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RESUMEN

En esta Tesis se estudian cuatro genes que codifican para proteinas relacionadas al

metabolismo o transporte de farmacos. Estos genes se encuentran asociados a

diferencias en la respuesta a tratamientos farmacolégicos de los individuos. La

Farmacogenética es una rama de la genética que se dedica a estudiar variantes

presentadas por este tipo de genes y su asociacion con las diferentes respuestas

mencionadas.

El objetivo de esta Tesis es analizar la presencia de mutaciones en genes asociados al

metabolismo o transporte de farmacos en razas caninas donde se han comunicado

reacciones adversas a tratamientos farmacolégicos. La misma se organiza en tres

capitulos:

Capitulo 1: La mutacion mdrl-7A en cuatro razas caninas en Uruguay. En este
capitulo se continba con el estudio de la mutacibn mencionada, que se
comenzd a trabajar en la Maestria. Esta mutacion esta asociada a la
imposibilidad de administrar determinadas drogas a ciertas razas caninas. En
la presente Tesis se amplia el nimero de razas estudiado. Las cuatro razas
gue se trabajan en este caso han presentado reacciones adversas a farmacos
0 son razas en las que se ha descrito la mutacién mencionada.

Capitulo 2: Andlisis de los exones 6 y 7 del gen CYP2D15 en perros
cimarrones. En este capitulo se busca profundizar en el estudio de
polimorfismos para el gen mencionado en la Unica raza autéctona de caninos
de nuestro pais. La enzima codificada por este gen metaboliza gran cantidad
de drogas utilizadas ampliamente en la Clinica Veterinaria.

Capitulo 3: Analisis de 26 SNPs pertenecientes a los genes MDR1, CYP1A2 y
CYP2B11 en cuatro razas caninas en Uruguay. En este capitulo se trabaja con
un gen asociado a transporte y dos a metabolismo. Se estudian 26 SNPs de
estos tres genes, las diferencias existentes con respecto a sus frecuencias en
cuatro razas caninas (Ovejero Aleman, Labrador Retriever, Cimarrén Uruguayo
y Collie), y sus posibles asociaciones con diferencias en la respuesta a

farmacos.

Las conclusiones que se pueden considerar de estos tres capitulos son:

En lo que respecta al primer capitulo, no se encontr6 la mutacion estudiada en
ninguna de las cuatro razas, pese a que en las mismas se hayan descrito
reacciones adversas a farmacos 6 que se trate de razas donde esta descrita
dicha mutacion.

En el segundo capitulo se encuentran diferentes polimorfismos en los animales



estudiados en los dos exones trabajados.

e En el tercer capitulo se presentan los resultados de los diferentes puntos
trabajados en el mismo: frecuencias de los SNPs estudiados, posible
asociacion con diferencias en la respuesta a farmacos. Respecto del ultimo
punto, se encontr6 que algunos de los SNPs pueden ser empleados para
realizar analisis de asociaciones con la respuesta a la terapia farmacoldgica.

Respecto de la Tesis en su conjunto, se presentan resultados de estudios realizados
en diferentes genes que se han asociado con variaciones en la respuesta a terapias
farmacoldgicas. Se amplian los estudios realizados en perros cimarrones, asi como
también en razas caninas muy difundidas en nuestro pais 6 que ya se han descrito en
ellas reacciones adversas a farmacos.

Los andlisis realizados en esta Tesis, llevan a que se continlen los estudios
relacionados a la Farmacogenética en el Area Genética de Facultad de Veterinaria.
Los resultados obtenidos se estan publicando en revistas arbitradas, habiendo sido
publicados dos trabajos, un trabajo fue aceptado y esta para ser publicado, y otros dos

estan siendo evaluados en este momento:

Trabajos publicados:

. Gagliardi R, Llambi S, Arruga MV. (2014) Estudio de mutaciones puntuales en
el gen de resistencia multiple a drogas en caninos de Uruguay. AICA Vol. 4: 132-134

. Gagliardi R, Llambi S, Arruga MV. (2011) Estudio molecular del gen CYP2D15
(citocromo P450 2D15) en el perro Cimarron Uruguayo. AICA Vol. 1: 313-315

Trabajo aceptado:

. Gagliardi R, Martinez D, Tellechea B, Sitjar P, Llambi S, Arruga MV. Analisis de
la mutacion mdrl-1A del gen mdr1 en cuatro razas caninas en Uruguay. Revista MVZ
Cérdoba.

Trabajos que estan siendo evaluados:

. Gagliardi R, Llambi S, Arruga V. SNP genetic polymorphisms of MDR- 1,
CYP2B11 and CYP2D15 genes in four canine breeds to study possible influence on
toxicological evaluations.

. Gagliardi R, Llambi S, Munilla S, Arruga V. Study of different genetic markers
(SNPs) in three genes (ABCB1A, CYP1A2 and CYP2B11) related to drug resistance

behaviour in canine populations.
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INTRODUCCION GENERAL

Cuando se instaura una terapia farmacoldgica se persigue el objetivo de lograr un
efecto beneficioso en un paciente determinado, sin que se den reacciones adversas.
En diferentes individuos, frente al mismo tratamiento, se pueden observar diferentes

respuestas. Entre los factores que influyen en estas respuestas se puede ver:
e Edad del paciente.
e Salud/Enfermedad.
e Tratamientos simultaneos.
o Especie/Raza.

e Diferencias a nivel genético: Metabolismo y distribucion de los farmacos,
proteinas blanco donde actuan.

Quien se hace cargo de estudiar el Gltimo punto (factores genéticos que influyen en la
respuesta a la terapia farmacoldgica) es la Farmacogenética.

GENETICA/FARMACOLOGIA/FARMACOGENETICA. UN POCO DE HISTORIA

Una de las necesidades primordiales del hombre en la antigliedad era la busqueda de
“hierbas para aliviar el dolor y la pestilencia’. Las civilizaciones antiguas tenian
compendios en los que se consideraba a las hierbas la base terapéutica. Uno de estos
compendios que se ha empleado en India durante miles de afios, es el Ayurveda
(“ciencia y conocimiento de la vida”), del afio 6000 a.C., donde se habla de hierbas
empleadas solas o combinadas, para el tratamiento de las enfermedades. Otro
ejemplo es el “Papiro de Ebers” del antiguo Egipto que data del afio 1500 a.C. Esta
medicina egipcia presentd una gran influencia sobre los griegos, quienes se veian
atraidos por el efecto venenoso que podian tener determinadas hierbas. El ejemplo
mas clasico lo constituye el suicidio de Sdcrates por la ingestién de un jugo de frutas,

lo que puede considerarse el primer ejemplo de un caso de intoxicacion.

A partir del siglo XVI comienzan a cuestionarse estos conceptos, surgiendo personas
como Copernicus o Versalius, que establecen la observacion y la experimentacion
como base del pensamiento cientifico. El alquimista Paracelso en el S XVI hace
hincapié en la potencia variable de la medicacién dependiendo de la dosis y de la via

de administracion.

Durante la conquista de América, los conquistadores se encontraron con algunas

sustancias que los indigenas empleaban para calmar ciertas dolencias o ejercer
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determinados efectos. Algunos ejemplos son la corteza de quina para calmar fiebres,

el masticar hojas de coca como estimulante.

Con el desarrollo de la quimica orgénica y analitica en el S XIX, empiezan a aislarse y
caracterizarse los principios activos de las plantas.

Algunos autores dividen la historia del descubrimiento de farmacos en dos grandes
periodos:

1. Desde principios del S XIX hasta alrededor de 1930. Se adapta el método
cientifico para aislar y purificar productos naturales, obtener productos

sintéticos, estudiar sus propiedades fisioldgicas.

2. Desde 1930. Empieza lo que puede considerarse como el “enfoque racional
disefio de farmacos”. A este enfoque siguid la blsqueda de los compuestos
MAas activos pero menos toxicos. Este enfoque, en cierta forma, contindia hasta

la actualidad.

Pese a estos puntos, de todas formas, quien sigue siendo fuente de nuevos farmacos
es la naturaleza. Lo que originalmente se dio con las plantas fue extendiéndose a

microorganismos y al mar (Estévez, 2002).

La idea de que la herencia puede explicar las variaciones individuales en la respuesta
a las drogas y la susceptibilidad a reacciones adversas, fue propuesta en 1957
(Mealey, 2006). Luego, en 1959, fue cuando se introdujo el término farmacogenética
(Mealey, 2006). Se originé interés en esta época por el hecho de que se veia que en
una subpoblacion de personas, la primacrina, empleada contra la malaria, causaba
hemolisis. Estas personas tenian niveles funcionales menores de la enzima glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa cuando se los comparaba con el resto de la poblacion. La no
existencia de estudios moleculares en ese momento, hacia que cualquier andlisis se
basara basicamente en la observacién de lo que ocurria. La mutacién causante de

estos niveles menores de enzima se descubrié décadas mas tarde.

Los estudios relacionados a la farmacogenética quedaron luego estancados hasta
1990, coincidiendo con el Proyecto Genoma Humano. A partir de ese momento, los

estudios en el tema se han extendido notoriamente.
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FARMACOGENETICA

El advenimiento de las técnicas moleculares le ha dado a estos estudios un enfoque
muy distinto a aquel que se venia dando de Unicamente poder observar
fenotipicamente lo que ocurria. Lo que se busca es, cuando se ve un determinado
fenotipo, encontrar la mutacion responsable. En muchas ocasiones sucede lo
contrario, se encuentran mutaciones sin conocer a priori, qué es lo que causan. Con la
secuenciacién de los genomas es mas factible llegar al objetivo primordial de la

farmacogenética, la terapia individualizada. Esta terapia individualizada, permitiria:

1. Conocer gqué pacientes probablemente presentarian reacciones adversas a un

tratamiento determinado.

2. Predecir qué pacientes son los que se beneficiarian con una droga
determinada. Se estaria en condiciones de seleccionar el tratamiento mas
adecuado para un animal en particular sin necesidad de caer en el “ensayo y

error’ habitual.

Estos dos puntos, basicamente son el resultado de diferencias en la absorcion,
distribucién, metabolismo, excrecion de las drogas, asi como también de la interaccion
con el receptor (blanco) de la misma. Entre los elementos mas estudiados se
encuentra el metabolismo del farmaco. Dado que hasta hace pocos afios se
consideraba que la disponibilidad de las drogas dependia de sus caracteristicas fisico-
guimicas, se tomaba en cuenta particularmente el metabolismo hepatico. Mas
recientemente se han visto otros factores que también influyen en dicha disponibilidad:
El metabolismo intestinal fase | y la extrusion activa de las drogas por transportadores,
son dos de los elementos mas influyentes en la bio-disponibilidad de las drogas
administradas por via oral (Nishimuta et al., 2013; Fleischer et al., 2008; Martignoni et
al., 2006). Por lo tanto, la mayor influencia en este punto esta dada por las variaciones
genéticas en las enzimas de metabolismo expresadas a nivel intestinal y en los
transportadores a este nivel. Estos transportadores juegan un papel fundamental en la
absorcion intestinal de las drogas. En Medicina Veterinaria, el mejor caracterizado es
la glucoproteina-P, codificada por el gen MDR1 (ABCB1). Este transportador es una
proteina transmembrana descrita primariamente en lineas celulares tumorales
resistentes. Las células tumorales que expresan esta glucoproteina son resistentes a
una serie de antitumorales: Antraciclinas, vincristina, vinblastina, etc. La funcién
normal de la GP-P es actuar como una bomba que expulsa sustancias extrafias,
presentando una funcién de proteccion. A nivel intestinal estaria jugando un papel

fundamental en la bio-disponibilidad de las drogas absorbidas a este nivel. El gen
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ABCB1 en humanos, presenta un interés adicional, ya que se han descrito diferentes
mutaciones asociadas a enfermedades. Desde otro enfoque, esta GP-P también juega
un papel fundamental en la distribucion de las drogas en el organismo una vez que se
encuentran en la circulacion general. El ejemplo clasico es cuando, dada su expresion
a nivel de la barrera hemato-encefélica, previene la entrada de determinadas drogas al
sistema nervioso central (SNC). En algunas razas caninas, existe una mutacién que
impide la produccion adecuada de la proteina, o que permite que ciertas drogas
ingresen al SNC y sean capaces de producir intoxicacion en el animal (Mealey, 2006;
Dean et al., 2001).

Otro punto de variacion existe en lo que se refiere al metabolismo. Existen variaciones
en los genes que codifican para enzimas que intervienen tanto en la fase | como en la
fase Il del metabolismo. En este punto, una de las familias mas estudiadas es la
familia del citocromo P450. Ejemplos de esta familia son el gen CYP2D6 humano (con
su ortdlogo CYP2D15 canino) asociado a una gran variacibn en la respuesta
terapéutica. Otro ejemplo lo constituye el CYP2B11 canino que se expresa a un nivel
mucho menor en algunas razas (ej: galgos) (Wenker, 2009). Se han descrito
numerosas mutaciones en otros genes de esta familia, pese a lo cual en muchas no se
conoce el efecto exacto que presentan. Esto sucede por ejemplo con el gen CYP1A2
gue algunos autores encontraron perros de raza Beagle deficientes en su producto.
Este gen, particularmente en humanos, es muy estudiado por haberse encontrado

asociado a diferentes tipos de cancer.

En lo que respecta a la excrecion de las drogas, puede darse con la droga intacta 6
con sus metabolitos. Las vias mas importantes de eliminacion son por rifidn o por via
biliar. Nuevamente en este aspecto, la GP-P vuelve a jugar un rol fundamental ya que

otro de los tejidos donde es expresada es en el renal.

