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RESUMEN

Los genes de susceptibilidad al cancer de mama 1y 2 (BRCA 1y 2) son genes supresores de tumor, responsables de la
reparacion del DNA dafiado. Investigar los niveles de expresion del BRCA 1y 2 y asociarlo a la expresion de proteinas
involucradas en el cancer de mama en perras, sera de gran utilidad para los avances en el estudio del cancer de mama
tanto en la mujer como en perras. El objetivo del presente estudio consistié en determinar la expresion, a través de PCR
tiempo real en tejido mamario neoplésico, del gen BRCA 1y 2 y su asociacion con parametros clinico-patoldgicos en perras
Cocker, Poodle y Mestizas. Se realiz6 PCR tiempo real y se cuantifico el nivel de expresion del BRCA 1 y 2 normalizado
con [B-actina, a través del método 2 Delta Delta CT. Se observé que el BRCA 1 no se asocia con parametros clinico-
patolégicos y no es un indicador de malignidad en perras Cocker, Mestizas y Poodle. EI BRCA 2 se encuentra en baja
expresion en los tumores mamarios de perras Cocker y Mestiza, y esta asociado con positividad al REa. Se concluye que
la expresion del BRCA 1y 2 en el tumor mamario en perras resulta heterogénea por individuo. Teniendo en cuenta el
caracter heredo familiar del gen en el desarrollo del cancer de mama, su estudio puede aportar mayor informacion en
aguellas razas con clara predisposicion a la enfermedad. Palabras claves: BRCA1, BRCA 2, tumor mamario, perras,
gPCR.

ABSTRACT

Breast cancer susceptibility genes 1 and 2 (BRCA 1 and 2) are tumor suppressor genes responsible for repairing damaged
DNA. Investigating the expression levels of BRCA 1 and 2 and associating it with the expression of proteins involved in
breast cancer in dogs will be very useful for advances in the study of breast cancer in both women and dogs. The objective
of the present study was to determine the expression, through real-time PCR in neoplastic mammary tissue, of the BRCA
1 and 2 gene and its association with clinical-pathological parameters in Cocker, Poodle and crossbred bitches. Real-time
PCR was performed and the level of expression of BRCA 1 and 2 normalized with B-actin was quantified through the 2
Delta Delta CT method. It was observed that BRCA 1 is not associated with clinical-pathological parameters and is not an
indicator of malignancy in Cocker, Crossbred and Poodle bitches. BRCA 2 was found in low expression in the mammary
tumors of Cocker and Mestiza bitches, and is associated with ERa positivity. It is concluded that the expression of BRCA 1
and 2 in the mammary tumor is heterogeneous by individual. Taking into account the family inherited nature of the gene in
the development of breast cancer, its study can provide more information in those races with a clear predisposition to the
disease. Keywords: BRCA 1, BRCA 2, mammary tumor, bitches, gPCR.
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Expresion del gen BRCA 1y 2 en neoplasias mamarias de perras.

INTRODUCCION

El tumor mamario es considerado un
desorden multifactorial causado tanto por
elementos genéticos, como no geneéticos.
Entre los factores genéticos se ha descrito la
activacion de oncogenes que llevan a sobre-
expresion de proteinas que estimulan la
proliferacion celular, asi como a la pérdida de
funcibn de genes supresores de tumor,
producto de una mutacién o una delecidn.
Tanto la sobre-expresion y la pérdida de
funcibn de dichos genes trae como
consecuencia aumento en la probabilidad de
desarrollar un tumor [1].

Los genes de susceptibilidad al cancer
de maméa (BRCA en inglés) 1 y 2 son genes
supresores de tumor. Mutaciones en estos
genes son responsables de fallas en la
reparacién por procesos de recombinacion
homologa (HR) de rupturas del DNA de doble
cadena (DSBs), favoreciendo la
carcinogénesis [2]. Ademas participan en
puntos de control del crecimiento celular y
conservacion de la integridad gendmica [3]. Se
ha establecido que mujeres con mutaciones
en el BRCAl generalmente presentan
tumores de alto grado histolégico, RE
negativo, expresion de erbB2 negativo, p53
positivo y es poco comun en carcinoma in situ.
A diferencia de aquéllas con fenotipo
mutacional BRCA 2 que suelen ser de grado
histolégico intermedio a alto, RE positivo,
erbB2 negativo, expresion de p53 positiva y
son comunes en carcinomas insipientes [4].

