibilitando funcion oncogénica de estos genes (efecto
genomico de los estrogenos). (55,56) El desarrollo de la neoplasia mamaria
dependera del tiempo de exposicidon hormonal. (46) En la actualidad se han descrito
otras vias de desarrollo de cancer de mama generadas por los estrogenos,
denominadas no genomicas, como la sefalizacion bidireccional entre los receptores
de estrogenos alpha (ERa) y uno de los receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGFRs), ya que el EGFR estimula la sintesis de DNA 'y la transcripcion
génica para activacion de RE nucleares de forma independiente de estradiol, es
decir fosforilacion de la serina 118 de los dominios A/B de ER, que permite la
transactivacion de genes relacionados con RE. (57) Otro factor de riesgo, el cual
esta relacionado con el desarrollo de neoplasias mamarias en caninos de forma
hereditaria, es el factor enddégeno, en el cual se consideran variantes genéticas,

linea germinal, en genes involucrados en la carcinogénesis mamaria, radicales
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libres de oxigeno o de nitrégeno producto de metabolismo celular que alteran o
generan dafnos genéticos, y a los cuales se les atribuyen entre el 5y el 10% de la
presentacion de NGM en caninos. (5,13)

Diferentes genes han sido relacionados con el desarrollo de neoplasias mamarias
debido a sus funciones dentro del proceso de reparacion de DNA, control de ciclo
celular y a su intervencion en mecanismos o0 procesos celulares como apoptosis,
proliferacion, diferenciacion, supervivencia celular, migracion celular, los cuales
resultan relevantes en el desarrollo de una neoplasia. Entre estos genes se
encuentran: ATM, TP53, CHEK2, STK11, BRIP1, RAD 51, STK11, p53, c-erB2, C-
myc, BRCA1 y BRCA2 (14,58), pero s6lo BRCA1 y BRCAZ2 presentan evidencia
estadisticamente significativa en su asociacion con el desarrollo de neoplasias
mamarias en caninos. (1,14,15) Los genes BRCA1 y BRCA2 son supresores
tumorales y su funcién es central para la regulacion de la proliferacién celular,
control del ciclo celular y el mantenimiento de la estabilidad gendmica a través del
reconocimiento y reparacion del dafio en la doble cadena del DNA por
recombinacién homologa. (17) Para sus funciones bioldgicas, los genes BRCA1y
BRCAZ tienen dominios de union, localizados principalmente en los exones 13y 11
respectivamente, con los cuales forman complejos con proteinas como BRIP1 y
RAD51.(15,59) Las variantes génicas que incrementan el riesgo de desarrollar
cancer de mama pueden dividirse en tres grupos, alto, moderado y bajo. Las
variantes de alto y moderado riesgo son raras (quiere decir que la frecuencia del
alelo menor esta por debajo del 1%) y confieren un riesgo de mas del 50%. (5)

En los genes BRCA1y BRCAZ2 se han reportado variantes que alteran estructural y

funcionalmente la proteina, lo cual se ha relacionado con la pérdida de las funciones
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bioldgicas de estos genes supresores tumorales, por lo que se asocian al desarrollo
de neoplasias, incluyendo las mamarias. Estas variantes genéticas explican entre
un 5-10% de la presentacion de todos los casos en general y hasta un 60% en los
casos familiares, refiriendose a los humanos, esto debido a la inestabilidad
genomica que se genera en las células cuando se presentan estas variantes.
(1,15,16,18-20,60)

El gen BRCA1 esta ubicado en el cromosoma 9, conformado por 24 exones,
presentando dos dominios, uno denominado RING, ubicado en el exén 2, el cual
funciona como un E3 ubiquitina ligasa, y un dominio amino terminal denomidado
BRCT en los exones 13-24, en dicho dominio se da la union a fosfoproteinas que
participan en el proceso de reparacion de DNA, esto principalmente en los exones
11 — 13, adicional son los mas conervados en mamiferos. (21,23) Estudios
cristalograficos de la estructura de la proteina BRCA1 humanos muestran que las
mutaciones en BRCA1 asociadas con tumores, afectarian a la estabilidad o
conformacion del dominio BRCT o alterarian el dominio de dimerizacion. (17,20)

El gen BRCAZ2, ubicado en el cromosoma 25, con 63402 nucleoétidos, conformado
por 27 exones, entre ellos el exdn 11, el cual es el mas grande en todo el gen,
presenta 8 repeticiones de dominio de union, llamadas BRC, (BRC 1 AL 8),
altamente conservadas en los mamiferos, en los cuales, principalmente en el BRC3
y BRC4, se llevan a cabo procesos como: la unién y modulacion de la actividad de
RADS1, proteina involucrada junto con la proteina BRCAZ2 en la reparacion del DNA
por la via de recombinacion homéloga en roturas de doble hebra, manteniendo asi

la integridad del material genético. (16—18,65)
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En los genes BRCA1 y BRCAZ se han detectado variantes genéticas en regiones
codificantes y no codificantes que generan dafio estructural y funcional en las
proteinas BRCA1 y BRCAZ2. Diferentes autores han reportado variantes genéticas
estableciendo caracteristicas como: region afectada (codificante), frecuencia,
prediccidon de dafo proteico segun algoritmos, entre otras. (14,15,19,66—-68) (Tabla
2). En los dominios repetitivos BRC del exdn 11 del gen BRCAZ2, se han reportado
variantes genéticas con frecuencias superiores al 10%, y que generan un posible
dafo a la proteina, entre estas ¢.2401 A>C p.K801Q, reportada por autores como
Maués y col 2018 y Borge et al 2017, con una frecuencia del 45.5% en razas como:
Poodle, Mestizo, Boxer, English Springer Spaniel, Bernes de la montafia, Cavalier
King Charles Spaniel, SS: Shetland Sheepdog, y que segun programas como
PolyPhen-2 y PROVEAN genera un posible dafo, sin embargo segun MutPred2 y
SNPs&GO no genera daio deletéreo a la proteina BRCA2. Las variantes ¢.2488
A>G p.I1830V, c.4273 A>C p.T1425P reportadas por Maués T. Et al. 2018 en Brasil
con frecuencia del 10.4%, se identificaron en razas como Poodle, Mestizo,
Daschund, Yorkshire Terrier y Shih Tzu, Chihuahua y respecto a la variante
genética c.4273 A>C p.T1425P esta segun MutPred2, SNPs&GO, PolyPhen-2 y
PROVEAN genera dafio deletéreo a la proteina, y en estudios realizados por Ochiai
O. Etal. 2015 en 236 caninos con neoplasias mamarias de 5 diferentes razas, segun
su ensayo two-hybrid assay, esta variante genética en condicion homocigota
disminuye o altera la union con la proteina RADS1. Los autores antes mencionados
(Ochiai O. Et al. 2015) bajo el mismo ensayo analizaron la posible alteracion en la
unioén proteica BRCA2 y RAD51 en presencia de la variante ¢.4304 A>G p.K1435R,

detectando que no hay disminucion o alteracion de dicha union segun el
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experimento. Esta variante genética ha sido detectada con altas frecuencias,
aproximadamente del 70.2% por diferentes autores como en la mayoria de las razas
antes mencionadas, en especial en los Poodle, en los cuales se ha detectado, segun
Ochiai O. Et al.2015 y Maués 2018 en sus estudios, aproximadamente en el 50%
de los individuos de esta raza. (19,66)

En el gen BRCA1, se han detectado variantes genéticas tanto en regiones intronicas
como en exones, (ver tabla 2), sin reporte de frecuencias, entre estas, la variante
c.4762 G>T p.W1567STOP, unica identificada en una region codificante, en el exén
13, y que genera un codon de parada. Esta variante solo ha sido reportada por
Hengbin. Et al. 2016, y no presenta reporte de frecuencia, presencia en razas
especificas u otros analisis como efecto en la proteina segun algoritmos de

prediccion. (67)