A otros niveles, como pueden ser las proteinas receptoras de los farmacos, existen
muy pocos estudios realizados. Pese a esto, es de suponer que estos receptores
también presenten una gran influencia en la respuesta a tratamientos farmacolégicos
(Mealey, 2006).
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EL PERRO (CANIS FAMILIARIS) Y EL HUMANO

La relacion entre perros y humanos se remonta a miles de afios atras, siendo el
compafiero de humanos méas antiguo. Existen fésiles encontrados en Oriente Medio
gue datan de por lo menos 12000 afios. El perro tiene la caracteristica de que, por
mas que siempre hablamos de la misma especie, presenta una gran diversidad incluso
desde un enfoque fenotipico. Encontramos razas como el Chihuahua donde el adulto
pesa alrededor de 3kg hasta un Irish Wolfhound que, parado sobre sus dos patas,
llega a alcanzar mayor altura que una persona de estatura media. Entre estos dos
extremos existe una variedad enorme en lo que se refiere a tamafios, colores,
funciones que desempefian. Por mas que el perro en la actualidad es un animal de
compainia, existen razas que cumplen diversas actividades, como por ejemplo: Guia
de personas invidentes (Labrador Retriever); guarda y defensa (Ovejero Aleman,
Dobermann, etc); detector de drogas y explosivos (Ovejero Aleman, Ovejero Belga);
trabajo con ganado menor (Border Collie, Kelpie australiano); trabajo con ganado
mayor (Collie, Cimarrén); caza (Galgos, Dogos, etc); compafiia (Caniche, razas chicas
en general, etc); etc. Existen a nivel mundial, mas de 400 razas caninas que son
capaces de adaptarse al rol que les toca cumplir, sin poder determinar su nimero
exacto dado que aparecen razas nuevas continuamente (Hall, 2008; Greer et al.
2003).

angelicaitalia.blogspot.com
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www.blogmascotas.com

www.abc.es

www.acalama.es

En las imagenes anteriores pueden verse diferentes ambitos donde el perro ha sido y
es importante para el hombre. Entre ellos se ven la caza, perro guia, animal de
compafiia, compafiero de juegos. En algunos casos este animal incluso llega a ser

considerado un miembro de la familia.


http://www.google.com.uy/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=Z4AHtKyA-AY1sM&tbnid=i5SvB43YuoISyM:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fwww.blogmascotas.com%2Fun-poco-de-historia-de-los-perros-y-los-hombres-ii%2F&ei=FlC8U6S1IvSlsQTwygE&bvm=bv.70138588,d.cWc&psig=AFQjCNFFBqHhGaG3LSdzTeTlGW5P3gJXBg&ust=1404936583585199
http://www.google.com.uy/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=snaaMBUyyw_3eM&tbnid=06vqEmumH9VMyM:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fwww.abc.es%2F20120721%2Fsociedad%2Fabci-nino-perro-201207211617.html&ei=Qi29U7mrAYnmsASr8YGAAw&bvm=bv.70138588,d.cWc&psig=AFQjCNEJc4bd-8T2gdua81h6TbUWuBR-VA&ust=1404993200987404
http://www.google.com.uy/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=Kg6MJhe9oboRLM&tbnid=KjQ2aXAwXw4yYM:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fwww.acalama.es%2F2013%2F08%2Fla-leyenda-del-perro-y-el-hombre%2F&ei=jz29U5h1yMvzAdbEgCA&bvm=bv.70138588,d.cWc&psig=AFQjCNGuIMj1PM8Bpsm1FbabgIAfPh6MKQ&ust=1404997384168948
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ORIGEN DEL PERRO DOMESTICO

DOMESTICAR (http://etimologias.dechile.net/?domesticar): La palabra

"Domesticar" viene del latin domesticus y este deriva de domus (casa). Esto se

referia a tomar animales salvajes y hacerlos que trabajen en la casa.

REAL ACADEMIA ESPANOLA: domesticar. (De doméstico)

(http://buscon.rae.es/drael/html/boton.htm):

1. tr. Reducir, acostumbrar a la vista y compafia del hombre al animal fiero y
salvaje.

2. tr. Hacer tratable a alguien que no lo es, moderar la aspereza de caracter. U. t. c.
prnl.

Existen datos arqueoldgicos que indican que los perros domésticos aparecieron en
Oriente Medio entre 12.000 y 14.000 afios atrés. Los lobos grises (Canis lupus) y los
chacales dorados (Canis aureus) podrian ser sus ancestros, siendo cada especie
responsable de diferentes razas. Pese a esto, existen diversos estudios filogenéticos
gue demuestran que Unicamente los lobos grises son ancestros directos del perro
doméstico (Wayne & Vila, 2001;
http://www.animalscience.com/uploads/additionalFiles/WPSA2_files/bruford.pdf). En

un inicio, los perros eran muy similares a los lobos. Las diferencias existentes en la
actualidad pueden deberse basicamente a la seleccién artificial mas los cambios
culturales de las sociedades humanas. EI momento donde puede comenzar a verse
los efectos de la domesticacién puede haber sido cuando el hombre pas6 de una
cultura cazadora-recolectora a sociedades mas agricolas (Wayne & Vila, 2001).
También hay elementos que sugieren, por comparaciones morfolégicas, que los perros

son los mas cercanos a los lobos chinos (Wayne & Vila, 2001; Greer et al., 2003).

Las familias de carnivoros modernos se originaron hace aproximadamente 40-50
millones de afios. De esa época data el Miacis, un carnivoro pequefio con cuerpo largo
y patas relativamente cortas, del cual son descendientes directos los dos primeros

tipos de canidos que se desarrollaron en Norteamérica:
o Daphoenus: Fue el primero de los perros 0sos. Grande, pesado y de cola larga.

e Cynodictis: Pequefio y mas delgado.


http://www.animalscience.com/uploads/additionalFiles/WPSA2_files/bruford.pdf
http://etimologias.dechile.net/?domesticar
http://buscon.rae.es/draeI/html/boton.htm
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El Daphoenus evolucion6 en osos. El Cynodictis se asemejé mucho a las civetas, de él

surgieron:

e Temnocyon: Su linea de evolucion culminé en los perros de caza de Africa y de
la India. El perro de caza africano y el Lycaon, perro de caza de la India oriental
o Dhole, son muy parecidos al perro pero su ascendencia es muy diferente.

e Cynodesmus: Predecesor de un grupo grande y variado de canidos que incluye

los perros modernos, lobos y zorros americanos y eurasiaticos.

Los perros verdaderos evolucionaron entre el Mioceno superior y el presente como
vastago del tronco principal Cynodesmus, y tuvieron su origen inmediato en un género
conocido como Tomarctus (Vila et al., 1999). El perro doméstico pertenece a la familia
Canidae que esta dentro de la superfamilia Canoidea y ésta, dentro del orden
Carnivora. Los Canidae son el linaje mas antiguo filogenéticamente dentro de la
superfamilia Canoidea, habiendo divergido hace 50 millones de afios. Se han
reconocido tres subfamilias de canidos (Wayne & Vila, 2001):

e Hesperocyoninae: Incluye los miembros mas antiguos y primitivos de la familia,

encontrdndose en la transicién de Oligoceno a Mioceno.

e Borophaginae: Sustituy6 a la anterior. Fueron los predadores mas comunes del
periodo Terciario.

¢ Caninae: Incluye a todos los representantes actuales de la familia. Aparece en

el Mioceno tardio. (Greer et al., 2003).

LAS RAZAS CANINAS

Un grupo de individuos con ancestros en comin y que los distinguen una serie de
caracteristicas desarrolladas por seleccidn artificial y mantenidas por una propagacion
controlada, es lo que se conoce como raza. Si se consideran diferentes especies
animales, los caninos son una de las que presenta la mayor diversidad en lo que se
refiere a caracteristicas fisicas entre razas. Uno de los ejemplos mas extremo es la
diferencia presentada entre el Chihuahua y el Gran Danés. Hay mas de 400 razas
caninas reconocidas mundialmente, encontrandose algunas de ellas mas relacionadas
entre si que otras (Fleischer et al., 2008). La Federacion Cinoldgica Internacional (FCI)
es una organizaciéon mundial, con sede en Bélgica, integrada por 88 miembros (uno
por pais). Segun figura en la declaraciéon de la Mision de la FCI: “La FEDERATION
CYNOLOGIQUE INTERNATIONALE (FCI) es la autoridad méaxima a nivel mundial

para la cinofilia. La FCI es responsable del aseguramiento de la salud de los perros y



19

de las actividades caninas internacionales para fomentar las relaciones entre los
perros y las personas.” Entre los puntos que se plantean en esta Mision se menciona
que “LA FCI considera que la salud, el caracter y el comportamiento de los perros son
las cuestiones mas importantes en lo que se refiere a los perros y a su estandar de
raza.” Esta organizacion es quien se hace cargo de reconocer y aceptar a nuevas
razas a nivel mundial. Existe una clasificacion, en donde la organizacién va incluyendo
a estos animales. En el caso de nuestro pais, a inicios del afio 2006 reconocio

provisionalmente al perro Cimarrén Uruguayo como raza, a inicios de 2011 se dio su

reconocimiento definitivo (Llambi &Gagliardi, 2013).

En estas fotos se ven razas de
tamafos extremos.
Www.pinterest.com

m.fark.com



http://www.pinterest.com/pin/288863763572169602/
http://m.fark.com/comments/5695050/Who-run-Bartertown
http://m.fark.com/comments/5695050/Who-run-Bartertown
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Nomenclatura de las razas

Pearros Tipo Pinscher y
Schnauzer - Maolosoides - Perras
Tipo de Montafia y Boyeros
Suizos

Parro de Pastar y Perros
Boyeros (excepto Perros
Boyeros Suizos)

Terriers Teckels

Perros Tipo Spitz y Tipo Parros Tipo Szbuesa, Perros de
Primitivo FRastro y Razas Semejantes

Perros Cobradores de Caza -
Perros de Muestra Perros Levantadores de Caza -
Parros de Agua

Perros de Compaiiia O Grupo 10 Lebralas

O Razas aceptadas provisionalmente

Esta imagen es tomada de la pagina de la Federacién Cinolégica Internacional (FCI).

Esta organizaciéon nuclea a las diferentes razas caninas, agrupandolas en los grupos

que se ven en el tabla (la explicacion completa esta en el texto) (www.fci.be).

Cada una de las razas tiene sus propias caracteristicas genéticas distintivas. Esto
lleva a que se presenten patrones especificos de enfermedades y esperanzas de vida
muy diferentes en cada una de ellas. Teniendo en cuenta esta gran variacion, se llega
a la existencia de diferencias metabdlicas vy fisiolégicas entre ellas que influyen en la
presencia de enfermedades especificas de raza asi como también a diferencias en la

respuesta a los tratamientos farmacoldgicos (Fleischer et al., 2008).


http://www.fci.be/
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Wolf Ancestor

European Age Breeds

L, e l I
o M o W -L-S

Modern Wolves
Herding Hound Sporting Working Ancient Asiatics

-

En esta imagen se presenta la genealogia de los caninos presentada por Fleischer et

al. 2008. (Fleischer et al., 2008).
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CAPITULO 1. LA MUTACION MDR1-1A EN CUATRO RAZAS CANINAS EN
URUGUAY

INTRODUCCION
La familia ATP-binding cassette (ABC)

La familia de proteinas transportadoras ABC (ATP-binding cassette) es una de las
familias mas grandes de proteinas de transporte trans-membrana. En la figura 1.1 se
muestran los integrantes de la misma, en humanos. En eucariotas, la mayoria de los
genes ABC codifican para proteinas que movilizan sustancias desde el citoplasma al
exterior celular o a un compartimento extracelular. Los genes que forman parte de esta
familia se encuentran dispersos en el genoma y son muy conservados entre diferentes
especies. Se dividen en subfamilias, segun la similitud en la estructura del gen, el
orden de los dominios y la homologia en la secuencia de los dominios. En mamiferos,
se encuentran descritas siete subfamilias ABC: ABCA (ABC1), ABCB (MDR/TAP),
ABCC (CFTR/MRP), ABCD (ALD), ABCE (OABP), ABCF (GCN20), ABCG (White). En
humanos, la subfamilia ABCA, contiene algunas de las proteinas de mayor tamafio;
dos de los miembros de esta familia han sido ampliamente estudiados en esta especie
dada su relacion con el colesterol y la vitamina A. La subfamilia ABCB, es donde esta
ABCB1, el primer transportador clonado y caracterizado. El interés despertado por
este transportador se debe a su capacidad de producir resistencia multiple a drogas,
particularmente en células tumorales. La subfamilia ABCC, presenta un amplio
espectro de accion: Transporte idnico, receptores de superficie celular, secrecion de
toxinas. La subfamilia ABCD se relaciona al transporte de &cidos grasos. ABCE y
ABCF no se han visto asociadas a transporte de membranas. ABCG ha sido estudiada
mas que nada en Drosophila por su asociacion con el transporte de pigmentos (Dean
et al., 2001). De estas subfamilias, en caninos la mas estudiada es la ABCB,
particularmente el gen ABCB1 (MDR1) dada su asociacién con la intoxicacién por
farmacos en algunas razas de la especie. Esto se ha visto particularmente en animales
de la raza Collie y razas emparentadas y lebreles, en especial cuando se usa el

antiparasitario ivermectina (Geyer et al., 2005; Neff et al., 2004; Mealey et al., 2001).