Utilizando SNPs para genotipificar
perras Springer Spaniel Inglés (ESS),
observaron asociacion del tumor mamario
(TM) con los BRCA 1y BRCA 2. Las perras
ESS fenotipo BRCA 1 y BRCA 2 mostraron
mayor riesgo a padecer TM y una asociacion
importante del TM maligno con el gen BRCA 1

[5]

Establecer las alteraciones en la
expresion del BRCA a través de técnicas

diagnésticas disponibles y de rapida
respuesta, como puede resultar hoy dia una
PCR, es una alternativa poco estudiada en
Medicina Veterinaria, haciendo necesaria la
continua investigacibn en busca de la
expresion del gen y sus posibles mutaciones,
asi como su interaccion con otras proteinas
para comprender el mecanismo mediante el
cual estos genes influyen en el desarrollo y la
malignidad de la enfermedad.

Por lo tanto, investigar los niveles de
expresion de BRCA 1/2 y asociarlo a la
expresion de proteinas involucradas en el
cancer de mama en perras, abre una abanico
de posibilidades en el estudio del cancer de
mama, tanto en la mujer como en perras;
teniendo en cuenta que las perras han
demostrado ser un excelente modelo
comparativo dado el alto grado de homologia
entre la secuencia de su genoma con la
contraparte humana, asi como las similitudes
con respecto a la morfologia, comportamiento
bioldgico, y curso clinico de los tumores
mamarios en ambas especies [6, 7].

La identificacion de factores genéticos
es fundamental para mejorar la prevencion,
diagndstico y tratamiento del cancer de mama.
Los avances en biologia molecular
proporcionan herramientas que permiten
caracterizar la influencia genética en diversas
enfermedades [6]. A partir del TM como
modelo animal, los estudios pueden enfocarse
en explicar la interaccion entre el factor de
riesgo ambiental y las causas poligénicas de
los tumores de mama en ambas especies, y
obtener mejores resultados en su tratamiento.

El presente estudio tuvo como
objetivos: Determinar la expresion de BRCA 1
y 2 por cuantificacién relativa a través de PCR
tiempo real, en el tejido mamario neoplasico
de perras Cocker, Mestizas y Poodle. Asociar
la expresion del gen BRCA 1 y 2 con
parametros clinico-patologicos: A)
Comportamiento biolégico, tamafio, indice de
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proliferacion celular ki67, expresion de REaq,
erbB2 y sub-tipo molecular del tumor. B) La
edad y sobrevida de las pacientes.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién y muestra

La poblacién de estudio consistio en 80
pacientes que fueron sometidas a
nodulectomia o mastectomia por neoplasia
mamaria, atendidas en el Hospital Veterinario
de Especialidades, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Nacional Autbnoma de Meéxico
(UNAM), durante el lapso comprendido entre
febrero de 2012 y octubre de 2013. Cuyos
especimenes quirargicos fueron referidos al
Departamento de Patologia de la Facultad.

En la estadia intrahospitalaria, las
pacientes fueron mantenidas de acuerdo a las
normas de biética y bioseguridad del Hospital
Veterinario de Especialidades de FMVZ de la
UNAM.

La muestra estuvo representada por 45
biopsias de los tumores mamarios
provenientes de las perras cuya raza son mas
frecuentemente afectadas por el TM.
Consistio en: 15 tumores (10 benignos y 5
malignos) de perras Cocker, 20 tumores (10
benignos y 10 malignos) de Poodle y 10 de
perras Mestizas (3 benignos y 7 malignos).
Como control se utilizaron 10 fragmentos de
tejido mamario sano de perras adultas, no
castradas, de las diferentes razas evaluadas.