Tabla 3: Listado de variantes genéticas reportadas en los genes BRCA1y BRCA2

en regiones codificantes en caninos con neoplasias mamarias.
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- . POSICION POSICION %
AUTOR ANO | GEN |EXON | MAF | SNP sp | |AACAMBIO| o P [FRECUENCIA| ooty o
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 G A>G 115 Asn/Asp 39 N/R NA
Hsu, W-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 G A>C 377 Pro/Ala 126 N/R NIA
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 G ASG 598 lleVal 200 N/R NIA
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 A C>A 680 ThriAsn 227 N/R NIA
Hsu, W-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 A C>A 797 Thr/Asn 266 N/R NIA
N/A
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 c T>C 986 Lys/Arg 805 N/R
N/A
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 |BRCA2| 11 c G>C 1632 GIn/His 544 N/R
) 4,16%
Maués. Etal. | 2017 |BRCA2| 11 A G>A 1927 Glulys 643 2/48
) 4,16%
Maués. Etal. | 2017 |BRCA2| 11 G ASG 2005 Asn/Asp 669 2/48
Hsu, W.-L. Etal. | 2009 .
0 Gamen. Etal| 2017 |BRCAZ| 11 c A>C 2383 Thr/Pro 795 111 9%
Maués. Etal. | 2017
K.S.BORGE.Et | 2011 |BRCA2| 11 c A>C 2401 Lys/GIn 801 25/55 45,5%%
al. 2009
. 10,40%
Maués.Etal. | 2017 |BRCA2| 11 G A>G 2488 lleVal 830 5/48
_ . POSICION POSICION %
AUTOR ANO | GEN | EXON | MAF | SNP snp | |AACAMBIO| o BT FRECUENCIA| oo e
Hsu, W.L.Etal. | 2009 |[BRCA2| 11 G A>G 3838 Thr/Ala 1280 NR N/A
hengbin. Etal. | 2016 |BRCA1| 11 A G>A 4006 Valflle 1336 NR N/A
Hsu, W.-L.Etal. | 2009 [BRCA2| 11 c T>C 4034 lle/Thr 1345 N/R N/A
Maués.Etal. | 2017 |BRCA2| 11 c ASC 4273 Thr/Pro 1425 5/47 10,60%
Maués. Et al. 2017
0.0zmen. Etal. | 2017 |BRCA2| 11 G A>G 4304 Lys/Arg 1435 33/47 70,20%
Hsu, W.-L. Etal. | 2009
hengbin. Etal. | 2016 |BRCA1| 13 T T 4702 Trp/Stop 1567 N/R N/A
hengbin. Etal. | 2016 |BRCA1| 14 c G>C 4765 Glu/GIn 1589 N/R N/A
weidong.Etal. | 2015 |BRCA1| 23 A G>A | 63449 Ala/Thr 1851 N/R N/A
S.0. E’;?'”'er' BY 2014 |BrRCA2| 27 A AG | 7735475 | SerlAsp 3322 N/R N/A
S.0. E';?'”'er‘ BY 2014 |BrRCA2| 27 nfa | AAAL | 7735654 Met/lso 3331-3332 NR N/A
S.0. Er;?'“'e" B 2014 |BRCA2| 24 G AIG | 7747634 | Lysl/Arg 3103 N/R N/A
KS. B(;FGE' BU) 2011 |BRCAZ2| 24 G A>G | 10732072 | Lys/Arg 3103 NR N/A
KS. BOaFGE' Bt 2011 |BrRcA2| 5 c T>C | 10771796 | His/Arg 143 NR N/A

En la actualidad, se han reportado variantes genéticas ubicadas en regiones

codificantes de los genes BRCA1y BRCAZ2 que se han relacionado con el desarrollo

de neoplasias mamarias en caninos,

sin embargo en Colombia,

mas

especificamente en el area metropolitana del departamento de Antioquia, no se

encuentran reportes de estudios que determinen la presencia y frecuencia de
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variantes genéticas en los genes BRCA1 y BRCAZ2 en caninos con neoplasia
mamaria, ni su correlacion con caracteristicas fisico clinicas como la raza, edad de
aparicion de neoplasia, estado reproductivo, tipo y grado histolégico generando una
limitacion epidemiolégica y molecular frente a caracteristicas genotipicas y
fenotipicas de neoplasias mamarias en caninos en el Area Metropolitana -

Antioquia, Colombia
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6. Objetivos

6.1 General

Determinar la correlacidon entre la presencia de las variantes genéticas c.4762 G>T
p.W1567STOP en el exon 13 del gen BRCA1 y c.2401 A>C p.K801Q, c.2488 A>G
p.1830V, c.4273 A>C p.T1425P y c.4304 A>G p.K1435R en el ex6n 11 del gen
BRCAZ2 vy las caracteristicas clinico patolégicas en caninos con neoplasias

mamarias en el Area metropolitana, Antioquia.

6.2 Especificos

6.2.1. Identificar las caracteristicas fisicas y clinicas de los caninos con neoplasias

mamarias del Area metropolitana, Antioquia — Colombia, participantes en el estudio.

6.2.2. Caracterizar y establecer la frecuencia de la variante genética c.4762 G>T
p.W1567STOP en el exén 13 del gen BRCA1 y las variantes genéticas ¢.2401 A>C
p.K801Q, ¢.2488 A>G p.I1830V, c.4273 A>C p.T1425P y c.4304 A>G p.K1435R en
el exén 11 del gen BRCA2 en caninos con neoplasia mamarios del Area

metropolitana — Antioquia, Colombia.

6.2.3. Clasificar histopatologicamente las neoplasias mamarias evaluadas en los

caninos del Area metropolitana — Antioquia, Colombia.

34



6.2.4. Correlacionar las caracteristicas clinico patologicas con las variantes
genéticas analizadas y sus haplotipos en caninos con neoplasias mamarias del Area

metropolitana — Antioquia, Colombia.
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7. Materiales y métodos

7.1. Tipo de estudio.

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo de corte transversal. Las muestras de tejido
mamario neoplasico de caninos, muestra sanguinea venosa, variables clinicas
como: edad, raza, sexo, condicién reproductiva, edad esterilizacién, edad de
aparicion y retiro de neoplasia, se recolectaron entre noviembre del afio 2018 y
diciembre del 2019 en varias instituciones médicas veterinarias del Area
metropolitana — Antioquia, Colombia.

Cada propietario firmé un documento de consentimiento informado, previamente
aprobado por el comité de Etica de investigacion de la Corporaciéon Universitaria
Remington en el que se explican los objetivos del estudio, los beneficios y riesgos
potenciales, asi mismo se explica que la participacion es voluntaria, que los
investigadores resolveran cualquier duda durante el desarrollo del estudio y que la
no participacion no tendra ningun perjuicio. La informacion de este estudio se
recolectd tanto de fuente primaria, con el diligenciamiento de una encuesta y
adicionalmente de fuente secundaria al analizar el tejido mamario neoplasico y el
DNA extraido de la muestra sanguinea venosa. En todos los momentos del
desarrollo del estudio se dio cumplimiento al Estatuto Nacional de Proteccion de los

animales (Ley 84 de 1989)

7.2. Poblacion de estudio.

El estudio incluy6 caninos con diagnostico histopatolégico de neoplasia mamaria.

Las muestras de tejido mamario neoplasico de los pacientes participantes en la
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investigacion se obtuvieron secundarias a mastectomias parciales o radicales
indicadas por la institucion meédico veterinaria tratante para analisis histopatolégico.
Las muestras de sangre venosa para el analisis genético de los exones 13y 11 de
los genes BRCA1 y BRCAZ2 se colectaron por venopuncion cefalica, 1 mililitro en
tubo con acido etilendiaminotetraacético (EDTA). En este estudio todos los

individuos fueron hembras, de cualquier raza, edad o condicién reproductiva.

7.2.1. Criterios de inclusion.

Caninos con neoplasias mamaria confirmada por estudio histopatologico, sin

tratamiento antineoplasico por otros tipos de neoplasia.

7.2.2. Criterios de exclusion.

Pacientes cuyos tejidos neoplasicos no correspondan a neoplasias mamarias.

7.3. Muestra.

Con un muestreo a conveniencia, que consideré como tamano muestral todos los
tejidos mamarios neoplasicos y muestras sanguineas de caninos recolectadas
durante noviembre de 2018 y diciembre del 2019, se lograron obtener y estudiar 75
muestras de tejido mamario neoplasico obtenidas por reseccion quirdrgica en
mastectomia parcial o radical establecido por rutina y/o tratamiento del centro
médico tratante. Los tejidos fueron fijados con formol buferado con fosfatos al 10%,
durante 6 a 72 horas, con promedio de 42 horas, preservados con etanol al 70% y
a 4°C, segun el protocolo de O. Ozmen Et al. 2017, y enviados a un laboratorio de

patologia veterinaria externo no vinculado con la investigacion para su diagnostico
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histopatolégico, todos los tejidos analizados fueron confirmados como neoplasias
mamarias. Las 75 muestras sanguineas de los caninos participantes en la
investigacion se recolectaron por venopuncion cefalica con previa antisepsia con
alcohol al 70% del area a puncionar y sistema vacutainer. Las muestras sanguineas
fueron colectadas en tubo estéril con EDTA, y almacenadas en refrigeracion a 4°C

para la posterior extraccién de DNA.

7.4. Extraccion de DNA.

La extraccion del DNA se realiz6 a partir de las muestras de sangre venosa,
utilizando el kit comercial Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Bioland Scientific LLC),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se cuantifico el DNA
de cada muestra en un espectrofotometro NanoDrop 2000c Spectrophotometer
(Thermo Scientific, USA) y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2%
para determinar la calidad e integridad del DNA. A partir de cada muestra se hizo
una alicuota de 50 ul y se almacen6 a 4°C para facilitar la manipulacion y evitar la
degradacion por congelacion y descongelacion. El resto de DNA (50 ul) de cada

muestra se preservo a -20°c

Tabla 4: Listado de variantes genéticas a analizar.