25

Table 1. List of Human ABC Genes, Chromosomal Location, and Function

Gene Allas Location  Subfamily Expression Function
ABCAT  ABCIT 9q31.1 ABC1 Ubiquitous Cholesterol efflux onto HOL
ABCAZ  ABCZ 9034 ABCT Brain Drug resistance

ABCA3  ABC3, ABCC T6p13.3 ABCT Lung

ABCA4  ABCR 1p22.1p21 ABCI1 Photoreceptors MN-retinylidene-PE efflux
ABCAS 17q24 ABC1 Muscle, heart, testes

ABCAS 17q24 ABC1 Liver

ABCAT 19p13.3 ABC1 Spleen, thymus

ABCAS 17q24 ABC1 Ovary

ABCAS 17q24 ABCT Heart

ABCATO 17q24 ABC1 Muscle, heart

ABCATZ 234 ABCT Stomach

ABCAT3 7plil-gll ABC1 Low in all tissues

ABCBI PGY1, MDR 7p21 MDR Adrenal, kidney, brain - Multidrug resistance
ABCBZ  TAPI 6p21 MDR All cells Peptide transport
ABCB3  TAP2 6p21 MDR All cells Peptide transport
ABCBS PGY3 Fq21.1 MDR Liver PC transport

ABCBS 7pl4 MDR Ubiguitous

ABCBE  MTABC3 2q38 MDR Mitochondria Iron transport

ABCB7  ABC7 Xql2-q13 MDR Mitechondria Fe/s cluster transport
ABCBE MABCT 7qi& MDR Mitochondria

ABCB® 12q24 MDR Heart, brain

ABCBI0  MTABCZ Tq42 MDR Mitochondria

ABCBI1  SPGP 2q24 MDR Liver Bile salt transport
ABCCT MRPT Tap13. CF/MRP Lung, testes, PEMC Drug resistance

ABCC2  MRP2 10q24 CF/MRP Liver Organic anion efflux
ABCC3 MRP3 17g21.3 CF/MRP Lung, intestine, liver Drug resistance

ABCC4  MRP4 13g32 CF/MRP Prostate Nucleoside transport
ABCCS  MRPS 3g27 CF/MRP Ubiquitous Nucleoside transport
ABCCe  MRP& T6p13.1 CF/MRP Kidney, liver

CFTR ABCCT 7g3l.2 CF/MRP Exocrine tissue Chloride ion channel
ABCC8  SUR 1p15.1 CF/MRP Pancreas Sulfonylurea receptor
ABCC?  SUR2 12p12.1 CR/MRP Heart, muscle

ABCCIO  MRP7 6p21 CRH/MRP Low in all tissues

ABCCIT  MRPE 16q11-q12  CR/MRP Low in all tissues

ABCCI2  MRP9 16q11-q12  CF/MRP Low in all tissues

ABCDT  ALD Xg28 ALD Peroxisomes WLCFA transport regulation
ABCD2  ALDLI, ALDR 12q11-q12 ALD Peroxisomes

ABCD3  PXMPI, PMP7O Tp22-p2l ALD Peroxisomes

ABCD4  PMP6S, P7OR T14q24.3 ALD Peroxisomes

ABCET QABF, RNS41 431 OABP Owary, testes, spleen  Oligoadenylate binding protein
ABCF1 ABCS0 6p21.33 GCM20 Ubiquitous

ABCF2 7qie GCM2Z0 Ubiquitous

ABCF3 3q25 GCM20 Ubigquitous

ABCGI  ABCSE, White 21g22.3 White Ubiquitous Cholesterol transport?
ABCG2  ABCP, MXR, BCRP  4q22 White Placenta, intestine Toxin efflux, drug resistance
ABCG4  White2 11923 White Liver

ABCGS  White3 2p21 White Liver, intestine Sterol transport

ABCGE 2p21 White Liver, intestine Sterol transport

Figura 1.1. Genes ABC en humanos (extraido de Dean et al., 2001)
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El gen MDR1 y la glucoproteina P

El gen MDR1 (ABCB1) que codifica para la glucoproteina P (GP-P), forma parte de la
familia ABC de transportadores de membrana. Se expresa en diversos tejidos con
funcion secretora o excretora, entre los que se encuentran higado (membrana
canalicular de los hepatocitos), riidn (membrana luminal de los tubulos proximales),
colon (borde en cepillo de la membrana de los enterocitos). También se expresa en los
capilares del cerebro y del testiculo, en los trofoblastos en la placenta y en las “stem
cell” hematopoyéticas (Maitra et al., 2001; Geyer et al., 2005). La expresion de esta
proteina en estos tejidos ocasiona que se limite la absorcion de drogas por el intestino,
se promueva la eliminacion de drogas por bilis, orina e intestinos, y se restrinja la
entrada de drogas al SNC (Geyer et al., 2005). De esta forma, la funcion esencial de la
GP-P en tejidos no neoplasicos, es conferir una resistencia multiple a drogas (MDR)
intrinseca, eliminando xenobidticos (farmacos) potencialmente téxicos del organismo y

previniendo su entrada al SNC y a los 6rganos reproductivos (Geyer et al., 2005).

La funcion de la GP-P es actuar como una bomba dependiente de ATP que transporta
un amplio rango de sustancias no relacionadas estructuralmente como ser drogas,
toxinas y xenobioticos. La importancia funcional que presenta esta proteina se ha
estudiado ampliamente en ratones y en células de los capilares del cerebro porcino.
En particular, los ratones “knock out” Mdr1a (-/-) son saludables y presentan una
fertilidad normal en condiciones estandar de laboratorio. Pese a esto, tienen una
sensibilidad incrementada a drogas reconocidas como sustrato de la GP-P. (Geyer et
al., 2005; Neff et al., 2004) Uno de los ejemplos mas conocidos en Medicina
Veterinaria es el caso de la ivermectina. Esta droga ha sido muy empleada a nivel
mundial, a partir de la década de 1980 como endectocida, antiparasitario Util contra
parasitos externos e internos. Su modo de accién (figura 1.2), al igual que el de otras
lactonas macrociclicas, es aumentar la permeabilidad de la membrana celular a los
iones cloro, produciendo una paralizacién de la musculatura de los parasitos. Estos
canales de cloro se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso de
numerosos Phyla de invertebrados (Geyer et al., 2005; Neff et al., 2004; Lifschitz et
al., 2002). Estan filogenéticamente relacionados con los canales de cloro dependientes
del neurotransmisor GABA en vertebrados. Normalmente, las concentraciones de
ivermectina en el plasma de mamiferos son en el entorno de 10 veces mayores que en
el SNC ya que la GP-P limita su pasaje debido a su funcién en la barrera hemato-
encefalica. Esto causa que el contacto de la ivermectina con las neuronas sensibles al
GABA en mamiferos, que se encuentran en el SNC, se encuentre restringida,

contrariamente a lo que sucede en parasitos. El hallazgo que se dio en ratones “knock-
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out” mdrla (-/-) fue que las concentraciones de ivermectina en el cerebro fueron
notoriamente mayores que en ratones de fenotipo salvaje. Esto ocasiona la muerte de
estos animales (Geyer et al., 2005). Uno de los hallazgos principales que llevd a
estudiar esta situacion fue cuando en un laboratorio en el que se empleaban ratones,
debido a una infestacion con &caros se realizd la fumigacion del laboratorio con
ivermectina, lo que causO la muerte de gran cantidad de estos ratones. Una vez
estudiado el caso, se lleg6b a que los ratones muertos presentaban la mutacion

mencionada.

Terminacion nerviosa

Figura 1.2. Modo de accion de la ivermectina (imagen tomada de http:/piel-
l.org/libreria/wp-content/uploads/2010/12/ivermectina-graf.qif)

Otro elemento fundamental que ha llevado al estudio de este gen es el hecho de que
la resistencia a multiples drogas es uno de los mayores impedimentos para lograr un
tratamiento exitoso con quimioterdpicos en muchos tumores, particularmente en
humanos. Uno de los factores que se ha descrito como causante de este problema, es
la sobre-expresion de la GP-P (Tomiyasu et al., 2014; Wu et al., 2014). Cuando se da
esta sobre-expresion, el pronéstico clinico suele ser pobre (Maitra et al., 2001). En el

tabla 1.1 se ven los farmacos con los que interactta la GP-P.

En humanos, se ha dado una explosiéon respecto de lo que se refiere a estudios en

genes que tienen relacion con las respuestas a terapias farmacoldgicas y a los efectos


http://piel-l.org/libreria/wp-content/uploads/2010/12/ivermectina-graf.gif
http://piel-l.org/libreria/wp-content/uploads/2010/12/ivermectina-graf.gif
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gue la epigenética esta desarrollando en la expresion de los genes (Gibney & Nolan,
2010). En Medicina Veterinaria no se ha dado la misma situacion. Pese a esto, se han
comunicado diferencias entre razas en la respuesta a sustancias tanto endogenas
como exogenas en bovinos, ovinos, pollos, cerdos y caninos (Fleischer et al., 2008).
Quien se encarga de este tipo de analisis es la Farmacogenética, rama de la Genética
gue se ha responsabilizado de estudiar las asociaciones entre diferentes genes y las

diferencias en la respuesta a tratamientos farmacolégicos entre los individuos.

DOXORRUBICINA, DOCETAXEL, VINCRISTINA,
ANTITUMORALES VINBLASTINA, ETOPOSIDO, MITOXANTRONA,
ACTINOMICINA D.

ALDOSTERONA, CORTISOL, DEXAMETASONA,
HORMONAS ESTEROIDES
METILPREDNISOLONA.

ERITROMISINA, KETOCONAZOL,
AGENTES ANTIMICROBIANOS ITRACONAZOL, TETRACICLINA, DOXICICLINA,
LEVOFLOXACINA, SPARFLOXACINA.

OPIOIDES LOPERAMIDA, MORFINA.
) DIGOXINA, DILTIAZEM, VERAPAMILO,
DROGAS CARDIACAS
TALINOLOL.
INMUNOSUPRESORES CICLOSPORINA, TACROLIMUS.

IVERMECTINA, AMITRIPTILINA, TERFENADINA,
MISCELANEOS ONDANSETRON, DOMPERIDONA,
FENOTIAZINAS, VECURONIUM.

Tabla 1.1. Resumen de drogas sustrato de la glucoproteina P (extraido de Mealey,
2006).
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El gen MDR1 y los caninos

En la Clinica Veterinaria, se conoce la frase “white feet, don’t treat” (Dowling, 2006), lo
que en espanol ha resultado en “hocico largo, no tratar” cuando se habla de realizar
tratamientos con ivermectina en caninos. Esto es por el hallazgo realizado en el afio
2001 de la mutaciébn mdrl-1A en perros de la raza Collie (Mealey et al., 2001).

Respecto de esta mutacion, tres elementos son fundamentales:
1. Los Collie no son la Unica raza que presenta la mutacion.

2. La presencia de esta mutacién ocasiona la formacién de mdltiples codones

stop.

3. Existen gran cantidad de farmacos ampliamente usados en veterinaria que son

sustrato de la GP-P.

En lo que respecta al primer punto, también se ha descrito a mdrl-71A en razas
relacionadas a los Collie: Border Collie, Bearded Collie, Old English Sheepdog,
Shetland Sheepdog, etc.; asi como también en razas relacionadas a los lebreles
(galgos). Diversos autores estudiaron a la mutacion mencionada en diferentes razas.
En el caso del trabajo de Neff, se analizaron mas de 4000 caninos de razas puras,
entre las cuales se encuentran varias del linaje de los Collie. Entre los elementos que
se destacan en este trabajo, mencionan que la mutacion se encuentra en los perros
pastores de origen britAnico mientras que en los de origen continental no la presentan.
Por otra parte comunican, como anecdético, que dos razas (Longhaired Whippet y
Silken Windhound) que no presentan relacion con los Collie, presentan la mutacion
(Mealey, 2006; Geyer et al., 2005; Neff et al., 2004).

Los codones stop mencionados en el segundo punto ocasionan que se produzca una
GP-P menor al 10% de lo normal. La funcién de bombeo de la GP-P depende de sitios
de unién al ATP, de sitios de unién a los sustratos, de sitios de fosforilacion y de
multiples motivos de membrana. Al formarse una GP-P menor al 10% de lo normal, no
se presentan estos sitios por lo que no puede cumplir con su funcién. Entre otros
efectos, estos elementos hacen que diversos farmacos, incluida la ivermectina,
ingresen al SNC de los animales en donde se presenta mdrl-1A (Mealey, 2006; Geyer
et al., 2005; Neff et al., 2004).

Por ultimo, existe una gran cantidad de farmacos que son sustratos de la GP-P, entre
los que se encuentran ivermectina, ketoconazol, tetraciclinas, diversos antitumorales;
entre los mas usados en la clinica (Mealey, 2006; Mealey et al., 2001). En la tabla 1.1

se presentan los farmacos sustrato de esta proteina.
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En la figura 1.3 se presenta la ubicacion del gen MDR1 en caninos (busqueda
realizada con el programa MapViewer). En esta especie se localiza en el cromosoma
14, es un gen con 28 exones, dando un producto que consta en 1281 residuos
aminoacidicos (datos tomados de Ensembl). La mutacion estudiada (mdrl-714) esta
ubicada en el exdn 4 del gen (Geyer et al., 2005; Neff et al., 2004; Mealey et al., 2001).
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otein coding

TATTTGGAAAGTAGAGCAAACTATCCATGAAACTGTGCTAATTTCCTATTCTT
TACATTTTCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTAGTTTCGCTATTCAAATTGGCTTGAT
AGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATCATCCATGGAGCTGCA
CTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCAAATG
CAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAATTAATGAAAGTAAGTATT
ATTTGTGGCACTGATCTTAGAGGTTTGAAGAAAAATCTGTTACTTAGAAGGA
TGTTTAGCCCTCATTAAATACATTAGTGTGTTTATTTCTGGGGGAAAAGGGA

Figura 1.3. La mutacion mdrl-7A. En la parte superior se muestra la ubicacion del gen
MDR1 en el idiograma canino (tomada de MapViewer), luego se muestra al gen MDR1
con sus exones e intrones (tomada de Ensembl). En la parte inferior esta la secuencia
de la region del gen MDR1 donde se ubica la delecion mdrl-1A. Las 4pb

correspondientes a la misma, se marcan en rojo y subrayado.
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Razas caninas

Existen mas de 400 razas caninas reconocidas internacionalmente por la FCI. En
nuestro pais existe una unica raza de esta especie autéctona (Cimarrén Uruguayo).
Por otra parte, existen razas muy difundidas en nuestro medio y otras que revisten
interés particular en Medicina Veterinaria por su reaccion a diferentes tratamientos
farmacologicos. En esta seccidn se describen cuatro razas que en algun punto tienen

un interés particular.