Expresion del gen BRCA 1y 2 en tumores
mamarios

La purificacion del RNA, sintesis de
cDNA y PCR tiempo real para el BRCA de
perras, se llevd a cabo en el Laboratorio de
Genética Molecular del Departamento de

Genética y Bioestadistica de la FMVZ-UNAM.
El protocolo seguido consistié en:

Purificacion del RNA: se realiz6 a
través de columnas de RNeasy Fibrous Tissue
Mini Kit (QIAGEN® catdlogo 74704), cuyo
principio consiste en aislar RNA total mediante
la combinacion de lisis del tejido con
isotiocianato de guanidina y el uso de filtros de
silice, asimismo, integra fases de digestién a
través de proteinasa K, DNasa y RNasa con el
fin de obtener un mRNA total de alta calidad.

Sintesis de cDNA y PCR tiempo real:
la sintesis del cDNA se realizo con el Kit RT?
HT First Strand de QUIAGEN® (catélogo
330411), que ofrece un procedimiento rapido
y conveniente para una eficiente sintesis de
cDNA vy la eliminacion de DNA gendmico de
las muestras de RNA. El cDNA sintetizado se
utilizé para PCR tiempo real, el cual, con el
objetivo de determinar la expresion de BRCA
2 en los tumores mamarios y tejido normal de
las perras en estudio, se llevé a cabo mediante
el uso de un Rotor-Geen QUIAGEN® con el kit
para RT2 gPCR Primer Assay SYBR
QUIAGEN® para BRCA 2 de perro (catalogo
PPF00706A). Como gen constitutivo se uso [3-
actina de perro (Dog, catalogo PPL02472A).

Cuantificacion relativa: se realizo la
cuantificacion relativa mediante el método del
2 Delta Delta CT (2 -A A CT). Para este
método la cantidad de la expresién génica es
igual a 2 — AA CT, definida como el cambio en
la expresion de un gen de interés en relacion
con un grupo de referencia, tales como control
no tratado o una muestra de tiempo cero en el
estudio. Se requiere seleccionar un control
interno y el calibrador; el propdsito del control
interno es normalizar las PCRs para la
cantidad de RNA adicionada en la
retrotranscripcion. Los datos se presentan
como el cambio en la expresidn génica
normalizada a un gen endégeno de referencia
y en relacion con la expresion del gen de
interés en los casos control. Para este método
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de cuantificacibn relativa se requiere
considerar: a) Seleccionar el gen de control
interno, b) Validar el control interno para
constatar que éste no se afecta por el
tratamiento, c¢) Validar la eficiencia de
expresion de ambos genes en estudio, el gen
de interés y el control interno [8]. En nuestro
estudio se utilizé como control interno o gen
endogeno a 3-actina, y como control muestras
de tejido mamario sano.

Para medir el nivel de expresion del gen
BRCA en los tumores mamarios de las perras
en estudio, se utilizo el software RT2 Profiler
PCR Array Data Analysis v3.5 (QIAGEN®,
2014), el cual considera para su analisis el
célculo de Fold Regulation, Fold Change,
media del ACT y el 2"~ACT.

El fold change es calculado utilizando el
método del AACT [8], que es la relacion de la
expresion del gen entre el grupo control y
experimental. Nimeros superiores a 1 indican
incremento en la expresion, nimeros entre 0y
1 indican disminucion en la expresion y un
Fold Change de 1 indica que no hay cambio
en la expresiéon del gen. El célculo se realizé
siguiendo las siguientes formulas:

ACT = CT (BRCA 2) — Promedio CT (B
actina)

AACT = ACT (Grupo experimental) —
ACT (Grupo Control)

Finalmente el valor del Fold change se
calculo por la conversion del AACT en log 2,
por la siguiente ecuacién: Fold change = 2 (-
AACT)

La significancia estadistica dada por el
valor de p se estableci6 mediante la T de
Student sobre los valores del Fold change de
cada gen, en el grupo control y experimental.
Una p<0,05 indica diferencia estadisticamente
significativa. Los Fold change fueron
graficados con el programa GraphPad Prism
6.0 para Windows.