Se listan las variantes genéticas reportadas en la literatura que presentan una
frecuencia superior al 10% ubicadas en el exdn 11 del gen BRCAZ2 que generan un
efecto deletéreo segun los algoritmos de prediccion y en el exdn 13 del gen BRCA1

que genera un condon de parada.
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GEN | EXON MAF SNP PO:::;PION A.A CAMBIO CZ?IISBI%?ANA FRECloJ/oENCIA
BRCA 2 11 C A>C 2401 Lys/GIn 801 45,5%
BRCA 2 11 G A>G 2488 lle/Val 830 10.4%
BRCA 2 11 Cc A>C 4273 Thr/Pro 1425 10,6%
BRCA 2 11 G A>G 4304 Lys/Arg 1435 70,2%
BRCA 1 13 T G>T 4702 Trp/Stop 1567 N/A

7.5. Amplificacién de las regiones que contienen las variantes genéticas a
estudiar.

ElI DNA extraido de las muestras sanguineas se emple6 para amplificar las regiones
en el exdn 13y 11 de los genes BRCA1 y BRCAZ2 respectivamente que contienen
las variantes genéticas a analizar, empleando la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en un termociclador (Thermo Fisher Scientific) utilizando

para esto primers especificos para cada region.

Para la amplificacion de las variantes genéticas de estudio ubicadas en el exon 11
del gen BRCAZ se disenaron los primers de novo (sintetizados a través de la
compainia SURGENOMA SAS), empleando para esto un par de primers informados
previamente en la literatura (Maues T. Et al. 2018, se obtuvo la secuencia de
nucledtidos del exon 11 del gen BRCAZ2, en la cual se flanquearon las regiones, dos
en total, que contenian las 4 variantes genéticas a detectar, en el programa
Primers3plus® dicho flanqueo fue empleado para el disefio de los primers, los

cuales segun el analisis de secuencia (BLAST) realizado no presentaron otros sitios
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de hibridizacion aparte del deseado. Para la amplificacion de la variante W1567 Stop
G>T ubicada en el ex6n 13 del gen BRCA1, los primers y su verificacion, se
sintetizaron de novo bajo la misma metodologia empleada para las variantes del
exén 11 del gen BRCAZ2, utilizando los primers informados en la literatura por

Hengbin. Et al. 2016. (Tabla 4).

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados amplificacion de las regiones
genéticas que contienen las variantes genéticas analizadas y el tamafio obtenido en

pares de bases (pb) del fragmento amplificado por PCR.

Gen | Ex6n Variante Forward Reverse Tamafio - pb
BRCA1| 13 p.W1567STOP 5 TTTGGCCGCACAGGAAGTAT3’ 5'’ACAGAAGTGTTTCCCCCATCA'3 302
BRCA2| 11 p.K801Q - p.I830V |5 TGGGAAAAGTTCTTCAGAGTTTGG'3 5'AGGGATTCTCCATCAAGCCT'3 327
BRCA2| 11 |p.T1425P - p.K1435R|5'TCTGTCCATTTTTGATTAAGGAGAC 3| 5’ ACCTGTTTGGAAGTTATGAAAGCTG3 203

El coctel de las reaccione de la PCR se efectuaron en un volumen final de 50 pl que
contenia 100 ng de ADN gendmico por ul, empleando un total de 3 ul, Taq
polimerasa 2x MIX (nombre comercial) empleando 25 pl, 5 yl de cada primers de

concentracion 1X, y 12 uyl de agua ultra pura sin contaminantes.

Los ciclos que amplifican las regiones que contienen las variantes genéticas a
analizar en el Exdén 11 K801Q - 1830V, Exdn 11 K1435R — T1425P, y exén 13
W1567Stop fueron: 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos;
59°C por 30 segundos; 72°C por 30 segundos y por ultimo, una extension final a

72°C por 10 min. Ver tabla 5.

Tabla 6: Condiciones de la PCR para la amplificacion de las regiones que contienen

las variantes genéticas analizadas.
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PROCESO FASE TEMPERATURA TIEMPO

Desnaturalizacion  Desnaturalizacion 95eC 5 minutos
Desnaturalizacion 95¢°C 30 segundos
Ampllf!cauon Alineamiento 592 C 30 segundos
36 ciclos
Elongacion 72°C 30 segundos
Amplificacion final Elongacion 72°C 10 minutos

Posteriormente, los productos amplificados por PCR se examinaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% y coloreados con 2 pl de red gel para
determinar el tamafio y calidad del fragmento amplificado ( figura 1). Los productos
amplificados se almacenaron a -20°C hasta el momento de realizar el

secuenciamiento.

1 2 3 % 4 5 6 % 7 8 9 10 % 11 1213 % 14 1516 % 17 18 19 %
WM

Figura 3: Productos amplificados por PCR para cada uno de los genes evaluados.
Los carriles 1,4,8,11,14,17 corresponden a la amplificacion de la region que
contiene las variantes K801Q - 1830V en el exon 11 del gen BRCAZ2 en gradiente
de temperatura entre 55 °c y 65°. Los carriles 2,5,9,12,15,18 corresponden a la
amplificacion de la regién que contiene las variantes K1435R — T1425P en el exén
11 del gen BRCAZ2 en gradiente de temperatura entre 55 °c y 65°c. Los carriles

3,6,10,13,16,19 corresponden a la amplificacion de la region que contiene la
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variante W1567STOP en el exén 13 del gen BRCA1 en gradiente de temperatura
entre 55 °c y 65°c. El carril 7 corresponde al marcador de peso y el carril denominado

* se uso para separacion entre carriles.

7.6. Secuenciamiento.

Los fragmentos amplificados se secuenciaron en ambas cadenas con los mismos
primers utilizados en la PCR, previa purificacion para retirar el exceso de nucleétidos
y primes, utilizando un Kit de purificacion de Bioland, siguiendo las indicaciones del
fabricante y verificando la integridad del DNA amplificado en un gel de agarosa al
2%. Luego se enviaron todas las muestras a Macrogen (Korea) para su
secuenciamiento por la metodologia SANGER. Posteriormente, se analiz6
detalladamente la calidad de cada uno de los cromatogramas de las muestras
analizadas en el programa Sequence scanner software 2.0®, asi como las
puntuaciones Phred asignadas a cada base, y la presencia de dobles picos, para
realizar la edicion manual de las secuencias (“forward” y “reverse”) por medio de la
comparacion de cada una con su secuencia complementaria y los valores Phred de

ambas.

7.7. Analisis de datos.

La deteccion de las variantes genéticas en las regiones amplificadas del exéon 11
del gen BRCAZ2 vy la variante genética en el exon 13 del gen BRCA1, se realizaron
en los cromatogramas obtenidos del secuenciamiento, los cuales se analizaron de

forma manual, directa, analizando la calidad de cada uno de los cromatogramas
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mediante los valores Phred asignados a cada base nitrogenada en el programa
Sequence scanner software 2.0® y comparando la secuencia obtenida con el
genoma de referencia para el canino reportado en el 2011 por la Universidad

California Santa Cruz (UCSC) en el Genome Browsen (GCA_000002285.2)

Todos los resultados obtenidos se tabularon en tablas con el programa Excel®, se
operacionalizaron las variables y para el analisis estadistico se utilizd el programa
SPSS versidon 23 (IBM Corp.), determinando asi, la estadistica descriptiva para las
variables con naturaleza cuantitativa y la distribucién de frecuencias para las
variables cualitativas. Para el analisis bivariado se determiné el tipo de estudio
estadistico (paramétrico — no paramétrico) a aplicar bajo la prueba Kolmogorv —
Smirnov y segun el tipo de variable se realizaron pruebas como: Chi? — Fisher para
variables cualitativas, regresion lineal simple para variables cuantitativas y para el
analisis de variables cuantitativas en conjunto con cualitativas se realizaron pruebas
como: t - student o u de Mann Whitney y Anovas. Para la deteccion de haplotipos,
su frecuencia y correlacién con variables como: tipo y grado histoldgico, raza, edad

de aparicion de neoplasia, se utilizo el programa estadistico R, modulo haplo-stat.