El Ovejero Aleman

Pastor Aleman

Pastor Blanco Suizo (http://es.wikipedia.org/wiki/Pastor blanco suizo)



http://es.wikipedia.org/wiki/Pastor_blanco_suizo
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El perro Ovejero Alema&n presenta un muy buen comportamiento de guardia,
caracteristica que se debe principalmente a su territorialidad; también presenta una
gran capacidad para el aprendizaje, una excelente respuesta al entrenamiento de
obediencia y una gran versatilidad. Este perro puede cumplir con una gran variedad de
funciones: guardia, guia de personas invidentes, detector de drogas y explosivos,
animal de salvamento, compafia, perro policia. Una de sus caracteristicas mas

interesantes es su estabilidad de caracter (http://www.fci.be).

El origen de estos animales data del afio 1899, precisamente en Alemania. Son parte
de los perros pastores de origen europeo continental, siendo inicialmente entrenados
para reunir y vigilar ovejas. Maximilian von Stephanitz, capitan de caballeria del
ejército aleman, fue el responsable de dar origen a esta raza. En 1899 se cred la
Asociaciéon de Amigos del Pastor Aleman, iniciandose una seleccién de ejemplares
cuyos cruces mejoraron diferentes aspectos del animal. Horand von Grafath fue el
primer perro Pastor Aleman inscripto. Era de caracter firme, vigoroso, de pelaje

grishceo 'y aspecto lobuno (http://es.wikipedia.org/wiki/Pastor _aleman). La

particularidad de este animal fue que tanto su abuelo como muchos de sus hijos

fueron blancos (http://www.pastorblancosuizo.net/inicio.php?page=raza). Estos

animales blancos, tanto en Europa (Alemania) como en Estados Unidos, fueron
elimindndose, por considerarse en el estandar racial el pelaje blanco como un defecto
eliminatorio. En la década de 1960, en Alemania, se inici6 una campafia contra los
Ovejeros Alemanes blancos que casi lleva a su desaparicion en Europa. En Estados
Unidos se fue dando la misma situacion hasta la creacion del Club del Pastor Aleman
blanco que defendié a estos animales. En Europa, se reintrodujo esta variedad en la
década de 1970, siendo en Suiza donde se expandieron mas estos perros. El 5 de
marzo de 1996 nace Lobo, perro americano que se considera como antepasado de la
raza Pastor Blanco Suizo en Suiza. Sus descendientes y otros perros pastores blancos
importados de Estados Unidos y Canada se multiplicaron gradualmente vy, al dia de
hoy, se puede encontrar al perro Pastor Blanco Suizo por toda Europa. En EEUU y
Canada se ha ido reconociendo a estos animales como una raza diferente. A partir de
junio de 1991 se han ido registrando estos perros como una raza nueva en el Libro de

Origenes Suizo (Morris et al., 2007; http://www.fci.be). En la actualidad, ambas razas

pueden considerarse por separado, sin que existan cruzamientos entre ellas

(http://www.fci.be).

En nuestro pais, esta raza se encuentra muy difundida como animal de trabajo

(guarda, guia, policia, detector de armas y drogas, etc) y perro de compafiia.


http://www.fci.be/
http://es.wikipedia.org/wiki/Maximilian_von_Stephanitz
http://es.wikipedia.org/wiki/Caballería
http://es.wikipedia.org/wiki/Ejército_alemán
http://es.wikipedia.org/wiki/Pastor_alemán
http://www.pastorblancosuizo.net/inicio.php?page=raza
http://www.fci.be/
http://www.fci.be/
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El Border Collie

Los perros Border Collie en un principio fueron perros de trabajo, particularmente
como perro pastor que agrupaba y conducia rebafios. En nuestro pais, una de las
funciones que cumplen hasta el dia de hoy, es el trabajo con ovejas. Es una de las
razas caninas mas obediente y de las de mayor utilidad que existe (Border Collie:
Perro util de la frontera). Son perros muy inquietos y excitables, de gran energia, muy
agiles, lo que lleva a que sea aconsejable que vivan al aire libre en grandes espacios.
En este momento, también se pueden encontrar como perros de compafiia, aunque es
aconsejable tener en consideracion la necesidad de espacio que presentan. Respecto
de las caracteristicas fisicas que presentan, segun la Federacion Cinolégica

Internacional (http://www.fci.be) son animales de apariencia atlética, con las costillas

bien arqueadas, pecho profundo y méas bien amplio, lomo ancho y musculoso, vientre
no levantado al nivel del flanco, su cuerpo es ligeramente mas largo que la altura

medida a la region de la cruz (http://www.fci.be).

Su origen se dio en las tierras altas de Escocia, donde se introdujeron sus precursores
entre los siglos V AC y | AC por las comunidades celtas, instaladas primariamente en
Irlanda, de donde viene el nombre “collie” (util en galés). Mas tarde, al irse trasladando
a regiones escocesas, se crea la raza Highland Collie que va a dar origen al Border

Collie.

Esta raza es muy empleada como perro ovejero, esta emparentada con el Collie
donde se han dado diversas reacciones adversas a farmacos.


http://www.fci.be/
http://www.fci.be/
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El Dobermann L.
- Dada la caracteristica de ser

un gran defensor de su
territorio, este perro es un

muy buen perro de guardia.

Presenta una gran capacidad

para el aprendizaje y es

bueno en el entrenamiento de
W obediencia. Son animales
gue siempre estan en estado
+ de alerta. Se adaptan mejor a
lugares amplios. Tienen la
caracteristica de ser animales
dominantes y, en el caso de
los machos, pueden ser
agresivos con animales del

mismo Sexo.

El origen de esta raza se remonta a fines del siglo XIX, siendo creada por Friederich
Louis Dobermann (2 de enero, 1834 - 9 de junio, 1894), un recaudador de impuestos
aleman que administraba un “rastro” (refugio) y tenia el derecho legal de atrapar a
todos los perros que anduviesen libres. Los "perros de carnicero” jugaron el papel mas
importante en la formacion de la raza Dobermann, que en las Ultimas décadas del S
XIX, ya eran vistos como una raza en si misma. Esos perros fueron precursores del
Rottweiler, que se cruzaron con un tipo de perro Pastor de color negro con marcas
rojo-oxido que era comun en la region de Turingia. Dada la variedad de perros a los
gue tuvo acceso Dobermann, empled gran variedad de razas entre las que se incluyen
el Pinscher, Boyero de Montafia Bernés, Manchester terrier, Galgo, Pastor de Beauce,
Rotweiler, Pointer, Weimaraner (Morris, 2007;

http://www.es.wikipedia.org/wiki/Dobermann). Dadas las condiciones de este perro, a

principios del S XX el Dobermann se reconocié oficialmente como perro policia. “La
crianza del Dobermann dio como resultado un perro mediano, fuerte y musculoso, que
a pesar de toda su substancia permite reconocer elegancia y nobleza. Es idéneo

como perro de compaiiia, proteccion y utilidad.” (http://www.fci.be).

En nuestro pais es un perro muy empleado en guarda y defensa.


http://www.es.wikipedia.org/wiki/Doberman
http://www.fci.be/
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El Galgo

En particular, el galgo espafol es una raza muy antigua, habiendo referencias del
galgo ibérico ya en el tratado del siglo Il a.c Cynegeticus, de Arriano de Nicodemia,
consul de la Bética (antigua Provincia Romana situada en la peninsula Ibérica). Se
considera que el galgo inglés (Greyhound) surgié a partir del galgo espafiol, mas
antiguo. En nuestro pais, los galgos generalmente son cruza entre diferentes clases de
galgos. Esto se ha dado con el propésito de obtener animales mas veloces para la
competencia en los canédromos, poniendo en peligro la pureza del galgo espafiol. En
nuestro pais, estos animales se los ve en actividades de caza, particularmente de

liebres, y también como animal de compaiiia.

Son animales de complexién fuerte, erguido, de proporciones generosas, musculatura
poderosa y formacion simétrica. Cabeza y cuello largos, buena posicion de los
hombros, pecho bien delineado, cuerpo espacioso, lomo arqueado, cuartos poderosos,
extremidades y pies fuertes; desarrollan una alta velocidad en un corto periodo de

tiempo, Federacion Cinoldgica Internacional (http://www.fci.be).

En nuestro pais, es una raza muy empleada en la caza de liebres y en carreras. Por
estas caracteristicas, se ve sometido a diversos tratamientos farmacolégicos

(vitaminas, etc).


http://www.fci.be/
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OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar la presencia de la mutaciéon mdrl-1A y su frecuencia en muestras de cuatro

razas caninas en Uruguay.

Objetivos especificos

e Estudiar la presencia de la mutacién mdrl-14 en cuatro muestras de caninos

de raza Ovejero Aleméan, Border Collie, Dobermann y Galgo en Uruguay.

e Analizar la frecuencia de la mutacién mdrl-7A en las razas Ovejero Aleman,

Border Collie, Dobermann y Galgo en Uruguay.
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HIPOTESIS

a. La mutacion mdrl-14, del gen MDR1, se encuentra en las razas Ovejero
Alemén, Border Collie, Galgo y Dobermann de nuestro pais.

b. De ser asi, ¢en qué frecuencia se encuentra en cada una de las razas

estudiadas?
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MATERIALES Y METODOS
Toma y conservacion de muestras
Se analizaron 106 caninos distribuidos de la siguiente manera:
e 34 de laraza Ovejero Aleman.
e 31 de laraza Dobermann.
e 23 de laraza Galgo.
e 18 de laraza Border Collie.

Las muestras sanguineas se tomaron de la vena anterobraquial o de la safena, en
condiciones de asepsia, desinfectdndose la zona con alcohol y empleando materiales
estériles (jeringas, mariposas, etc.). Se emple6 EDTA potasico como anticoagulante.
Una vez obtenidas las muestras, se mantuvieron congeladas o refrigeradas hasta su
procesamiento en el Area Genética de la Facultad de Veterinaria. En la figura 1.4 se

muestran los lugares de donde se obtuvieron las muestras de los animales estudiados.

Las muestras se tomaron con el consentimiento de los propietarios de los animales

siguiendo las normas de la CHEA (Comisién Honoraria de Experimentacion Animal).



D: Dobermann

OA: Ovejero Aleman
G: Galgo

BC: Border Collie

Paysandu /Tacuarembo

Rio Negro

Treinta v Tres
OA

Lavalleja

Canelones

MonteviE:|

Figura 1.4. Zonas de donde se obtuvieron las muestras estudiadas.

OA, D, G, BC
i OA.D
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Extraccion de ADN y analisis del genotipo para el gen MDR1

En el anexo 1 se presentan las técnicas de extraccion de ADN empleadas. Las
mismas, una vez obtenidas fueron medidas en Nanodrop ND 1000, para conocer su

concentracion y pureza.

Las muestras analizadas se enviaron a genotipar al servicio GeneSeek, Neogen
Corporation | 25155 Network Place| Chicago, lIllinois 60673-1251. En la figura 1.5 se

muestra la region estudiada, donde se presenta la mutacion mdrl-1A.

TATTTGGAAAGTAGAGCAAACTATCCATGAAACTGTGCTAATTTCCTATTCTTTACAT
TTTCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTAGTTTCGCTATTCAAATTGGCTTGATAGGTTGTATA
TGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATCATCCATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGAT
GCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACA
AAACTTTTCCAGTTATAATTAATGAAAGTAAGTATTATTTGTGGCACTGATCTTAGAG
GTTTGAAGAAAAATCTGTTACTTAGAAGGATGTTTAGCCCTCATTAAATACATTAGTG
TGTTTATTTCTGGGGGAAAAGGGA

Figura 1.5. Se muestra la regién del gen MDR1 estudiada. En rojo y subrayado se

muestra la secuencia que se pierde en presencia de la mutacion mdrl-1A.
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RESULTADOS

En el anexo 2 se muestran los resultados obtenidos de las diferentes medidas
tomadas en el nanodrop ND1000 (Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de
Veterinaria). La concentracion de ADN correspondi6 a la medida tomada a 280nm. La
pureza del ADN se evalu6 por el valor obtenido en la relacion 260/280. Puede verse
una gran variacion respecto de los resultados obtenidos. Estos variaron segun la
técnica de extraccibn de ADN empleada (anexo 1) y también segun la forma de
conservacién de la muestra sanguinea (refrigerada o congelada). Los valores mas
adecuados de concentracion y pureza se lograron con las muestras de Ovejero
Aleman y Dobermann. La diferencia con las otras razas (Galgo y Border Collie) fue
gque en las primeras se empled la técnica de extraccion de ADN con acetato de amonio
mientras que en estas Ultimas, se realizé la técnica de extraccibn de ADN con sal.
Respecto de la forma de conservacién de las muestras, generalmente los mejores
resultados se obtuvieron cuando la muestra era refrigerada y su procesamiento

inmediato, que cuando se congeld y se procesé un tiempo después.

En el anexo 3 se muestran los resultados obtenidos del genotipado de las muestras
estudiadas, recibidos del Laboratorio GeneSeek, Lincoln, Nebraska, EEUU. En las
razas Ovejero Aleméan, Dobermann y Galgo, se logré genotipar la mayoria de las
muestras; en cada una de las dos primeras razas no se pudo determinar el genotipo
de un animal (OA3 y D27). En la raza Border Collie pudo analizarse el genotipo de la
mitad de los animales en estudio (9 de 18).
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DISCUSION
Calidad del ADN trabajado

De las cuatro razas trabajadas, en Ovejero Aleman y en Dobermann, los resultados de
concentracion (medida a 280nm) y pureza del ADN (relacién 260/280) fueron buenos
(anexo 2). De todas formas, como se menciona en resultados, en un animal de cada
una de las dos razas no pudo determinarse el genotipo del gen MDR1. El motivo que
puede haber llevado a esto se desconoce, ya que los factores que pudieron tomarse
en cuenta en nuestro laboratorio dieron dentro de los pardmetros recomendables para
los estudios de genotipado. Dado el fin de este trabajo, de conocer la situacién general
de las razas, no se repitié el analisis de estas muestras. En lo que respecta a las razas
Galgo y Border Collie, la situacion es diferente. Los valores de concentracion y pureza
de ADN no son tan buenos. El primer punto al que se puede hacer referencia es a la
técnica empleada. La extraccién de ADN en estos casos se realiz6 mediante la técnica
que emplea sal (anexo 1.a.) mientras que en los casos anteriores se empled la técnica
con acetato de amonio (anexo 1.b.). A este punto se suma el procesamiento, la forma
y tiempo de conservacion de las muestras. La mayoria de las muestras de Ovejero
Aleméan y Dobermann fueron procesadas en el laboratorio poco después de ser
extraidas mientras que las de Galgo y Border Collie el tiempo en que se procesaron
fue mayor. También se debe tener en cuenta que la mayoria de las muestras de las
dos primeras razas se mantenian refrigeradas hasta su procesamiento y las dos
dltimas se congelaban. De todas formas, como estos factores no se dieron en todos

los casos, no se estaria explicando 100% las diferencias obtenidas.