Asociaciéon con parametros clinico-
patolégicos

Se utilizd la base de datos con
informacion referente al comportamiento
bioldgico (CB), tamafio, indice de proliferacion
celular Ki67, expresion del receptor de
estrogeno (REa), erbB2 y sub-tipo molecular
del tumor, asi como la edad y sobrevida de las
pacientes. Con el paquete estadistico PASW
Statistics 18 se realizO0 estadistica no
paramétrica a través de la construccion de
tablas de contingencia y con la Chi-cuadrada
de Pearson (X?) se establecié la asociacion
entre la expresion del BRCA 1y 2 en los
tumores mamarios de las perras en estudio.
Se consider6 un valor con significancia
estadistica para una p<0, 05.

RESULTADOS

Expresién del BRCA 1y 2 en el tumor
mamario

Al analizar la expresion de BRCA 1y
BRCA 2 normalizado con p-actina vy
comparado con el grupo control, se observé
gue el tumor mamario en las perras Cocker y
Mestizas presentan baja expresion (Tabla | y
Fig. IA); de igual forma, al discriminar la
expresion en los tumores mamarios segun su
comportamiento biolégico, en benignos (NB) y
malignos (NM), se observé una expresion
similar a la obtenida al analizarlos de manera
conjunta. Se aprecia que los NB y NM de las
perras Cocker y Mestizas se encuentran por
debajo de la expresion del grupo control
(Tabla 1y Fig.1B).

Por otra parte, se observé que el BRCA
1y 2 enlaperras Poodle se sobre-expresa en
el TM, asi como al diferenciarlo en benigno y
maligno; mientras que el BRCA 2 en las NB no
muestra cambios en su expresion (Tabla | y
Fig.1 A-B).
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Adicionalmente se evidencié que el
nivel de expresion de ambos genes por
individuo es heterogénea, tanto las NB como
las NM pueden tener una expresion baja, sin
cambios o elevada (Fig. 2 A-C).

Asociacion de la expresion del BRCA 1y 2
con parametros clinico-patoldgicos

Al establecer la asociacion entre la
expresion del BRCA 1 y 2 en los tumores
mamarios de las perras en estudio. EI BRCA 1
mostré independencia con relacion al
comportamiento biolégico, REq, erbB2, indice
de proliferacion celular, clasificacion molecular
y el tamafio del tumor, asi como con la edad y
sobrevida de las pacientes.

Con relacion a la expresion de BRCA 2
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el comportamiento
biolégico de los tumores, asi como con la
expresion de REa. La mayoria de las NB
presentan una baja expresion del gen,
mientras que en las NM la mayoria sobre-
expresa el gen. Por otra parte, los tumores
REa positivos (+) en su mayoria presentan
baja expresion del BRCA 2 (Tabla Il). Sin
embargo, no se demostré asociacion con las
demas variables estudiadas.

DISCUSION

Durante el proceso de reparacion, la
proteina BRCA 2 es atraida por BRCA 1 al
lugar del dafio y facilita la union de la proteina
RAD51 al DNA monocatenario. BRCA 2 se
une a RAD51 y lo ubica en el sitio del dafio del
DNA para su reparacion [9]. En deficiencia de
BRCA 2/1 este proceso no ocurre y forma
parte de los mecanismos por los cuales se
presenta el cancer mamario en perras.

En este estudio se observé que BRCA
1y 2 se encuentran en una baja expresiéon en

el TM analizado en conjunto, asi como
discriminado segun el comportamiento
biolégico en benignos y malignos, en las
perras Cocker y Mestizas. Estos resultados
son comparables con lo observado por [10],
quienes observaron en el TM una expresion
reducida del BRCA 1 en el 60% de los
adenomas simples y sin cambios en el 80% de
los adenocarcinomas. Por su parte,
Yoshikawa et al. encontraron niveles bajos de
MRNA del BRCA 2 en muestras de tumor
mamario, al compararlas con las muestras de
glandulas mamarias normales, sugiriendo que
la baja expresion de BRCA 2 contribuye al
desarrollo de tumores mamarios en perros
[11]. De igual forma, otros estudios,
realizados en mujeres con cancer de mama,
han demostrado que tanto la expresion del
MRNA del BRCA 1, asi como, la expresion por
inmunohistoquimica de su proteina se
encuentra baja en los carcinomas mamarios
[12].