43



8. Resultados.

8.1. Caracterizacion de la poblacion de estudio.

Se analizaron 75 muestras de tejido neoplasico mamario y de sangre venosa de
pacientes caninos hembras de 21 razas diferentes, entre las mas comunes se
encontraron los Poodles 21,3% (16/75), mixtos 18,7% (14/5) y Pinscher 8% (6/75).
(ver grafica 1) con diagnostico clinico de neoplasia mamaria provenientes de
diferentes centros médicos veterinarios del Area metropolitana — Antioquia. El

54,7% de la poblacion estaba esterilizada antes de la aparicion de la neoplasia y

Frecuencia razas

Frecuencia 46,5%
50,00% n=35
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
21,40%
25,00% n=16 18,70%
20,00% n=14
15,00% 8%
10,00% n=6 5,40%
n=4
5,00%
0,00%
Poodle Mixto Pinscher springer otros Raza

presenté una mediana de edad de 10 anos (rango 8 -11), y una mediana de edad

de aparicion de las neoplasias de 8,0 afos (rango 6,5— 10).

Figura 4: Frecuencia de razas en la poblacion de estudio.
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8.2. Clasificacion histopatolégica de las muestras neoplasicas.

De las 75 muestras de neoplasias mamarias, el 5,4% (4/75) fueron neoplasias de

comportamiento benigno, clasificadas histopatologicamente como adenomas

mamarios. El 94,6% (71/75) fueron identificadas como neoplasias malignas (cancer)

representadas en total por 7 tipos histolégicos diferentes, de los cuales, los mas

frecuentes fueron: Carcinoma mixto mamario 36% (27/75), Carcinoma mamario

soélido simple18,7% (14/75) y el Carcinoma mamario tubulopapilar 17,3% (13/75)

(ver figura 3) Respecto grado histologico en las neoplasias malignas, el mas

frecuentemente detectado fue el grado 2 con un 52.1% (37/71) y paraelgrado 1y

3, ambos se presentaron en el 23,9% (17/71) en los tejidos.

Frecuencia

40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

Frecuencia tipo histolégico

36,0%

19,0%
17,0%

8,0% —7,0%

5,3% 4,0%

A.M CMM CMSS CMTB CM.TS CM.C C.M.T
Tipo histolégico

4,0%

C.M.R.L

Figura 5: frecuencia tipos histolégicos en la poblacion. A.M: Adenoma mamario,

C.M.M: carcinoma mixto mamario, C.M.S.S: carcinoma mamario solido simple,

C.M.TB: carcinoma mamario tubulopapilar, C.M.TS: carcinoma mamario tubular
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simple, C.M.C: carcinoma mamario complejo, C.M.T: carcinoma mamario tubular,

C.M.R.L: carcinoma mamario rico en lipidos.

8.3. Frecuencia de variantes genéticas.

La variante genética W1567Stop G>T ubicada en el exdn 13 del gen BRCA1 no se
detectd en ninguna de las muestras analizadas. El 94.6% (71/75) de la poblacion
presento al menos una de las cuatro variantes genéticas evaluadas en el exén 11
del gen BRCAZ2. Las frecuencias de las variantes genéticas detectadas fueron:
K1435R A>G 65,3% (49/75), K801Q A>C 52% (39/75), T1425P A>C 13,3% (10/75),

y 1830V A>G 5,3% (4/75).

Tabla 7: frecuencia de variantes genéticas en el exon 11 del gen BRCAZ en

condicion homocigota y heterocigota, en 75 muestras de caninos con NGM

Total n
SNP Heterocigota Homocigota %
€.2401 A>C 32 7 39
(p.K801Q) 42,6 9,3 51,9
c.2488 A>G 4 _ 4
(p.1830V) 5,3 5,3
c.4273 A>C 10 _ 10
(p.T1425P) 13,3 13,3
c. 4304 A>G 39 10 49
(p.K1435R) 52 13,3 65,3

Variante ¢.2401 A>C (p.K801Q)
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Sin variante genética:
c.2401 A/A

Con variante genética
c.2401 A/IC

Con variante genética
c.2401 C/C

Variante ¢.2488 A>G (p.I1830V)

III.-...l m on s us e en es wm we m w

Variante ¢.4273 A>C (p.T1425P)
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Sin variante genética:
c.2488 A/A

Con variante genética:
c.2488 A/G




Sin variante genética:
c.4273 A/A

Variante c. 4304 A>G (p.K1435R)

s
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Con variante genética:
c.4273 A/IG

Sin variante genética:
c. 4304 A/IG

Con variante genética:
c. 4304 A/G

Con variante genética
c. 4304 G/G
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Figura 5: Cromatogramas de las variantes genéticas de analizadas. A) variante
c.2401 A>C (p.K801Q) en orden descendente en el grafico: primera linea sin la
presencia de la variante genética, segunda linea en condicion heterocigota y tercera
linea en condicion homocigota. B) variante ¢.2488 A>G (p.I830V) en orden
descendente en el grafico: primera linea sin la presencia de la variante genética,
segunda linea en condicion heterocigota. C) variante c. 4304 A>G (p.K1435R) en
orden descendente en el grafico: primera linea sin la presencia de la variante
genética, segunda linea en condicion heterocigota y tercera linea en condicion
homocigota. D) variante c.4273 A>C (p.T1425P) en orden descendente en el
grafico: primera linea sin la presencia de la variante genética, segunda linea en

condicion heterocigota.

8.4 La frecuencia de las variantes genéticas detectadas en el exén 11 del gen

BRCAZ2 segun los tipos histolégicos .

Para los adenomas mamarios las frecuencias de las variantes genéticas en el exon
11 del gen BRCAZ fueron: la variante K801Q A>C 25% (1/4), 1830V A>G 25% (1/4),
T1425P A>C 25% (1/4), K1435R A>G 75% (3/4). Respecto a las frecuencias de las
variantes genéticas en las neoplasias mamarias malignas, la tabla 7 describe los

porcentajes segun cada tipo histologico.

Tabla 8: frecuencia de las variantes genéticas detectadas en el exon 11 del gen
BRCAZ2 en condicion heterocigota y homocigota segun los tipos histolégicos

malignos
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Variante

" Genotipo Tipo histolégico
genética
Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma  Carcinoma Carcinoma Carcinoma
mixto_ mamario mamariq mama_rio mamari_o mamario mamgri_o rico
mamario solido tubulo-papilar tubular simple  complejo tubular (n=3) en lipidos
(n=27) (n=14) (n=13) (n=6) (n=5) (n=3)
A A 48,1% 35,7% 46,2% 50% 60% 66,7% -
K801Q A C 48,1% 42,9% 30,8% 50% 40% 33,3% 66,7%
C C 3,7% 21,4% 15,4% - - - 33,3%
A A 88,9% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
1830V A G 11,1% - - - - - -
G G - - - - - - -
A A 88,9% 85,7% 92,3% 83,4% 80% 66,7% 100%
T1425P A C 11,1% 14,3% 7,7% 16,6% 20% 33,3% -
C C - - - - - - -
A A 29,6% 42,9% 38,4% 16,7% 20% 66,7% 66,7%
K1435R A G 70,4% 35,7% 30,8% 50% 60% 33,3% 33,3%
G G - 21,4% 30,8% 33,3% 20% - -

8.5 Deteccidn y frecuencia de haplotipos

Se identificaron 5 diferentes haplotipos en la poblacién de estudio resultantes del

analisis genético de las variantes K801Q A>C, 1830V A>G, T1425P, K1435R

ubicadas en el exdn 11 del gen BRCAZ2, el haplotipo mas comunmente encontrado

fue la combinacion alélica con la variante c. 4304 A>G (p.K1435R) en condicion

homocigota (AAAG) con un 39%. La tabla 8 reporta los diferentes haplotipos

identificados y sus respectivas frecuencias

Tabla 9: frecuencia de haplotipos en el exén 11 del gen BRCAZ2 en 75 caninos con

neoplasias mamarias estudiados.
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K801Q 1830V T1425P K1435R Frecuencia
A A A G 39,4%
C A A A 28,8%
A A A A 23,5%
A A C A 5,8%
A G A A 2,3%

8.6. Relacién entre haplotipos y los tipos histolégicos.

Entre la poblacion de estudio se encontraron 7 diferentes tipos histolégicos de
neoplasias mamarias malignas, entre estos el carcinoma mamario solido simple, el
segundo mas frecuentemente encontrado en la poblacién de estudio, presentd una
relacion estadisticamente significativa con el haplotipo CAAA, con un valor de P de
0.047. Esta misma relacion estadisticamente significativa se identificoé entre el
mismo haplotipo (CAAA) y el carcinoma mamario rico en lipidos, con un p- val de
0.0424. La tabla 9 muestra el resultado de los Score de los haplotipos y los

respectivos valores de P para los tipos histolégicos con los que se encontré relacion

estadisticamente significativa (*)

Tabla 10: Relacion entre los haplotipos y los tipos histolégicos en los 75 caninos con

NGM.
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Score de

L Pvall
Tipo histolégico Haplotipo haplotipo valio
A A A G -0,22852 | 0,81924

Carcinoma .
mamario sélido C A A A 1,9808 0,04761
simple A A A A -1,82013 | 0,06874

A A C A 0,24801 0,80413

A A A G -1,2294 0,2189

Carcinoma .
mamario rico en C A A A 2,0298 0,0424
lipidos A A A A -0,4131 0,6795

A A C A -0,6439 0,5196

8.7. Relacién entre haplotipos y las razas.

La poblacidn de estudio estuvo representada por 21 diferentes razas, de las cuales
los Pinscher tuvieron una relacién estadisticamente significativa con el haplotipo
CAAA, en cuanto a la presentacion de neoplasias de la glandula mamaria, (P=
0.0096), la misma relacién con evidencia estadistica se detecto para los Basehound
con un valor de P de 0.04. La tabla 10 muestra la evidencia de los Score de los

haplotipos y los respectivos valores de P para las razas Pinscher y Basehound.