Genotipos para la mutacion mdrl-14 en las cuatro razas estudiadas

En el anexo 3 se muestran los resultados de los genotipos en todos los casos
analizados. En ninguno de los 95 casos estudiados (30: Dobermann, 33: Ovejero
Aleman, 23: Galgos, 9: Border Collie) se detectd la mutacibn mencionada. Dadas las
caracteristicas que presentan cada una de estas razas podia esperarse la presencia

de la misma por mas que fuera en frecuencias bajas.

Ovejero Aleman: En ninguno de los animales de esta raza se detectd la mutacion

estudiada. Existen comunicaciones de diversos autores, en Estados Unidos que
mencionan que en el Ovejero Aleman de pelaje blanco, las frecuencias de la misma
son elevadas (Mealey et al.,, 2006; Neff et al., 2004). Los estudios realizados en

Europa mencionan que el Ovejero Aleman no presenta la mutacion estudiada. La
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diferencia entre estas dos regiones es que en EEUU se habla del Ovejero Aleméan
blanco mientras que en Europa, estos animales conforman la raza Pastor Blanco
Suizo. Segun las reglas de la FCI, ambas razas son independientes y no deberian
cruzarse entre si. Debe considerarse que el Pastor Blanco Suizo presenta la mutacion
mdrl-1A en frecuencia elevada (Geyer et al., 2007, Gramer et al., 2011). La
particularidad que se da en este caso, es la ambiguedad existente al considerar a los
animales blancos como una raza separada (Pastor Blanco Suizo) o como la variedad
de Ovejeros Alemanes de color blanco. En nuestro pais pueden encontrarse perros de
raza Pastor Blanco Suizo, sin embargo, se debe considerar que se trata de una raza
relativamente “nueva”, que en algunos paises ha sido reciente su aceptacién como

raza independiente. Por otra parte, también se debe tomar en cuenta:
e Lagran densidad de ejemplares de Pastor Aleman presentes en Uruguay.

e Todas las muestras que se analizaron en este trabajo provinieron de la region

sureste del pais.

e Veterinarios clinicos que consideran a la raza Pastor Aleman como una de las
gue se debe tener precaucion a la hora de instaurar determinados tratamientos

farmacologicos.
e La cercania del Ovejero Aleman con el Pastor Blanco Suizo.

Estos puntos hacen de interés el continuar analizando esta raza desde diferentes
enfoques (genéticos, clinicos), aumentar el nimero de muestras estudiado, analizar

animales de otras regiones del pais.

Dobermann: Previamente, en esta raza, se han comunicado casos de intoxicacién por
ivermectina. Uno de los animales involucrados ingiri6 cantidades excesivas del
farmaco causandole neurotoxicidad, dado que este caso se dio antes de que fuera
descrita la mutacién mdrl-71A4, no se pudo estudiar su presencia (Hopkins et al., 1990).
Bissonnette et al., 2008, también realizaron estudios donde vieron que en razas donde
no se ha descrito la mutacién mdrl-714, que se tratan con lactonas macrociclicas, en
particular ivermectina, ocasionalmente se ven signos subclinicos de toxicidad. Esto lo
describen en casos de tratamientos prolongados de mas de 2-6 semanas de
administracién oral de lactonas macrociclicas, en especial ivermectina. Estos
tratamientos son necesarios en determinados casos como ser la demodicosis
generalizada. En este trabajo se estudiaron 28 animales de razas donde no se

encuentra descrita la mutacion estudiada. Uno de ellos fue un perro Dobermann de un



44

afio de edad que estaba siendo tratado con ivermectina para demodicosis
generalizada. Este animal present6 sintomatologia neurologica (midriasis,
hiperactividad). El diagnéstico para la mutacion mdrl-1A dio negativo, siendo
homocigoto normal. Neff et al., 2004 también estudiaron animales de la raza
Dobermann (seis), sin embargo tampoco encontraron la mutaciébn mencionada. En
nuestro pais, también se tiene precaucion al momento de tratar animales de esta raza.
Esto se da por el conocimiento de casos donde se han dado signos de toxicidad. En
este trabajo se analizaron treinta perros Dobermann, habiendo dado todos ellos un
genotipo homocigoto normal. En ninguno de estos treinta casos se disponian de datos
clinicos respecto de intoxicacion con ivermectina u otra lactona macrociclica, ni de
tratamientos con estas drogas. El estudiar estos animales da un indicio de qué sucede
con la raza en nuestro pais. De todas formas, se debe considerar que existen razas
donde si se ha descrito la mutacion, que la presentan en una frecuencia muy baja

(Geyer et al., 2005; Neff et al., 2004). Este punto sumado a que:
e son una raza de “hocico largo”, como se discutié anteriormente,
e existen pocos trabajos que la hayan estudiado,
e se han descrito casos de intoxicacion por ivermectina,

lleva a que sea de interés ampliar los estudios que se realicen en la raza Dobermann.

Galgos: En este caso, en ninguna de las 23 muestras analizadas se detect6 la
mutaciéon mdrl-71A. En estudios previos realizados en razas emparentadas con estos
animales (lebreles) se encontré6 que la mutaciébn se encuentra en una frecuencia
elevada. Esto se da en particular en Silken Windhound y Longhair Whippet (Neff et al.,
2004). Estos autores estudiaron mas de 4000 muestras de perros de diferentes razas,
algunas donde se encontraba descrita la mutacion y otras no. En el caso de los
lebreles, los estudiaron por datos anecdéticos de intoxicacion con ivermectina, no
porque la mutacién hubiera estado descrita. El haberla encontrado y el que estuviera
en frecuencias elevadas, fue un dato inesperado (Neff et al., 2004). En este trabajo, no
se detectd la mutacion mdrl-7A en ninguno de los animales analizado. Esto puede

deberse a diferentes puntos:

e La mutacion estudiada no se encuentra en los galgos de nuestro pais, 6 se
encuentra en baja frecuencia. En el segundo caso puede ser que el nUmero de

animales estudiados no sea suficiente para encontrarla.
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e La mayoria de los galgos en nuestro pais no son especificamente Greyhound

(galgo inglés) 6 Galgo Espafiol, sino que suelen existir cruzas entre ellos.

e Las razas de lebreles donde se describié previamente la mutacibn no son
galgos en si mismo, sino que son razas emparentadas con ellos. Puede ser

gue en ellos no se encuentre la mutacion.

Los perros de esta raza son mas frecuentes en la periferia de Montevideo o en
departamentos del interior del pais donde se dan carreras de perros. Los galgos
suelen ser animales de caza 0 que se usan para correr, en estos candédromos,
sometidos muchas veces a variedad de tratamientos farmacoldgicos, como ser
suplementos vitaminicos, frente a los cuales también se pueden obtener diversas
respuestas. Pese a los puntos que se mencionan anteriormente, considerando el
manejo que tiene esta raza en nuestro pais y lo poco analizada que estda, interesa
profundizar en su estudio desde distintos puntos de vista, incluso en lo que se refiere a

genes involucrados en la respuesta a tratamientos farmacoldgicos.

Border Collie: En esta raza pudieron analizarse Unicamente nueve animales. Las
dificultades que se presentaron fueron por un lado, conseguir un nimero de animales
que fuera representativo desde un punto de vista estadistico. Una vez que se
obtuvieron las muestras, la dificultad estuvo en lograr una técnica de extraccion de
ADN que dejara ADN de buena calidad. Segun se ve en el anexo 2, las
concentraciones y las calidades de los ADN de estas razas son menores que en las
demas. Tampoco se descarta alguna dificultad en el genotipado en si mismo, las
muestras que se enviaron a GeneSeek estaban dentro de los requerimientos
necesarios para analizarse (anexo 2). Pese a estos elementos, en ninguno de los
nueve animales que se conocié el genotipo, presentd la mutacibn mdrl-1A. En
trabajos previos donde se trabajé con perros Border Collie, fue disimil el resultado
obtenido. En el caso de Neff et al., 2004, la mutacién no se encuentra. Sin embargo,
en el trabajo de Geyer et al., 2005, donde estudian 334 perros de raza Border Collie,
se detecta la mutacion en una frecuencia alélica de 0,6% y Mizukami et al., 2012
también identifican el alelo mutado con una frecuencia baja. Considerando el numero
de animales que estudiaron en este trabajo, es de esperar que si en nuestro pais
también se encontrara una frecuencia baja, en los nueve animales genotipados no se
estaria en condiciones de encontrarla. Neff discute que la presencia de la mutacion es
importante en perros pastores de origen britanico, contrariamente a los pastores de

origen en Europa continental. En la figura 1.6 se muestra el linaje de los Collie. Dado
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gue los Border Collie son parte del mismo, siendo perros pastores de origen britanico,
interesa continuar con su estudio, aumentando el nimero de muestras con el fin de
detectar la presencia de la mutacion. Ademas de este hecho, también se considera
gue esta raza es una de las mas empleadas a nivel de campo en el trabajo con
ganado menor (ovinos) y, en la actualidad, también se pueden encontrar como

animales de compafiia.
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Figura 1.6. Linaje de los Collie (extraido de Neff et al., 2004).
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CONCLUSIONES

En ninguna de las cuatro razas se encontr6 la mutacion mdrl-7A del gen MDR1
estudiada, pese a que en ellas se comunicaron reacciones adversas a determinados
tratamientos farmacoldgicos. Estas reacciones podrian deberse a otras mutaciones en
otros lugares del gen MDR1 6 a variaciones presentes en otros genes. Estos puntos
se plantean también en trabajos previos. También se mencionan las razas donde no
se describié la mutacion mdrl-1A pero si existen casos de intoxicacion (Neff et al.,

2004). Estos elementos llevan a considerar que:

e La sensibilidad a farmacos podria deberse a mutaciones aun no identificadas

en otras regiones del gen MDRL1.

e Los casos de intoxicacion también podrian darse por cambios en otros genes

que intervengan en el transporte de drogas de la misma subfamilia u otra.

e Las causantes de los efectos adversos podrian ser enzimas que participan en

el metabolismo de las drogas (ej. Citocromo P450).
(Bissonnette et al., 2008; Neff et al., 2004).

En trabajos previos realizados en el Area Genética de la Facultad de Veterinaria, se
estudiaron perros cimarrones comparandolos con Collie y otras razas caninas no
relacionadas. En el Unico caso donde se presento la mutacion fue en los Collie (Llambi
& Gagliardi, 2013; Gagliardi, 2009). En nuestro pais, los Collie y las razas
emparentadas con ellos, no son de las méas frecuentes. Sin embargo, son razas de
trabajo, sumamente Utiles en el trabajo de campo con ganado a lo que al dia de hoy se
suma su ubicacion en el lugar de perros de compaifiia, dadas las caracteristicas que
presentan. Los primeros resultados que refieren al gen MDR1, que figuran en el libro
“Conociendo al perro cimarrén uruguayo” se obtuvieron en esta raza. Las cuatro razas
estudiadas en este trabajo, es la primera vez que se estudian en nuestro pais respecto
de la mutacion de interés. Las cuatro razas presentan una gran importancia como
animales de trabajo, en distintos aspectos segln de cual de ellas se trate. Dos de ellas
se encuentran diseminadas en el pais (Pastor Aleman, Dobermann), una de ellas en el
medio rural (Border Collie) y el Galgo como animal de competiciéon. Si se consideran
las caracteristicas que presenta cada raza, la funcién de cada una de ellas en nuestro
medio, que las cuatro estan dentro de las razas “de hocico largo”, interesa ampliar los
estudios realizados en ellas, incluso aumentando el nUmero de muestras estudiado y
buscando correlacionar los resultados que se obtengan con datos clinicos de los

animales.
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ANEXO 1. TECNICAS EMPLEADAS PARA LA EXTRACCION DE ADN

EXTRACCION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE SANGRE ENTERA
Animal Genomics, AgResearch Invermay, NZ, Abril 2008

Esta técnica se empled en los animales de raza Border Collie.

PROCEDIMIENTO

PRIMERA LISIS

Invertir suavemente la muestra de sangre, controlando que no tenga coagulos. En

caso de haber alguno, “pescarlo” con una pipeta Pasteur de plastico y descartarlo.

Colocar la muestra de sangre (10 mL, aproximadamente) en tubos Falcon de 50

mL rotulados.

Agregar 20 mL de SLGR 1X (relacion 1:2), mezclar sin invertir y lisar por 5 minutos

a temperatura ambiente (el color se oscurece marcadamente).
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 10 min.
Descartar el sobrenadante.

SEGUNDA LISIS

Agregar 10 mL de SLGR 1X, tapar con las tapas correspondientes y agitar

suavemente para disgregar el pellet.

Controlar que no haya coagulos, en caso de haber alguno, “pescarlo” con una

pipera Pasteur de plastico y descartarlo.
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

Descartar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel para quitar el exceso de

liquido del pellet.