También se observo que el BRCA 1y 2
en los tumores mamarios de las perras Poodle
esta por lo general sobre-expresado. Ademas,
la expresion del BRCA 1y 2 es particular de
cada tumor en cada paciente, por lo tanto
resulta heterogénea. Esta variabilidad también
fue observada a partir de variantes de splicing
del BRCA 1, cuyo patrén de expresion relativo
fue variado en cada tumor mamario [13].

Adicionalmente el BRCA 1 se comporta
independiente de las variables clinico-
patolégicas evaluadas. Tal como fue
observado por un grupo de investigadores,
donde el resultado histopatolégico no se
relacion6 con la cantidad relativa y el patrén de
expresion de variantes de mRNA del BRCA 1
en tejido TM en perras [13]. Tampoco se
encontré relacion entre cada uno de los
parametros clinicos y los polimorfismos de un
s6lo nucleétido evaluados entre el grupo
problema y el grupo control a partir de
muestras de sangre de perras con tumor
mamario [14]. Asi mismo, se ha indicado que
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la expresion de BRCA 1 en perras no esta
inequivocamente asociada con criterios
histolégicos de malignidad, debido a que el
BRCA1 no mostré cambios de expresion en el
90% de los ganglios linfaticos metastasicos,
por lo tanto, difiere de la malignidad a la que el
BRCA 1 se ha asociado en la especie humana
[10]. También los resultados son similares a lo
observado en mujeres mexicanas pre-
menopausicas, donde el tamafio del tumor,
grado histoldgico, el estadio clinico, el erbB2 y
p53 no muestran asociacion con la expresion
del BRCA 1y 2; solo la edad guarda relacion
con la baja expresion del BRCA 1,
considerandose un marcador de enfermedad
severa en mujeres muy jovenes con cancer de
mama [15].

Por otra parte, en el BRCA 2 la mayoria
de las neoplasia benignas y REa positivos (+)
muestran baja expresién del gen, mientras
gue las malignas lo sobre-expresan. Esto se
explica considerando la sobreexpresion de
BRCA 2 como una respuesta protectora que
disminuye la progresion del cancer, ademas la
inestabilidad génica incrementada en aquellas
células tumorales metastasicas en
proliferacion, también puede ser un posible
estimulo para la expresion BRCA 2 [10]. Asi
como también puede ejercer efectos positivos
sobre la proliferaciébn celular la sobre-
expresion del BRCA 2 [16].

Estos resultados pudieran indicar que la
expresion del BRCA 2 pudiera ser un
marcador de malignidad, por lo que se
considera necesario continuar sus estudios y
asi poder revertir lo publicado en la literatura
que contraria a esta observacion. Klopfleisch 'y
Gruber, observaron que no hay diferencias
claras en la expresion del BRCA 2 observada
entre adenomas y el adenocarcinoma
primario, a pesar de que en 40% de los
adenomas mamarios la expresion génica se
encontré disminuida y solo el 50% de los
ganglios metastasicos mostré una regulaciéon
positiva, sin embargo, concluyen que el uso de

este gen como un marcador tumoral para
diferenciar los tumores benignos y malignos
no es determinante [10]. Asi mismo,
observaron que el BRCA 2 no es un buen
marcador molecular de severidad en mujeres
mexicanas pre menopausicas jévenes, donde
no mostro significancia estadistica con el
tamafo del tumor, caracteristicas histolégicas
evaluadas ni expresion del erBB2 [15]. Y lo
publicado por Hedenfalk et al. quienes
observaron que mujeres fenotipo mutacional
BRCA 2 la expresion del RE varia [17].