Tabla 11: Relacion entre los haplotipos y la raza.

Se muestra la relacion estadisticamente significativa (*) entre los haplotipos y la raza

Pinscher y Basehound
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Score de

Raza Haplotipos haplotipo P-valio
A A A G -1.915 0.05549
. C A A A 258.817 | 0.00965*
Pinscher
A A A A -0.19827 | 0.84283
A A C A -0.99757 | .31849
A A A G -1 0,1491
C A A A 2 0,04064*
Basehound
A A A A -0,51242 | 0,60836
A A C A -0,47821 0,6325

8.8 Relacién entre variante genética y la edad

Al relacionar cada variante genética en el exén 11 del gen BRCAZ2 con la edad de

aparicion de la neoplasia mamaria en la poblacion de estudio, se detectd que los

individuos, 9.3% (7/75), tres Poodle’s, dos Pinscher's y 2 Hound’s, con la variante

c.2401 A>C (K801Q) en condiciéon homocigota presentaron una disminucion en la

mediana de la edad de aparicion de la neoplasia de dos afios y medio, de 8 afos a

5,5 afos, lo cual tuvo evidencia significativa segun los analisis estadisticos

realizados. (P=0,042)

Figura 5
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Figura 7: Se muestra la relacion entre la mediana de la edad de aparicion de las
neoplasias mamarias en los 75 caninos estudiados y la variante genética 801 en el
exon 11 del gen BRCAZ2 en condicidon homocigota, heterocigota, y sin la variante
genética (de derecha a izquierda). El * muestra relacion estadisticamente

significativa (P=0.042).

8.9 Relacién entre variantes genéticas y las razas

Al relacionar alguna de las cuatro variantes genéticas del exon 11 del gen BRCAZ2
analizadas en este estudio con las diferentes razas de la poblacion no se detectd
alguna relacion estadistica entre estas dos variables. Sin embargo los 16 Poodle’s
del estudio, 14 mestizos, 6 Pinscher, las tres razas mas frecuentes en el estudio
presentaron todos alguna de las 4 variantes genéticas analizadas en el exdn 11 del

gen BRCAZ2, siendo la mas frecuente la variante c. 4304 A>G (p.K1435R) para los

54



Poodle’s 75% (12/16) y para los mestizos 71,4% (10/14) y para los Pinscher la mas

frecuente fue la variante genética c.2401 A>C (K801Q) con un 100%.
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9. Discusion

En este estudio se realizd un analisis genético para establecer la frecuencia de
variantes genéticas reportadas previamente en la literatura en el exdn 13 del gen
BRCA1 vy en el exdn 11 del gen BRCAZ2, en 75 caninos con neoplasias mamarias,
también para identificar los haplotipos y determinar o establecer su relacion con

caracteristicas como la edad, la raza y el tipo histologico.

El 54.7% de la poblacion estaba esterilizada antes de la aparicion de la neoplasia y
presentd una mediana de edad de 10 afios (rango 8 -11 afos), y una mediana de
edad de aparicion de las neoplasias de 8 afos (rango 6.5 — 10 afios) lo que es
concordante con lo reportado en la literatura, ya que la edad promedio de aparicion
de la neoplasia mamaria en caninos oscila entre los 6 y 10 afios con promedio de
8 afnos (27,38). Con relacion a las razas, en esta investigacion las dos mas
comunmente encontradas con neoplasias mamarias fueron los Poodle’s con un
21.4% y los Mestizos con un 18.7%, lo que concuerda con otros reportes, que
informan una alta frecuencia de neoplasias mamarias en estas dos razas. (69-73)

Los Poodle’s han sido reportados en la literatura como una de las razas con mayor
predisposicidon al desarrollo de neoplasias mamarias. (46,48) En la actualidad los
estudios genéticos orientados a la deteccién de polimorfismos con poblaciones
sanas y enfermas de la misma raza que permitirian asociar la raza, el polimorfismo
y la enfermedad (neoplasias mamarias) son limitados. En nuestra poblacion de
estudio, en los Poodle's se encontré una alta frecuencia, 75% (12/16), para la
variante c.4304A> G (p.K1435R) en el exon 11 del gen BRCAZ2; esta frecuencia en

la raza Poodle es similar, aunque superior a lo reportado por otros autores en donde
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la frecuencia alélica de esta variante fue inferior al 67%. (15,74) La variante c.2401
A>C (K801Q) ubicada en el exon 11 del gen BRCAZ ha sido reportada en los
Poodle’s por autores como Maués T. Et al. 2018 y Borge K.S. Et al 2011, pero solo
el primero de estos reporté una frecuencia del 50% en dicha raza (6 de 12 Poodle’s),
este hallazgo es similar a lo encontrado en este estudio, ya que de los 16 poodle’s
analizados, 7 presentaron la variante genética c¢.2401 A>C (K801Q) (44%). La
variante ¢.4273 A>C p.T1425P en el exon 11 del gen BRCAZ2 reportada
previamente en la literatura por autores como Ochiai K. Et al. 2015 y Maués T. Et al
2018, fue evaluada en caninos de raza Poodle, reportando que en el estudio de
Ochiai Et al. 2015, 5 de 50 Poodle’s presentaron esta variantes (10%) y el reporte
de Maués T. Et al 2018 indica que de los 12 Poodle’s analizados ninguno presentd
la variante genética c.4273 A>C p.T1425P, en este estudio 3 de 16 Poodle’s
(18.7%) presentaron la variante genética en mencion. La variante ¢.2488 A>G
p.I1830V en el exon 11 del gen BRCA2 en los Poodle’s ha sido reportada
previamente solo por autores como Maués T. Et al. 2018, reportando una frecuencia
del 25% (3/12) en esta raza, cifra superior a la encontrada en este estudio (6,3%
1/16). Los pacientes de raza Pinscher en este estudio fueron la tercera raza mas
comun (n=6), en estos individuos la variante ¢.2401 A>C (K801Q) presento una
frecuencia del 100%, en la actualidad no hay reportes de frecuencia de esta variante
genética en la raza Pinscher realizada por otros autores.

Es importante aclarar que, debido al limitado numero de individuos de esta raza en
la investigacion y la carencia de controles sanos, no se realizaron analisis

estadisticos orientados a establecer asociaciones entre la raza y el desarrollo de la
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enfermedad neoplasica mamaria segun las variantes genéticas en el exon 11 del
gen BRCAZ2.

El 94.6% (71/75) de los tejidos mamarios analizados histopatologicamente fueron
clasificados como malignos evidenciando una frecuencia mayor de este tipo de
neoplasias mamarias en caninos respecto a las benignas, lo que concuerda con lo
reportado por autores como Maués T. Et al. 2018 (15), quienes reportan un 95.8%
de malignidad en sus 47 muestras de tejidos mamarios analizados. Siendo nuestra
cifra superior a las reportadas por otros autores como Vascellari et al. 2016, Salas

et al. 2015. , quienes reportan frecuencias del 70 y 47.5% respectivamente. (48,75)

Entre los tejidos neoplasicos mamarios malignos analizados en esta investigacion
el carcinoma mamario mixto fue el mas frecuentemente diagnosticado con un 36%,
lo que concuerda con otros autores, como Maués T. Et al. 2018, en cuanto a que es
la neoplasia mamaria maligna mas frecuentemente reportada en caninos, esto
puede deberse al hecho de que involucra dos tipos de celulas diferentes en la
gladula mamaria, las epiteliales y las mesenquimales, aclarando que la frecuencia
de este tipo histoldégico en esta investigacion fue inferior a la reportada en la
literatura, ellos indican una frecuencia del 54,2% (26/48) del total de los tejidos
analizados, siendo su tamafo muestral inferior al de este estudio (75 tejidos
neoplasicos mamarios totales analizados). (15) En lo reportado por los mismos
autores, el adenoma mamario es la neoplasia mamaria benigna mas
frecuentemente encontrada (2.1% 1/48), lo que es concordante con lo hallado en
este estudio pero con una frecuencia superior (5.3% 4/75). Respecto a los otros 6

tipos histologicos malignos encontrados en este estudio en orden descendente asi
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el carcinoma mamario sélido simple, carcinoma mamario tubulopapilar, carcinoma
mamario tubular simple, carcinoma mamario complejo, carcinoma mamario tubular,
carcinoma mamario rico en lipidos, sus frecuencias difieren a lo reportado en la
literatura, como por Maués T. Et al. 2018 quienes mencionan al carcinoma papilar
(18.8%, n = 9/48), Carcinosarcoma (8.3%, n = 4/48), carcinoma solido (6.2%, n =

3/48) como las neoplasias mamarias malignas mas frecuentes.