LAVADO
Agregar 10 mL de TBS 1X . Tapar y agitar suavemente para disgregar el pellet.
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

Descartar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel para quitar el exceso de

liquido del pellet.
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El pellet debe quedar blanco. Si estuviera rojo (o rosado en la superficie), agregar
TBS 1X suavemente con una pipeta Pasteur para lavar su superficie, sin
disgregarlo. Descartar el liquido.

Si el pellet contintia sucio, agregar 10 mL de TBS 1X. Tapar y agitar suavemente
para disgregar el pellet. Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

DIGESTION

Agregar 3 mL de TE 1X (frio). Vortexear hasta que el pellet se resuspenda (si es
necesario, disgregarlo con micropipeta p1000). Debe quedar bien disgregado, de

lo contrario no se digerira correctamente en la incubacion.

Agregar 3 mL de solucién de Proteinasa K traslicida. Antes de usar la solucién PK
1X, se debe calentar el volumen total a usar en bafio Maria a no mas de 20 °C
para disolver el SDS (queda totalmente disuelto cuando la solucion se vuelve

transparente).

Tapar y agitar suavemente sin invertir.

Digerir a 50 °C en bafio de agua, durante toda la noche (overnight).
TRATAMIENTO POST-DIGESTION

Chequear que el contenido de todos los tubos esté translicido, sin grumos o restos
de pellet sin digerir.

Si alguna muestra no esta totalmente digerida, agregar 3 mL de soluciéon PK 1X, y
volver a incubarla a 50 °C hasta que esté translicida, para poder continuar con el

protocolo.
TRATAMIENTO CON SAL (SALTING)

Agregar 3 mL de solucion de NaCl saturado (6M), y tapar los tubos nuevamente

con las tapas correspondientes.
Agitar vigorosamente en las gradillas por 1 min.

Remover las tapas y centrifugar a 2000 rpm por 10 min. El pellet de sal debe ser
evidente y el sobrenadante debe ser casi transparente. En caso contrario (si no se
observa pellet o el sobrenadante esta turbio), agitar vigorosamente por 1 min y

volver a centrifugar a 2000 por 15 min.
PRECIPITACION DEL ADN

Verter el sobrenadante cuidadosamente (ya que contiene el ADN) en tubos Falcon

de 50 mL, con 20 mL de etanol 95%, sin dejar caer el pellet de sal.
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Tapar los tubos con parafilm e invertir gentilmente varias veces, para precipitar el
ADN.

REMOCION DEL ADN

Pescar el ADN con pipetas Pasteur estériles y sumergirlo en etanol 70% (usar un
vaso de Bohemia y cambiar el etanol regularmente).

Quitar el exceso de etanol del ADN sobre una toalla de papel y transferir el ADN a

un tubo Eppendorf vacio de 1,5 mL, rotulado con el nUmero correspodiente.

Dejar semiabiertos los tubos (cubiertos con una toalla de papel), para permitir

evaporar el etanol

Una vez evaporado el etanol, agregar 1 mL de TE 1X estéril (en caso de haber
partido de 10 mL de sangre entera) y dejar en heladera durante 1 semana para la

completa resuspension del ADN.
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ANEXO 1 (CONTINUACION). TECNICAS EMPLEADAS PARA LA EXTRACCION DE ADN

EXTRACCION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE SANGRE ENTERA CON
ACETATO DE POTASIO

Animal Genomics, AgResearch Invermay, NZ, Abril 2008
Esta técnica se emple6 en Galgos, Pastores Alemanes y Dobermann.
Paso 1

Invertir suavemente la muestra de sangre, controlando que no tenga coagulos. En

caso de haber alguno, “pescarlo” con una pipeta Pasteur de plastico y descartarlo.

Colocar la muestra de sangre (10 mL, aproximadamente) en tubos Falcon de 50

mL rotulados.

Agregar 20 mL de SLGR (solucion de lisis de glébulos rojos) 1X (relacion 1:2),
mezclar sin invertir y lisar por 5 minutos a temperatura ambiente (el color se

oscurece marcadamente).
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 10 min.
Descartar el sobrenadante.

Paso 2

Agregar 10 mL de SLGR 1X, tapar con las tapas correspondientes y agitar

suavemente para disgregar el pellet.

Controlar que no haya coagulos, en caso de haber alguno, “pescarlo” con una

pipera Pasteur de plastico y descartarlo.
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

Descartar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel para quitar el exceso de
liquido del pellet.

Paso 3
Agregar 10 mL de TBS 1X . Tapar y agitar suavemente para disgregar el pellet.
Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

Descartar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel para quitar el exceso de

liquido del pellet.
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El pellet debe quedar blanco. Si estuviera rojo (o rosado en la superficie), agregar
TBS 1X suavemente con una pipeta Pasteur para lavar su superficie, sin
disgregarlo. Descartar el liquido.

Si el pellet contintia sucio, agregar 10 mL de TBS 1X. Tapar y agitar suavemente
para disgregar el pellet. Centrifugar (sin tapar) a 2500 rpm por 5 min.

Paso 4

Agregar 3 mL de TE 1X (frio). Vortexear hasta que el pellet se resuspenda (si es
necesario, disgregarlo con micropipeta p1000). Debe quedar bien disgregado, de

lo contrario no se digerira correctamente en la incubacion.

Agregar 3 mL de solucién de Proteinasa K traslicida. Antes de usar la solucién PK
1X, se debe calentar el volumen total a usar en bafio Maria a no mas de 20 °C
para disolver el SDS (queda totalmente disuelto cuando la solucion se vuelve

transparente).

Tapar y agitar suavemente sin invertir.

Digerir a 50 °C en bafio de agua, durante toda la noche (overnight).
Paso 5

Afadir 300 ul de solucion de Acetato de Potasio (3 M) a la muestra digerida y se

invierta varias veces para mezclar bien.
Incubar a - 20 ° C durante 10 min.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos.
Paso 6
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
Afadir 500 ul de isopropanol y mezclar el tubo para precipitar el ADN.
Incubar a - 20 ° C durante 10 min (para maximizar la precipitacion de ADN).
Centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min
Paso 7
Verter el sobrenadante y afiadir 600 ul de etanol (70%) para lavar el sedimento.

Centrifugar durante 10 min a alta velocidad



Paso 8
Verter cuidadosamente el etanol y secar el pellet durante 5 a 10 min.
Resuspender el sedimento de ADN en 200-300 ul de Tris (10 mM, pH: 8,0)
Calentar las muestras a 65 ° C durante aproximadamente 1 h.

Mezclar bien para resuspender el DNA.

53
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ANEXO 2. RESULTADOS DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN OBTENIDO, MEDIDO EN EL

NANODROP ND1000 (LABORATORIO DE TECNICAS NUCLEARES)

a. Raza Ovejero Aleman

Muestra Lectura a 280nm Relacion
(ADN) 260/280 (pureza)
OA1l 324,5 1,84
OA2 419,7 1,81
OA3 126,3 1,59
OA4 175,4 1,89
OA5 107,9 1,88
OAG6 345,2 1,73
OA7 225,2 1,85
OAS8 264.,4 1,86
OA9 139 1,88
OA10 158,8 1,92
OA11 248,8 1,85
OA12 331,5 1,84
OA13 249,1 1,88
OAl14 50,4 1,73
OA15 51,9 2,02
OA16 100,1 1,81
OA17 271,4 1,87
OA18 138,5 1,74
OA19 73,8 1,92
OA20 158,2 1,92
OA21 30,2 1,63
OA22 241,5 1,38
OA23 122,1 1,62
OA24 526,3 1,78
OA25 70,5 1,82
OA26 67,4 1,50
OA27 49,7 1,80
OA28 6,9 1,12
OA29 3,2 1,02
OA30 215,1 1,82
OA31 103,5 1,78
OA32 64,8 1,84
OA33 39,2 1,61
OA34 50,4 1,85
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ANEXO 2 (CONTINUACION). RESULTADOS DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN

OBTENIDO, MEDIDO EN EL NANODROP ND1000 (LABORATORIO DE TECNICAS NUCLEARES)

b. Raza Dobermann

Muestra Lectura a 280nm Relacion
(ADN) 260/280 (pureza)
D1 409,1 1,81
D2 559,7 1,76
D3 165,1 1,87
D4 122.6 1,45
D5 42,2 1,75
D6 310,7 1,86
D7 174,3 1,86
D8 317,8 1,87
D9 65,4 1,95
D10 172,6 1,88
D11 2225 1,88
D12 204 1,88
D13 161,2 1,89
D14 79,7 1,86
D15 101,9 1,94
D16 2963,7 1,71
D17 83,9 1,83
D18 60,4 1,76
D19 56,7 1,85
D20 153,2 1,87
D21 85,9 1,82
D22 103,8 1,84
D23 61,5 1,74
D24 56,5 1,88
D25 30,9 1,78
D26 27,5 1,84
D27 147.9 2,01
D28 27,5 1,65
D29 24,9 1,70
D30 31,6 1,71
D31 19 1,65
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ANEXO 2 (CONTINUACION). RESULTADOS DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN

OBTENIDO, MEDIDO EN EL NANODROP ND1000 (LABORATORIO DE TECNICAS NUCLEARES)

c. Raza Galgo

Muestra Lectura a 280nm Relacion
(ADN) 260/280 (pureza)
G1 26,2 2,79
G2 55,3 1,91
G3 58,5 2,04
G4 55,9 1,99
G5 56,0 1,97
G6 43,7 1,91
G7 49,9 1,92
G8 1628,7 1,81
G9 197,4 1,86
G10 132,9 1,87
G11 114,3 1,83
G12 50,0 1,86
G13 71,8 1,88
G1l4 106,7 1,89
G15 66,2 1,87
G16 76,0 1,91
G17 73,7 1,75
G18 35,8 1,76
G19 4.9 1,29
G20 21,0 1,52
G21 15,5 1,67
G22 8,0 1,01
G23 71,2 1,63
G24 23,1 1,96
G25 22,8 1,71
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ANEXO 2 (CONTINUACION). RESULTADOS DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN

OBTENIDO, MEDIDO EN EL NANODROP ND1000 (LABORATORIO DE TECNICAS NUCLEARES)

d. Raza Border Collie

Muestra Lectura a 280nm Relacion
(ADN) 260/280 (pureza)
1 18,2 1,23
2 16,0 1,33
3 59,7 1,43
4 264,4 1,8
5 153,2 1,73
6 4,2 2,17
7 8,6 2,88
8 4,5 2,86
9 12,8 2,5
10 6,8 3,94
11 13,7 1,38
12 72,5 1,26
13 21,7 1,70
14 100,7 1,81
15 22,7 1,44
16 22,4 1,32
17 51,9 1,62
18 16,4 1,51
19 10,8 1,27
20 8,9 1,35
21 13,7 3,25
22 26,6 1,84
23 24,4 1,29
24 286,0 1,84
25 89,2 1,25




ANEXO 3. RESULTADOS DEL GENOTIPADO PARA LA MUTACION MDR1-7A.

a. Raza Ovejero Aleméan

Muestra mdr1-1 | mdrl-2
OAl AGAT | AGAT
OA2 AGAT | AGAT
OA3
OA4 AGAT | AGAT
OA5 AGAT | AGAT
OAG6 AGAT | AGAT
OA7 AGAT | AGAT
OAS8 AGAT | AGAT
OA9 AGAT | AGAT
OA 10 AGAT | AGAT
OA 11 AGAT | AGAT
OA 12 AGAT | AGAT
OA 13 AGAT | AGAT

OA 14R AGAT | AGAT
OA 15 AGAT | AGAT
OA 16 AGAT | AGAT
OA 17 AGAT | AGAT
OA 18 AGAT | AGAT
OA 19 AGAT | AGAT
OA 20 AGAT | AGAT

OA 21R AGAT | AGAT
OA 22 AGAT | AGAT
OA 23 AGAT | AGAT
OA 24 AGAT | AGAT
OA 25 AGAT | AGAT
OA 26 AGAT | AGAT
OA 27 AGAT | AGAT
OA 28 AGAT | AGAT
OA 29 AGAT | AGAT
OA 30 AGAT | AGAT
OA 31 AGAT | AGAT
OA 32 AGAT | AGAT
OA 33 AGAT | AGAT
OA 34 AGAT | AGAT
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A las muestras que sigue una R luego de su numero de laboratorio, hubo que

repetirlas para poder tener el resultado del genaotipo.
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ANEXO 3 (CONTINUACION). RESULTADOS DEL GENOTIPADO PARA LA MUTACION MDR1-71A.

b. Raza Dobermann

Muestra mdrl-1 | mdrl-2
D1 AGAT | AGAT
D2 AGAT | AGAT
D3 AGAT | AGAT
D 4R AGAT | AGAT
D 5R AGAT | AGAT
D6 AGAT | AGAT
D7 AGAT | AGAT
D8 AGAT | AGAT
D9 AGAT | AGAT
D 10 AGAT | AGAT
D11 AGAT | AGAT
D12 AGAT | AGAT
D 13 AGAT | AGAT
D 14R AGAT | AGAT
D 15 AGAT | AGAT
D 16R AGAT | AGAT
D17 AGAT | AGAT
D 18 AGAT | AGAT
D 19 AGAT | AGAT
D 20 AGAT | AGAT
D21 AGAT | AGAT
D 22 AGAT | AGAT
D 23 AGAT | AGAT
D 24R AGAT | AGAT
D 25R AGAT | AGAT
D 26R AGAT | AGAT
D 27
D 28R AGAT | AGAT
D 29 AGAT | AGAT
D 30 AGAT | AGAT
D31 AGAT | AGAT

A las muestras que sigue una R luego de su numero de laboratorio, hubo que

repetirlas para poder tener el resultado del genotipo.
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ANEXO 3 (CONTINUACION). RESULTADOS DEL GENOTIPADO PARA LA MUTACION MDR1-71A.