Basados en las premisas que gRT-PCR
reproduce los resultados obtenidos con
microarreglos para un perfil de prondstico en
las mujeres con cancer de mama [18] y que
una mutacion heredable influye en la
expresion del perfil de genes de un tumor [17].
Segun este estudio, el cancer de mama en
perras puede tener un mejor enfoque tomando
en consideracion algunas razas como el
Cocker 'y las Mestizas.  Asimismo,
correlacionar mutaciones especificas con la
expresion del gen puede resultar util para el
prondstico en pacientes veterinarias, a la vez
que puede definir las razas mas adecuadas
como modelo animal para el estudio del
cancer de mama en mujeres.

CONCLUSIONES

Se concluye que en el analisis relativo
obtenido por PCR tiempo real a partir de
tumores mamarios en perras, el BRCA 1 no se
asocia con parametros clinico-patolégicos y
no es un indicador de malignidad en perras
Cocker, Mestizas, y Poodle. Mientras que el
BRCA 2 se encuentra en baja expresion en
los TM de perras Cocker y Mestizas, y su baja
expresion se puede asociar con tumores
benignos positivos al REa. La expresion del
BRCA 1y 2 en el Tumor Mamario resulta
heterogéneo en cada paciente, por lo tanto,
teniendo en cuenta el caracter heredo familiar
del gen en el desarrollo del cancer de mama,
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su estudio puede aportar mayor informacién
enfocado en aquellas razas con clara
predisposicidon a la enfermedad.
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TABLA .- Expresion relativa del BRCA (fold change) en el Tumor Mamario en perras
Cocker, Mestizas y Poodle

™ T™M NB ™™ NM

BRCA1l BRCAZ2 BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCAZ2

Cocker 0,72 0,34 0,83 0,24 0,62 0,53
Mestizas 0,04 0,15 0,02 0,43 0,06 0,08
Poodle 4,19 2,15 6,29 1,92 2,39 2,51

TMC: Tumor mamario, NB: Neoplasia benigna, NM: Neoplasia Maligna
El color de los nimeros indican nivel de expresion (rojo: baja, negro: sin cambios y azul: sobre-

expresion).
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FIGURA 1.- Expresion del BRCA 1 y 2 en el Tumor
Mamario de perras Cocker, Poodle y Mestizas. A.
Comparacion de la expresion del BRCA 1y 2 en los tumores
mamarios. B. Expresion del BRCA 1y 2 en tumores benignos
y malignos
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FIGURA II. Nivel de expresion de BRCA 1y 2 por individuo en los TB
y TM. A. Expresion en perras Cocker. B. Expresidon en perras Mestizas.
C. Expresion en perras Poodle. (UP: Sobre-expresion, UN: Sin cambios
en la expresion, DOW: baja expresién)
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TABLA Il.- Asociacion de la expresion del BRCA 1y 2 con variables clinico-patolégicas
en el Tumor Mamario.

CB (%) Tamafio Ki67 (%) RE (%) erbB2 (%) Edad Muerte
NB- NM  (%/CM) B A -+ B A (% /afios) (%)
<3 >3 <8 >8 NO - SI
BRCA 1
DOW 354-25 22.2 - 37.5-229 146-458 229-375 10.4 -50 41.1-
31.3 18.8
UN 4.2-6.3 83-21 6.3-4.2 2.1-8.3 6.3-4.2 21-83 83-21
upP 12.5- 16.7 — 83-208 146-146 146-146 10.4-18.8 229 -
16.7 12.5 6.3
X2 0.531 0.407 0.112 0.195 561 0.396 0.745
(p<0,05)
BRCA 2
DOW 29.5 - 375 - 255-18.2 114-364 16.4-273 109-327 34-94
18.2 43.8
UN 114-0 0-3.1 7.3-10.9 0-114 10.9-7.3 9.1-9.1 15.1 -
3.8
upP 9.1-31.8 6.3-94 127-255 227-182 20-18.2 7.3-309 208-14
X? 0.003 * 0.648 0.227 0.026* 0.051 0.184 0.187
(p<0,05)

NB: neoplasia benigna. NM: Neoplasia maligna. B: Bajo. A: Alto DOW: Baja expresion. UN:
sin cambios en la expresion. UP: sobre-expresado.