En esta investigacion el 96% (72/75) de los pacientes analizados presentaron al
menos una de las cuatro variantes genéticas analizadas en el exén 11 del gen
BRCAZ2, este hallazgo muestra que estas variantes genéticas en el gen BRCAZ2 son
frecuentes en caninos con neoplasias mamarias, lo que podria sugerir una relacion
entre las variantes genéticas ubicadas en los dominios repetitivos para la unién
proteica BRCA2-RAD51, del exdn 11 del gen BRCAZ2 y el desarrollo de neoplasias
mamarias, esta teoria ha sido propuesta previamente por otros autores. (15)

El 4% (3/75) de los pacientes analizados no presentaron las variantes genéticas
analizadas en el exén 11 del gen BRCAZ2, estos individuos con razas diferentes,
Springer Spaniel, Bull terrier y Pug, todos con 10 afios de edad, tuvieron como
tejidos mamarios neoplasicos, adenoma mamario, carcinoma mamario
tubulopapilar, carcinoma mamario complejo, y no presentaron ninguna relacion
entre el genotipo y las caracteristicas clinico-patolégicas. No se descarta que
presenten otras variantes genéticas germinales en el gen BRCAZ en otras regiones
codificantes, ya que en este estudio no se secuencio de forma completa dicho gen,
ni se descarta otras variantes genéticas en genes diferentes a BRCA71 y BRCAZ2

adicional estudiar otras vias involucradas en el desarrollo de neoplasias mamarias
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en caninos que puedan explicar la aparicion de esta patologia de forma no

heredada, sino por ejemplo de forma espontanea.

La proteina codificada por el gen BRCAZ esta involucrada en el proceso de
reparacion del dafio a la doble cadena del DNA por recombinacién homologa. Para
el cumplimiento de esta funcion, forma un complejo proteico con la proteina
recombinasa RAD51, interactuando con ésta a través de las regiones repetitivas y
altamente conservadas denominadas BRC ubicadas en el exon 11 del gen BRCAZ2,
promoviendo también el ensamblaje de la recombinasa en el sitio del dafio para la
reparacion. (74)

En la actualidad se han reportado variantes genéticas ubicadas en los dominios
repetitivos BRC del exén 11 del gen BRCAZ2, que afectan la formacion del complejo
proteico BRCA2-RAD51 y que han sido relacionadas con el desarrollo de neoplasias
mamarias en caninos hembra e inclusive en humanos (18,76) El cambio de
aminoacido p.T1425P generado por la variante c.4273 A>C segun autores como
Ochiai O. et al. 2015 (74) reduce la fuerza de union con RADS1, y afecta la longitud
total del dominio BRC afectado la funcién de la proteina. Los analisis en la
herramienta ConSurf por Ozmen Et al. 2017. (18) evidenciaron que el aminoacido
(treonina) ubicado en la posicion 1425 es altamente conservado lo que sugiere
respecto al cambio T1425P una mayor posibilidad de alterar la estructura de la
proteina BRCAZ2. El analisis de los mismos autores con MutPred reporta que la
modificacion T1425P es el cambio con una mayor probabilidad de estar asociado

con el desarrollo de neoplasias mamarias.
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Con relacién a la variante ¢c.4304A> G (p.K1435R) la frecuencia detectada en este
estudio (65.3%) supera a la reportada por autores como Ochiai O. Et al. 2015
(31.4%), siendo inferior a la reportada por Maués T. Et al. 2018 (70.2%). Otros
autores como Ozmen Et al. 2017 reportan su deteccién, pero no frecuencia.
Estudios previos que evaluan la unién entre BRCA2 y RADS1, concluyen que ante
la presencia de esta variante genética se generd una inhibicion de la autoasocion
en estas dos proteinas. (18,74,77)

Las variantes genéticas ubicadas en una regién altamente conservada como las
BRC del exén 11 del gen BRCAZ2 segun autores como Hsu WL. Et al 2010 (19)
tienen mas probabilidades de estar asociadas a las neoplasias mamarias respecto
a las variantes ubicadas en otras regiones de menos conservacion genética. La
variante genética c.2401 A>C (p.K801Q) ubicada en la region BRC del exén 11 del
gen BRCAZ2 ha sido detectada en caninos con neoplasias mamarias, atribuyéndole
efecto deletéreo segun los algoritmos de prediccion como PolyPhen-2 y PROVEAN
(14,15,19,66). En esta investigacion la variante ¢.2401 A>C (K801Q) fue detectada
con una frecuencia superior a la reportada por otros autores como Maués Et al.
2018 con 42.5% (20/47) (14,15,19),resaltando con importancia que esta variante
geneética en condicion homocigota, se relaciono estadisticamente con la disminucién
en la mediana de la edad de aparicion de neoplasias mamarias en nuestra poblacion
de estudio en 2,5 afios. Biologicamente y segun estudios previos, esta variante c.
2401 A>C (p.Q801R) genera una pérdida de metilacion y segun los algoritmos de
prediccidon, genera pérdida de ubiquitinacion, lo que permite concluir acerca del

potencial de alteracidon estructural y funcional de la proteina BRCA2 en presencia
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de esta variante, y lo cual podria estar relacionado con el desarrollo de las
neoplasias mamarias en caninos. (18,19)

Diferentes investigaciones han relacionado al gen BRCA17 con el desarrollo de
neoplasias mamarias en caninos al detectar variantes genéticas en regiones
codificantes y no codificantes, que pueden, segun analisis de prediccion alterar la
estructura, funcionalidad, reduccidén de expresidn y proceso de transcripcion de la
proteina BRCA1. (1,61,78-80) La region C- terminal (BRCT) del gen BRCA1 es
altamente conservada en caninos y esta relacionada con funciones como activacion
de proceso transcripcional (62,64). QIU H. Et al. 2016 (59) han sido los unicos
investigadores que han reportado la deteccion de la variante genética c. 4762 G>T
(p-W1567STOP) ubicada en el BRCT del gen BRCA1 en caninos con neoplasias
mamarias, la cual segun los autores conduce a la pérdida del dominio de repeticion
BRCT, ya que esta genera un codon de parada en la secuencia de aminoacidos de
la proteina BRCA1. En nuestra investigacion se secuencio el exdén 13 del gen
BRCAT1, con el objetivo de detectar y reportar la frecuencia de la variante c. 4762
G>T (p- W1567STOP), pero ésta no se detectd en ninguno de los 75 caninos con
neoplasias mamarias. Esto podria deberse a una baja frecuencia de la variante
genética c. 4762 G>T (p.W1567STOP) en caninos, y dichos datos epidemioldgicos
se desconocen, ya que los autores QIU, H.et al. 2016 (59) no los reportan en su
investigacion y debido al tamafio muestral (75) en esta investigacion no pudo ser

detectada, por lo que se sugiere otros estudios con un mayor tamafio muestral.

En la actualidad, en el estudio de la genética aplicada al cancer, en el de mama en

caninos particularmente, no se ha establecido una relacion estadisticamente
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significativa entre el genotipo y el fenotipo, que busque o sirva como valor prondstico
en la enfermedad del cancer de mama en caninos como en humanos. Autores como
Maués T. Et al. en el 2018, (15) evaluaron tanto los SNPs individuales como las
combinaciones resultantes entre ellos (haplotipos) en relacion o en conjunto con
caracteristicas clinicas e histopatologicas de las neoplasias mamarias evaluadas en
su estudio, reportando que no hubo relacion. En este estudio se establecié por
primera vez los diferentes haplotipos resultantes de las combinaciones entre los
alelos de las variantes genéticas analizadas, encontrando que la combinacion
alélica CAAA, que corresponde al haplotipo que considera la variante genética c.
2401 A>C (Q801R) en condicion homocigota, presentd una relacion
estadisticamente significativa con caracteristicas como: la raza (Pinscher,
Basehound) y con los tipos histologicos: Carcinoma mamario solido simple y

Carcinoma mamario rico en lipidos.

Fortalezas del estudio:

Este es el primer reporte de la frecuencia de variantes genéticas en los genes
BRAC1 y BRCAZ2 en caninos con neoplasias de glandula mamaria en el area
metropolitana, Antioquia Colombia y el primer hallazgo de una relacion
estadisticamente significativa entre el genotipo, en genes (BRCA1y BRCA2) que
confieren susceptibilidad al desarrollo de neoplasias mamarias en caninos y el
fenotipo en la enfermedad de neoplasias mamarias en caninos en el area
metropolitana, Antioquia Colombia.