c. Raza Galgo

Muestra mdr1-1 | mdrl-2
Gl AGAT | AGAT
G10 AGAT | AGAT
G1l1 AGAT | AGAT
G12 AGAT | AGAT
G13 AGAT | AGAT
Gl4 AGAT | AGAT
G15 AGAT | AGAT
G16 AGAT | AGAT
G17 AGAT | AGAT
G18 AGAT | AGAT
G2 AGAT | AGAT
G20 AGAT | AGAT
G21 AGAT | AGAT
G23 AGAT | AGAT
G24 AGAT | AGAT
G25 AGAT | AGAT
G3 AGAT | AGAT
G4 AGAT | AGAT
G5 AGAT | AGAT
G6 AGAT | AGAT
G7 AGAT | AGAT
G8 AGAT | AGAT
G9 AGAT | AGAT
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ANEXO 3 (CONTINUACION). RESULTADOS DEL GENOTIPADO PARA LA MUTACION MDR1-71A.

d. Raza Border Collie

Muestra | mdr1-1 | mdrl-2

1 AGAT | AGAT

12 AGAT | AGAT

13

14

15

16

17

18

2 AGAT | AGAT

21

22 AGAT | AGAT

23 AGAT | AGAT

24 AGAT | AGAT

AGAT | AGAT

AGAT | AGAT

3
4 AGAT | AGAT
5
9
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CAPITULO 2. ANALISIS DE LOS EXONES 6 Y 7 DEL GEN CYP2D15 EN PERROS
CIMARRONES

INTRODUCCION

Los farmacos administrados a un individuo son bio-transformados en diferentes tejidos
del organismo pese a lo cual, los procesos enzimaticos que ocurren en el higado son
los mayores responsables de que se de la transformacion bioquimica de los mismos.
Las sustancias mas lipofilas son las que entran con mayor facilidad a la célula, donde
se dan estos procesos. Esta transformacion da como resultado sustancias mas
polares (hidrdéfilas, solubles en agua) que la original, lo que hace que se eliminen con
mas facilidad por via renal o biliar. En general, estos metabolitos producidos suelen
tener menor actividad farmacoldgica que el farmaco original. Pese a esto, se conocen
casos donde ocurre lo contrario. Estos casos son las drogas que se administran como
pro farmacos y que luego de pasar por el metabolismo hepético se transforman en

farmacos activos. En resumen, el metabolismo hepatico puede lograr:
a. Inactivar metabolitos (warfarina, fenitoina).

b. Activar pro-farmacos transformandolos en farmacos activos (codeina, tramadol,

enalapril).
c. Generar metabolitos toxicos (acetaminofeno).

El metabolismo hepético se da en dos fases que pueden, 0 no, ser consecutivas.

Fase |. En esta fase actlan las enzimas microsomales hepaticas, fundamentalmente
las monooxigenasas parte de la superfamilia del citocromo P450. Lo que suelen
hacer estas enzimas es afadir radicales polares (oxidacién, reduccion, hidrélisis) a las
moléculas del farmaco y eliminan grupos no polares. Los metabolitos resultantes se
eliminan por via biliar o renal 6 contindan siendo transformados por las enzimas
encargadas del metabolismo en fase Il (Orellana&Guajardo, 2004; Martin-Jiménez
2002).

Fase Il. En esta fase intervienen una serie de transferasas. Se dan reacciones de
conjugacion donde el farmaco original 6 los metabolitos mencionados en el punto
anterior se unen a sustratos polares endogenos, facilitandose su posterior eliminacion

por via renal o biliar (Orellana&Guajardo, 2004; Martin-Jiménez, 2002).
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Metabolismo de Farmacos: Citocromo P450

El citocromo P450 es el principal sistema enzimético responsable de la bio-
transformacion de farmacos de fase | en el organismo animal. En humanos, también
se la considera la superfamilia mas importante respecto a lo que a metabolismo de
farmacos se refiere (Nishimuta et al., 2013). Esta familia estd muy conservada entre
diferentes especies. Se cree que deriva de un Unico gen ancestral hace
aproximadamente 1,36 billones de afios. Aunque todos los miembros de esta
superfamilia poseen regiones muy conservadas de residuos aminoacidicos, hay
relativamente poca diferencia en la secuencia primaria de aminoacidos entre
diferentes especies. Sin embargo, estas pocas diferencias son causantes de grandes
diferencias en lo que se refiere a los sustratos y a la actividad catalitica de las
enzimas, llevando a las diferencias existentes en el metabolismo farmacoldgico en las

distintas especies (Martignoni et al., 2006).

Estas enzimas se expresan en numerosos tejidos corporales entre los que se
encuentran higado, rifién, piel y pulmones. La funcién original de esta superfamilia, sin
considerar la transformacion de farmacos, es metabolizar sustancias endégenas como
ser esteroides y prostaglandinas. Por lo tanto, las enzimas del P450 intervienen en el
metabolismo de diferentes sustancias de origen exégeno como ser drogas (farmacos,
xenobidticos), pesticidas, procarcinégenos, anestésicos, solventes organicos, etc; y
también de sustratos de origen enddgeno como el colesterol, acidos biliares,
hormonas esteroideas, acidos grasos. La ubicacion en concreto de las enzimas en la
célula es en la mitocondria y en distintas membranas celulares, siendo muy abundante

en el reticulo endoplasmico liso (Orellana&Guajardo, 2004).

Existen diversas drogas capaces de inducir su actividad, dado que son sustrato de
enzimas de esta superfamilia. En algunos casos, mas de una droga tiene afinidad por
la misma enzima CYP. En estos casos puede darse una interaccibn medicamentosa.
La interferencia puede darse si las dos sustancias compiten por el mismo punto de
accion (inhibiciébn competitiva) 6 puede unirse a otro sitio pero de tal forma que altera
la estructura de la enzima (inhibiciébn no competitiva). Finalmente, un inhibidor puede
generar un metabolito que se una irreversiblemente a la enzima terminando con su
funcién (inhibicion “suicida”). Por otro lado, existen sustancias que inducen a los
componentes del citocromo P450. Estos inductores se unen a receptores nucleares
especificos que se asocian con elementos de respuesta a farmacos en las regiones
promotoras de genes CYP determinados. Esto lleva a una activacion transcripcional

del gen generando una mayor expresion de la enzima en cuestion y, por lo tanto, un
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aumento en su actividad. Algunas drogas inductoras de CYP son el fenobarbital y el

omeprazol (Trepanier, 2006).

El higado es el principal 6rgano de metabolismo de farmacos y es donde se expresa la
mayoria de las enzimas del citocromo P450. Sin embargo, existen otros tejidos,
principalmente donde se dan absorcién y eliminacion de farmacos, donde también hay
metabolismo. Ejemplos de estos casos son la mucosa intestinal donde se metabolizan
ciertos farmacos administrados por via oral; la piel que metaboliza farmacos
empleados por via tdpica; los pulmones capaces de metabolizar sustancias que
ingresan por via aérea; incluso el cerebro, rifibn y glandulas adrenales. En estos
tejidos también podemos encontrar que se expresan enzimas de la superfamilia del
citocromo P450 (Trepanier, 2006; Martin-Jiménez, 2002).

Las integrantes de la superfamilia CYP450 son enzimas que contienen un grupo hemo
gque incluye atomos de hierro. Ademas de ser responsables de metabolizar farmacos,
como se menciond previamente, metabolizan sustancias enddgenas y también
quimicos ambientales. Actualmente hay cientos de enzimas CYP reconocidas, lo que
ha llevado a que se caractericen de cierta forma: El primer nUmero hace referencia a la
familia, la letra en mayuscula refiere a la subfamilia y el namero final a la enzima
particular, precedidos todos por CYP. Por ejemplo CYP2E1l: CYP2 corresponde a la
familia 2, 2E corresponde a la subfamilia, 2E1 es la enzima particular. EI que una
enzima pertenezca a una familia u otra depende de su homologia estructural deducida
a partir de los cADNSs. Las proteinas CYP que presentan mas del 40% de homologia
en su secuencia, pertenecen a la misma familia; mientras que las isoformas que
presentan un minimo del 55% de identidad son incluidas en la misma subfamilia. En
mamiferos se ha descrito un minimo de 17 familias (Orellana&Guajardo, 2004).
Aunque se da este factor, la mayoria de las enzimas del citocromo P450 poseen
regiones muy conservadas de residuos aminoacidicos, cambios menores en la
secuencia de aminoacidos pueden ser responsables de grandes diferencias en la
especificidad de sustrato y en la actividad catalitica de cada una de ellas (Nishimuta et
al., 2013).

La informacion existente sobre esta superfamilia en perros, es mucho més escasa de
la que existe en humanos; mucho menor aln es en otras especies de interés
veterinario. A este factor, se suman los antecedentes, en humanos, que hablan de la
asociacion existente entre las enzimas del citocromo P450 y determinadas

enfermedades (Trepanier, 2006; Orellana&Guajardo, 2004).
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En lo que respecta a la superfamilia del citocromo P450, como ya se menciond,
existen grandes similitudes en las secuencias aminoacidicas de las diferentes
enzimas. Sucede lo mismo entre diferentes especies, donde los genes que codifican
para estas enzimas son conservados. Pese a estos factores, hay autores que
recomiendan, en estos casos, estudiar lo que sucede en cada especie por separado,
inclusive la humana. Esto se debe a lo ya mencionado, la presencia de cambios
menores en una secuencia aminoacidica ya implica una gran diferencia en lo que
respecta al sustrato de estas enzimas y a su actividad. En este caso, es necesario
tener cuidado al extrapolar datos entre especies diferentes (Nishimuta et al., 2013;
Orellana&Guajardo, 2004).

A pesar de la existencia de estas diferencias, los modelos animales son usados
comunmente en el desarrollo de nuevas drogas para predecir el comportamiento que
pueden presentar en humanos. Aunque la validez de estos estudios en animales con
el fin de extrapolar los resultados a humanos ha sido cuestionada, se considera que
los datos de farmacocinética pueden extrapolarse razonablemente bien, siempre y
cuando se tomen en cuenta los principios farmacocinéticos adecuados (Martignoni et
al., 2006).

El gen CYP2D15

El gen CYP2D15 es el ortdlogo canino del gen CYP2D6 humano. La proteina
codificada por este gen es responsable de metabolizar gran niumero de drogas de
importancia en Medicina humana: Betablogueantes (propranolol, timolol, metoprolol),
aniarritmicos (quinidina, flecainida), antidepresivos (amitriptilina, clomipramina,
fluoxetina, imipramina), antieméticos (clorpromazina, metoclopramida) y opioides
(codeina, dextrometorfan, tramadol). En la tabla 3.1 (en el capitulo siguiente) se
muestran drogas metabolizadas por distintas enzimas CYP. Las drogas metabolizadas
por CYP2D15 incluyen propranolol, dextrometorfano e imipramina. En este caso se ve
uno de los ejemplos de la razén por la cual es dificil extrapolar datos entre animales y
humanos: Celecoxib es sustrato de CYP2D15 mientras que en humanos, se asocia
més con la familia CYP2C (Trepanier, 2006). Para el exdn 7 del gen CYP2D15, se han
descrito diferentes mutaciones en diversas razas caninas (Rodriguez, 2011). En la

raza Cimarron Uruguayo no hay estudios previos para este gen (Gagliardi et al., 2011).

En la figura 2.1 se muestra la ubicacién del gen en el cromosoma 10 (MapViewer:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) y a continuacion se representa el gen con sus

exones e intrones.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
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Figura 2.1. a. Ubicacion del gen CYP2D15 en el idiograma canino (busqueda

realizada en MapViewer). b. Esquema del gen CYP2D15 (exones e intrones)

(Rodriguez, 2011).
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El perro Cimarrén Uruguayo

Cimarrén (http://www.wordreference.com/definicion/cimarr%F3n)

1. adj.y s. [Animal] doméstico que se hace salvaje: perro cimarrén.
2. amer. [Esclavo] fugitivo que se refugiaba en los montes en busca de la
libertad.

Cimarron, na. (http://buscon.rae.es/) (De cima).

1. adj. Mar. Dicho de un marinero: Indolente y poco trabajador. U. t. c. s.

2. adj. Am. Dicho de un animal doméstico: Que huye al campo y se hace
montaraz.
adj. Am. Dicho de un animal: Salvaje, no domesticado.
adj. Am. Dicho de una planta silvestre: De cuyo nombre o especie hay otra
cultivada.

5. adj. Am. Se decia del esclavo que se refugiaba en los montes buscando la
libertad. Era u. t. c. s.

o

m. Arg. y Ur. Mate amargo.



http://www.wordreference.com/definicion/cimarr%F3n
http://buscon.rae.es/
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Plantas, animales e incluso, hombre, en América se les llamaba “cimarrones”, cuando
habian sido domésticos y luego volvian al estado salvaje. A quienes, en primera

instancia, se aplico el término cimarrén fueron:
e Marineros que desertaban.

e Esclavos que huian de los barcos hacia las cimas o montes de las zonas

serranas de las islas y costas del Caribe.
Luego se aplico a:
¢ Animales domésticos que escapaban del cautiverio o domesticacion.

o Plantas importadas que germinaban y se reproducian espontaneamente sin

haber sido sembradas intencionalmente.

En la zona del Rio de la Plata, el cimarrén mas conocido es el perro (Assunc¢ao, 1997).