Limitaciones:
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La dificultad en la consecucion de tejido mamario neoplasico y muestras sanguineas
de caninos con neoplasias mamarias no permitié obtener el N muestral calculado
en el estudio. El tamafo de la poblacion a estudiar se determind empleando el
programa estadistico Epidate ®, en el mddulo de calculo de tamafio muestral por
proporcion esperada, la cual fue de 10%, considerando la frecuencia mas baja
reportada en la literatura para las variantes genéticas de interés, y que segun dicho
calculo, fue de 149.

Diferentes estudios reportan en los genes BRCA1 y BRCAZ2 otras variantes
genéticas en caninos con neoplasias mamarias (15,66). En este estudio no se
descarta la presencia de otras variantes genéticas debido a que no se secuenciaron
todos los exones de dichos genes. Por lo tanto, se resalta la necesidad de futuros
estudios para secuenciar de forma completa BRCA1y BRCAZ2 con metodologias de

secuenciamiento de nueva generacion o exomas.
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10. Conclusiones.

Las variantes genéticas en el gen BRCAZ2 son frecuentes en caninos con neoplasias

mamarias y presentaron frecuencias similares a las reportadas en la literatura.

La mediana de la edad de aparicion de las neoplasias mamarias fue de 8 afios, Los
Poodle’s fueron la raza mas frecuente en este estudio, las neoplasias mamarias
malignas fueron las mas diagnosticadas, entre estas, el carcinoma mamario mixto
fue el mas comunmente reportado en el analisis histopatologico, hallazgos similares

a lo reportado en la literatura

Los pacientes analizados en el estudio que presentan la variante genética c. 2401
A>C (p.Q801R) en condicion homocigota muestran una reduccion de 2.5 afios en
la mediana de la edad de aparicion de la neoplasia mamaria respecto a la mediana

de la edad de aparicion de neoplasia de la poblacién en general.

En este estudio no se detectd la variante genética c. 4762 G>T (p.W1567STOP) en
el exdon 13 de BRCAT1, por lo que se requieren investigaciones con mayor tamano
muestral para detectarla y relacionarla con el desarrollo de neoplasias mamarias en

caninos.

Este es el primer estudio realizado en Colombia, y el segundo en América latina,

orientado a detectar la presencia y que establece la frecuencia de variantes
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genéticas en los genes BRCA1 y BRCAZ2 en caninos con neoplasia mamaria,
adicional el primero en detectar una relacion estadisticamente significativa entre el

genotipo y el fenotipo.
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11. Perspectivas.

Es necesario, a favor de la adquisicion de nuevo conocimiento en el campo de la
genética del cancer de mama en caninos, realizar investigaciones de tipo
experimental que incluyan metodologias que permitan analizar otros tipos de
alteraciones generadas por la presencia de las variantes genéticas, como lo son:
modificaciones en los niveles de expresidn génica y en la estructura quimica de la
proteina, alteracién en la formacion de complejos proteicos de reparacion al DNA,
como la unién BRCA2-RADS1, en especial en presencia de la variante genética c.
2401 A>C (p.Q801R) en condicién homocigota, y que a su vez no son analizados
por los predictores logaritmicos utilizados con frecuencia en este tipo de
investigaciones, lo que conduce a un sesgo a la hora de clasificar el dafio generado
por una variante genética, concluyendo benignidad ante la presencia de dicha

variante lo que resulta en la limitacion del conocimiento.

Se requieren proximos estudios que consideren un mayor numero de pacientes
caninos con neoplasias mamarias, es decir un tamafo muestral mas amplio, que a
su vez consideren poblaciones sanas y/o controles que permitan asociar las
variantes genéticas con caracteristicas como la raza, la edad y con el desarrollo de
la enfermedad, posibilitando validar la informacion obtenida en los programas

predictores referente al cambio o modificacion en la proteina.

La ejecucion de estudios genéticos orientados a la deteccion de variantes genéticas
deletéreas que se relacionan con el desarrollo de neoplasias mamarias en caninos

brinda informacion relevante para los programas de mejoramiento genético y
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seleccidn de individuos sanos para la reproduccion y asi disminuir la frecuencia de
variantes perjudiciales en la poblacion descendiente. Por esto las investigaciones
genéticas en este tema deben considerar realizarse con lineas o razas puras con
parentesco genético, con tamarfos muestrales elevados, con el objetivo de poder
establecer la presencia de variantes deletéreas en genes de riesgo como BRCA1y
BRCAZ2, que puedan ser relacionadas con la raza teniendo en cuenta el factor
hereditario, el cual segun la informacion reportada en la literatura en humanos

aumenta el riesgo del desarrollo de la enfermedad de neoplasia mamaria
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13. Anexos.

Anexo 1: Caracteristicas fisico-patologicas en los 75 caninos con neoplasias

mamarias participantes en el estudio y las variantes.

Numero Raza W1567Stop | W1567Stop |K801Q | K801Q | 1830V | 1830V | T1425P | T1425P | K1435R | K1435R Tipo histolégico Grado
de caso G>T G>T A>C A>C | A>G | A>G | A>C A>C A>G A>G

1 Cocker Spaniel G G A C A A A A A G Carcinoma mixto mamario 3
2 N/A G G A C A A A A A A Carcinoma mixto mamario 2
3 Criollo G G A A A G A A A A Carcinoma mixto mamario 2
4 Poodle G G A A A A A [} A G Carcinoma mixto mamario 2
5 Maltes G G A C A A A A A A Carcinoma mixto mamario 2
6 Fox terrier G G A C A A A A A A Carcinoma mixto mamario 2
7 Criollo G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
8 Criollo G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 3
9 Pastor Aleman G G A A A A A C A G Carcinoma mixto mamario 2
10 Springer Spaniel G G A C A A A A A A Carcinoma mixto mamario 3
1 Pinscher G G A C A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
12 Schnauzer G G A A A G A A A G Carcinoma mixto mamario 2
13 Daschund G G A C A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
14 Bull dog ingles G G A C A A A (63 A A Carcinoma mixto mamario 1
15 Labrador G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 3
16 Criollo G G A C A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
17 Springer Spaniel G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
18 Beagle G G A [} A A A A A A Carcinoma mixto mamario 3
19 Criollo G G A C A A A A A G Carcinoma mixto mamario 3
20 Dalmata G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
21 Pinscher G G A (o} A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
22 Shit Ztu G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
23 Pinscher G G C C A A A A A A Carcinoma mixto mamario 2
24 Poodle G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 2
25 Poodle G G A A A A A A A G Carcinoma mixto mamario 1
26 Pit bull G G A (o} A A A A A G Carcinoma mixto mamario 1
27 Poodle G G A A A G A A A G Carcinoma mixto mamario 2
28 Afghano G G A (o} A A A A A A Carcinoma mamario solido simple 3
29 Bull dog frances G G A (e} A A A A A G Carcinoma mamario sélido simple 2
30 Daschund G G [} [} A A A A A A Carcinoma mamario sélido simple 3
31 Poodle G G A C A A A A A G Carcinoma mamario sélido simple 3
32 Criollo G G A A A A A A A G Carcinoma mamario sélido simple 3
33 Poodle G G A C A A A [} A A Carcinoma mamario sélido simple 3
34 Bull dog ingles G G A A A A A A G G Carcinoma mamario solido simple 2
35 Poodle G G A A A A A C A G Carcinoma mamario sélido simple 3
36 Criollo G G A C A A A A A G Carcinoma mamario sélido simple 2
37 Basehound G G C C A A A A A A Carcinoma mamario sélido simple 3
38 Pinscher G G A (o} A A A A A A Carcinoma mamario sélido simple 3
39 Bull terrier G G A A A A A A G G Carcinoma mamario sélido simple 2
40 Poodle G G (o} (e} A A A A A A Carcinoma mamario solido simple 1
41 Poodle G G A A A A A A G G Carcinoma mamario sélido simple 3
42 Shit Ztu G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubulopapilar 1
43 Poodle G G C C A A A A A A Carcinoma mamario tubulopapilar 1
44 Criollo G G A (o} A A A A A A Carcinoma mamario tubulopapilar 3
45 Weimaraner G G A A A A A [} A G Carcinoma mamario tubulopapilar 1
46 Daschund G G A (e} A A A A A G Carcinoma mamario tubulopapilar 1
47 Bull terrier G G A A A A A A A A Carcinoma mamario tubulopapilar 1
48 Criollo G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubulopapilar 2
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Numero Raza W1567Stop | W1567Stop [K801Q | K801Q | 1830V | I830V | T1425P | T1425P | K1435R | K1435R Tipo histolégico Grado
de caso G>T G>T A>C | A>C | A>G | A>G | A>C A>C A>G A>G

49 Labrador G G A C A A A A A G Carcinoma mamario tubulopapilar 2
50 Pug G G A A A A A A A G Carcinoma mamario tubulopapilar 1
51 Poodle G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubulopapilar 2
52 Yorkshire terrier G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubulopapilar 1
53 Pinscher G G A C A A A A A A Carcinoma mamario tubulopapilar 2
54 Poodle G G (o} (o} A A A A A A Carcinoma mamario tubulopapilar 2
55 Shit Ztu G G A A A A A [} A G Carcinoma mamario tubular simple 1
56 Poodle G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubular simple 1
57 Springer Spaniel G G A [} A A A A A G Carcinoma mamario tubular simple 1
58 Criollo G G A C A A A A A A Carcinoma mamario tubular simple 2
59 Criollo G G A C A A A A A G Carcinoma mamario tubular simple 1
60 Poodle G G A A A A A A G G Carcinoma mamario tubular simple 2
61 Cocker Spaniel G G A (e} A A A A A G Carcinoma mamario complejo 2
62 Fox terrier G G A A A A A C A G Carcinoma mamario complejo 3
63 Pug G G A A A A A A A A Carcinoma mamario complejo 1
64 Cocker Spaniel G G A C A A A A A G Carcinoma mamario complejo 2
65 Dalmata G G A A A A A A G G Carcinoma mamario complejo 2
66 Criollo G G A A A A A (03 A A Carcinoma mamario tubular 1
67 Pit bull G G A C A A A A A A Carcinoma mamario tubular 2
68 Criollo G G A A A A A A A G Carcinoma mamario tubular 2
69 Boxer G G A [} A A A A A A Carcinoma mamario rico en lipidos 2
70 Poodle G G A C A A A A A G Carcinoma mamario rico en lipidos 2
71 Pinscher G G C C A A A A A A Carcinoma mamario rico en lipidos 2
72 Poodle G G A C A A A A A G Adenoma

73 Springer Spaniel G G A A A A A A A A Adenoma

74 Labrador G G A A A A A [} A G Adenoma

75 Criollo G G A A A G A A A G Adenoma

El anexo 1 muestra las variables de los 75 pacientes

mamarias participantes en el estudio.
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Anexo 2: Relacion entre variante genetica c.4273 A>C p.T1425P y la edad de
aparicion de las neoplasias mamarias en la poblacién de estudio.

20-

Raza

I I
1425 AA 1425 AC

Relacién entre la edad de aparicion de las neoplasias mamarias en los 75 caninos
estudiados y la variante genética 1425. 1425 AA poblacion sin la variante genética,
1425 AC poblacién con la variante genética en condicion heterocigota
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Anexo 3: Relacion entre variante genetica 4304 A>G (p.K1435R) y la edad de
aparicion de las neoplasias mamarias en la poblacién de estudio.

20

15+ ——

Edad
=
1

T T T
1435 AA 1435AG 1435GG Raza

Relacién entre la edad de aparicion de las neoplasias mamarias en los 75 caninos
estudiados y la variante genética 1435. 1435 AA poblacion sin la variante genética,
1435 AG poblacion con la variante genética en condicion heterocigota, 1435GG en
condicion homocigota
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Anexo 4: Relacion de los haplotipos con el efecto de las covariables edad y
esterilizado.

Frecuencia Score
Haplotipos haplotipo haplotipo P- val
K801Q 1830V T1425P K1435R
A A C A 0,06452 1,41670 0,15657
A A A G 0,38710 0,96550 0,33429
A A A A 0,21774 0,23938 0,81081
C A A A 0,30645 1,79091 0,07331

Se evidencia en el anexo 4 la no relacion entre los diferentes haplotipos y

covariables como edad y esterlizacion, segun el Score haplotipo y valor de P
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Anexo 5: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Proyecto: Deteccion de variantes genéticas en los genes BRCA71y BRCAZ en
caninos con neoplasias mamarias en el area metropolitana — Antioquia, Colombia
y su correlacién con el tipo histologico.

Yo, , con cédula de
ciudadania N° de ,
en calidad de propietario del canino: , en acto

consciente autoriz6 a los profesionales en el area de la salud, médicos veterinarios,
quienes realizan el proyecto de investigacion titulado: Deteccion de variantes
genéticas en los genes BRCA1y BRCAZ en caninos con neoplasias mamarias en
el area metropolitana — Antioquia, Colombia y su correlacion con el tipo histolégico,
para que colecten de él una muestra sanguinea de 2 ml de la vena yugular (derecha
o0 izquierda externa) o cefalica (de cualquiera de los miembros toracicos ), utilizando
para ello una jeringa de 2 milimetros y aguja # 23G1/2, con las medidas antisépticas
y las técnicas de veno-puncion (colecta sanguinea) adecuadas. Adicional a esto
autorizé a la corporacidn universitaria Remington y sus patologos veterinarios
adscritos al proyecto: Deteccion de variantes genéticas en los genes BRCA1 y
BRCAZ2 en caninos con neoplasias mamarias en el area metropolitana — Antioquia,
Colombia y su correlacion con el tipo histolégico, para que realicen un estudio
histopatolégico de la muestra de tejido mamario neoplasico, muestra que sera
aportada por la clinica, consultorio, centro veterinario del cual es paciente el
canino: , dicho tejido sera aportado de forma secundaria al
procedimiento “mastectomia radical o parcial” programado de forma rutinaria y
realizado por los profesionales de la salud, médicos veterinarios adscritos a la
clinica, consultorio o centro veterinario. Todo esto con la finalidad de hacer parte del
proyecto titulado: Deteccion de variantes genéticas en los genes BRCA71y BRCA2
en caninos con neoplasias mamarias en el area metropolitana — Antioquia,
Colombia y su correlacion con el tipo histologico, el cual busca reunir evidencia
cientifica sobre las caracteristicas histopatologica y genéticas de las neoplasias
mamarias en caninos en la ciudad de Medellin, llevado a cabo por la Corporacion
universitaria Remington y su grupo de investigacion cientifico GINVER, y otras
entidades nacionales e internacionales.

La veno-puncion es una técnica de recoleccion de muestra sanguinea para su
analisis, en particular para el proyecto, servira como fuente para la extraccién de
DNA del paciente, la cual es habitual en la medicina clinica de los caninos,
alteraciones como: flebitis, hematoma, trombosis y celulitis podrian generarse, por
lo que los ejecutores del proyecto se comprometen a salvaguardar el bienestar
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animal, asi como salvo-guardar los datos personales, la informacion suministrada
por los propietarios, es decir, los datos personales y del paciente, y muestras de
tejido mamario neoplasico y muestra sanguinea del paciente, dichos datos no seran
revelados, ni publicados en los resultados del proyecto, solo seran materia de
investigacion por parte de la Corporacion Universitaria Remington y otras entidades
nacionales e internacionales. Asi también se aclara que el proyecto no exige la
ejecucion de la mastectomia parcial o radical del paciente para la colecta de la
muestra de tejido mamario, sino que dicha muestra sera aportada de forma
secundaria al procedimiento establecido por la clinica, centro veterinario o
consultorio, tratante del paciente y que haya programado dicho procedimiento como
rutinario para la salud del paciente.

Ademas de lo anterior soy consciente que al momento que decida retirarme del
proyecto estoy en plena libertad de hacerlo. Para constancia de lo anterior se firma

en el municipio de Medellin Antioquia a los dias del mes de
del afo
Huella digital
Propietario
Cc:
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Anexo 6: Formato empleado para obtener la informacion clinico patolégica de los
75 caninos con neoplasias mamarias

Proyecto: Deteccion de variantes genéticas en los genes BRCA7y BRCAZ2 en
caninos con neoplasias mamarias en el Area metropolitana — Antioquia, Colombia
y su correlacion con el tipo histoldgico

FECHA:

DATOS PROPIETARIO:

1. Estrato socio-econoémico: 2. Propietario fuma (si/no):

DATOS PACIENTE:

1. Nombre: 2. Sexo: 3. Peso (Kgs): 4. Edad (meses/aios):
5. Raza: 6. Fecha diagnostico: 7. Dieta (concentrado/barf/casera): 8. Ejercicio (si/no):
9. Esterilizado (si/no): 10. Edad aparicion 11. Edad de esterilizacion(afios/meses):  12. Prefiez (si/no):

neoplasia (meses/afios):

13. Numero de gestaciones: ~ 14. Numero de partos: 15. Tiempo de lactancia: 16. Edad retiro de
neoplasia:

17. Suplementacion 18. Piometra (si/no): 19. Quistes foliculares (si/no): 20. Neoplasias ovaricas

hormonal (si/no): (si/no):



21. Otras neoplasias 22. Casos familiares 23. Glandula (s) mamarias afectadas: 24. Numero de masas
diagnosticadas (;Cual?): (si/no): mamarias:
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