Origen del perro Cimarrén Uruguayo

Segun ciertas evidencias arqueoldgicas e histéricas, existieron perros previo a la
llegada de Colon a América. A esto se suman los términos indigenas que estan
emparentados onomatopéyicamente con el ladrido; yagua para los guaranies,
chtregud para los araucanos. Incluso en el Diario del primer viaje de Colon se
encuentran evidencias de la existencia de perros. Pese a estos datos, se considera
que el perro Cimarron no descenderia de estos animales, sino que desciende de
mastines y lebreles (perros de guerra y monteria) traidos por los colonizadores y
conquistadores. Los mastines vinieron ya en el primer viaje de Col6n como animales
de combate, llevando incluso armaduras. En Espafia se usaban en caza mayor como
la del oso, lobo y jabali, y como pastores. Eran animales braquimorfos, de craneo
grande y ancho, hocico mediano, pecho ancho y costillar bien amplio, grupa
ligeramente mas alta que la cruz o igual, orejas grandes semi-caidas. El tamafio de
mediano a grande. Predominantemente se trataba de animales bayos con extremos
distales negros aunque, en ocasiones, habia animales atigrados, negros, y manchados
de blanco y negro, o castafio. Respecto de los lebreles (Galgos Espafioles), se usaban
principalmente para la caza de ciervos y liebres. En aquella época, el Galgo Espafiol
era un perro dolicomorfo, de craneo mediano y hocico fino y largo, orejas levantadas o
semi-dobladas, patas fuertes y enjutas, lomo casi horizontal, cola mediana fina, muy
agiles en la carrera y vivaces en el ataque de presa. Su pelo era corto, de colores
variados, generalmente bayos y rojizos atigrados 6 agrisados o negros. Estos

animales vinieron en los viajes de Col6n y también vinieron con Cortés en Méjico, don
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Pedro de Mendoza, Cabeza de Vaca, Ortiz de Zarate, los hermanos Gois y los

siguientes conquistadores y colonos (Assungao, 1997).

Historia del perro Cimarrén Uruguayo

Dice Artigas: “Que le habia de hacer la guerra eternamente, y quando le faltasen
hombres (horresco referens) habia de criar perros cimarrones para acabar con los

portefios.” Frase al Diario “El Censor”, segun Assungao, 1997.

Esta frase de Artigas no pasé de ser simbdlica, dada la agresividad de estos perros.
Estos animales atacaban al ganado y a las personas, siendo un problema que ya se
daba en el viejo continente antes del descubrimiento de América. En la region de la
Banda Oriental, los perros fueron un serio peligro al separarse del hombre una vez que
hubo abundancia de ganados en la camparia y que faltaba un hogar fijo o sedentario a
sus duefios. Hay historiadores que en el siglo XVI ya hablan de su multiplicacién y de
los destrozos que producian, poniéndose incluso precio a sus cabezas. A mediados de
1788 se aprobé el exterminio de los perros cimarrones en el Cabildo de Buenos Aires.
Tenian que remitirse las mandibulas y las quijadas para llevar un control del nUmero
de perros que se mataban y también habia que matar a los perros domésticos de
manera que el numero de animales por establecimiento fuera limitado. En 1795 se
aprueba la primer “batida” en el margen oriental del Uruguay. En el siglo XIX todavia
se seguia con las persecuciones a los perros cimarrones. A principios de ese siglo, en
una sola batida, comandada por Artigas llegan a matarse trece mil perros, quedando
“gran cantidad de madres con su prole, que ganaron los montes del Olimar y sobre
todo en la Sierra de Otazo y en los Cerros Largos”. Un segundo periodo en el que los
perros cimarrones representaron un problema fue durante la Guerra Grande. En este
entonces, se dio nuevamente una persecucion de los perros cimarrones. Aqui si, se
llegd practicamente a la desaparicion del perro cimarrén, primero con ayuda de
veneno y posteriormente con el alambrado de los campos y la sedentarizacion lograda
por la cria y engorde del ganado. Sin embargo, quedan unos pocos ejemplares en
lugares agrestes, en los departamentos de Cerro Largo y Treinta y Tres (Assuncgao,
1997; Silva Valdés, 1957).
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Desde el afio 2011, la raza “Cimarron Uruguayo” es reconocida como tal. Pese a este
nombre, no se puede dejar de considerar a quien tradicionalmente ha sido

considerado como:

o Perro “Criollo”: “Descendiente de extranjeros pero nacido en las regiones del
Plata.”

e Perro “Gaucho”: “Por libre y autosuficiente.”

e Perro “Cimarrdon”: “Por el asilvestramiento.”

El perro Cimarrén en la actualidad

El 12 de octubre de 1988 se funda la Sociedad de Criadores de Cimarrones con el fin
de recuperar y preservar la raza. En ese momento también se redacta el estandar
racial y se tramita su reconocimiento por el Kennel Club Uruguayo (KCU). En febrero
de 2006 la Federacion Cinolégica Internacional reconoce primariamente al perro
Cimarron Uruguayo como raza, habiendo sido reconocido definitivamente a principios
de 2011. Estos puntos han llevado a que el interés de criadores y expositores en la
raza se vea aumentado, lo que ha causado que se realicen diferentes estudios con el
fin de conocer en que situacion se encuentra la misma. Trabajos de relevamiento de
datos revelan que en la ciudad, la mayoria de estos animales se emplean como
animales de compaifiia, guarda y caza mientras que en el medio rural se emplean para
trabajar con ganado, particularmente ganado mayor (Silveira et al., 2002). A partir del
1 de enero de 2007, animales con un diagnéstico grave de displasia de cadera, no se
consideran aptos para la cria. El interés que han ido despertando estos animales se ve
reflejado también en el aumento del nimero de animales inscriptos en el KCU,
mientras que en octubre de 1997 estaban inscriptos novecientos treinta animales,

actualmente hay mas de 6000 (Silveira et al., 1998; http://www.kcu.com.uy).

Estandar racial

El Cimarrén Uruguayo es un perro de tipo moloso, talla mediana, fuerte, compacto,
con buena osatura, musculoso y &gil. Segun la clasificacion de la Federacion
Cinologica Internacional, se encuentra dentro del grupo 2: Perros tipo pinschers,
schnauzers, molosoides, perros tipo montafia y boyeros Suizos, en la seccién 2.1:
Molosoides, tipo dogo. Sin prueba de trabajo. Son animales de caracter equilibrado,
sagaz y de gran coraje. Son animales excelentes para el trabajo con ganado, caza

mayor y guardia. La cabeza es de forma troncopiramidal, siendo el craneo mas ancho
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que largo. El stop es moderado y el hocico moderadamente ancho, no mas largo que
el craneo. Los ojos deben ser marrones, cuanto mas oscuros mejor, los parpados
deben ser totalmente pigmentados. Las orejas deben presentar implantacién media,
pueden cortarse en forma redondeada, semejando la oreja de puma. La mordida debe
ser en tijera aunque no se descalifican los animales que la presentan en pinza. El
pecho es profundo, ancho y bien desarrollado. El tronco es compacto, profundo, de
lomo recto o algo ensillado. La grupa es de buen largo y ancha, con una inclinacion de
30 grados respecto a la horizontal. La cola presenta implantacion media, su largo debe
llegar al garrén, debiendo presentar un porte bajo cuando esta en reposo y horizontal o
levemente hacia arriba cuando esta en movimiento. El pelo debe ser corto, liso,
pegado al cuerpo y con subpelo. Pueden ser de color atigrado o bayo en todas sus
tonalidades, con o sin mascara. Se permiten manchas blancas en maxilar inferior,
zona inferior del cuello, antepecho, vientre y parte baja de los miembros. Los machos
pesan de 38 a 45 kg y las hembras de 33 a 40 kg. Los machos deben tener dos
testiculos de apariencia normal completamente descendidos en el escroto. Se
consideran faltas las desviaciones de los elementos mencionados anteriormente. La
gravedad se considera segun el grado de desviacion del estandar y los efectos que
presente sobre la salud y el bienestar del animal (http://www.kcu.com.uy).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el gen CYP2D15 en la raza canina Cimarrén Uruguayo.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar las secuencias de los exones 6 y 7 del gen CYP2D15 en perros

cimarrones.

¢ Comparar las secuencias obtenidas entre los diferentes animales.
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HIPOTESIS

Entre los diferentes perros de raza Cimarron Uruguayo estudiados, existen
polimorfismos en la secuencia de los exones 6 y 7 del gen CYP2D15.
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MATERIALES Y METODOS

Muestra estudiada

Se estudiaron 26 muestras para el exéon 7 del gen CYP2D15 y 10 muestras para el
exon 6 de caninos de raza Cimarrdén Uruguayo. Se extrajeron muestras sanguineas de
las venas anterobraquial o safena, en condiciones de asepsia. Se empleé como
anticoagulante EDTA potésico. Las muestras se conservaron refrigeradas hasta su
procesamiento en el laboratorio (Area Genética de Facultad de Veterinaria). La toma
de las muestras sanguineas implicé un stress minimo para los animales que
permanecieron en todo momento con sus propietarios. Las zonas de donde

provinieron los animales estudiados se muestran en la figura 2.2.

Extraccion de ADN vy amplificacién por PCR

Se realiz6 el aislamiento de ADN a partir de las muestras sanguineas obtenidas. La

técnica empleada fue la de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (anexo 1).

Se amplificaron por PCR las secuencias correspondientes a los exones 6 y 7 del gen

CYP2D15. En la tabla 2.2 se muestran los cebadores empleados en cada caso.

Los productos amplificados fueron secuenciados (secuencia automatica: Capillary
electrophoresis, 3730 XL) en el servicio Macrogen, Corea. Se realizé el alineamiento
de las muestras analizadas con el programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), y se compararon con la secuencia

publicada en el GenBank correspondiente a la raza canina Beagle (niumero de acceso

GenBank: AB004268.1) con el programa Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Cebador empleado

Exon 6 Forward: CAGGAAAGAGGATCGAGGCG

Reverse: ATTGTCCCGGACTCCTCACT

Exén 7 Forward: TCTCTCCCTCTGCCCCAGAG

Reverse: CCCAGGCTGTCCATCCTCTC

Tabla 2.2. Cebadores empleados en la amplificacién de los exones 6 y 7 del gen
CYP2D15.
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Paysandu

Rio Negro

Montevideo

Figura 2.2. Se muestran los Departamentos de donde se extrajeron las muestras

sanguineas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto para el exdn 6 como para el exdn 7 se presenta una alta homologia de las
secuencias obtenidas con la secuencia publicada, también se ve una gran homologia
entre las muestras estudiadas. De todas formas, por mas que todos los animales
pertenecen a la misma raza, se ven variaciones entre ellos, particularmente SNPs e
indels (figuras 2.3y 2.4).

En lo que respecta al exdn 6, para el que se estudiaron diez animales, ocho de ellos
presentaron una gran homologia. En el caso de los animales R5 y R6 existen
diferencias en su secuencia nucleotidica con respecto los demas animales, incluso se
pueden ver inserciones y deleciones en diferentes sitios (figura 2.3). Esto
probablemente pueda ser debido a que la extraccion de ADN de estos animales se
realizé a partir de sangre pero empleando la técnica de Chelex 100, contrariamente a
los demas donde se realizd la extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(figura 2.3), por lo que el problema de estas muestras podria ser la calidad del ADN

obtenido.
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Figura 2.3. Alineamiento del exdn 6 del gen CYP2D15 incluyendo a las 10 muestras
estudiadas.

La homologia mencionada previamente es muy marcada cuando se realiza el
alineamiento con las ocho muestras restantes (figuras 2.4). Considerando las
muestras extraidas con fenol, de todas formas existen algunas diferencias entre ellas,
particularmente SNPs. En el sitio 240 hay dos muestras (Cl2 y CI30) que presentan
cuatro nucleétidos que no se presentan en las demas. Si se ven los cromatogramas,
estos animales dieron una buena calidad en su secuencia, por lo que las diferencias

no se deberian, en este caso, a problemas en la misma. En la figura 2.5 se muestra el
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cromatograma de CI2 y en la figura 2.6 se presenta una muestra (CI18) que no
presenta esta secuencia. En ambos casos se ve que los picos del cromatograma son
nitidos. Por otra parte, entre las bases 260 y 280 también se ven polimorfismos entre
las secuencias, en este caso polimorfismos de nucleétido simple (SNPs). Es
interesante notar que las muestras que tienen una G en el sitio 245, también la
presentan en 248, 263 y 271. A esta altura de la secuenciacion, los cromatogramas
siguen siendo nitidos, por lo que es de considerar estos resultados, que llevan a que
sea importante ampliar el estudio de este exdn en mayor nimero de animales de esta
raza y también de otras no relacionadas a la misma, con el fin de realizar
comparaciones. También interesaria tener datos clinicos de animales con las
diferentes variantes en la secuencia para poder realizar asociaciones con la respuesta
a tratamientos farmacolégicos. Las variantes que se ven luego de 280 no se toman en
cuenta porque ya se esta al final de la secuencia, pudiendo haber acumulacion de

errores en la secuenciacion y no tanto eventos de mutacion.



81

% Biokdit Sequence Alignment Editor =HIC X
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World WideWeb  Options  Window  Help
2D
}* C\Users\Mergana'\Desktop! Cimarrones\Alineamiento E6 sin RS y R6.bio o |
H ‘Euurier ™ j ‘11 j B B total sequences
Mods: . Selection Sequence Mask: None Shat
o ekt Side Pasiior: Numbering Mask: None et
— - .ﬁg 1' I ;Fi ! ¢ M ELTGAT TTRE @ | E Serall Lol -~
é‘l ID L 2 % GID E @% ohicT ¢ e (CATCAT ¢ M H speed slow o fast
JTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|T‘h
|| 180 150 200 210 220 230 250 260 270 280 250 30

CI2-0YP2D15L GCCTGCGEGETGCAGATGAGECCCTGLCTRTRCTCAGLGLCTCACCGLCACCAGTCRG
CI18-CYP2D15GCCTGCGAGETGCAGATGRGECCCTGLCTRTRCTCAGGGGCTCACCGECACCAGTCTG
CI26-CYP2D15GCCTGCGGGETGCAGATGAGECCCTGLCTRTRCTCAGLGLCTCGCCGCCACCAGTCTG
CI30-CYe2D15GCCTGCGEGETGCAGATGAGACCCTGLCTRTRCTCAGGGGCTCACCGLCACCAGTCTG
CI33-0YP2D15GCCTGCGEGEETECAGATGRGECCCTGLCTETRCTCAGGGGCTCGCCGCCACCAGTCTG
CI35-CYP2D15GCCTGCGEGETGCAGATGAGECCCTGLCTRTRCTCAGGGLCTCGCCGLCACCAGTCTG
CI36-CYP2D15GCCTGCGRGETGCAGATGRGECCCTGCCTRTRCTCAGGGRCTCGCCGCCACCAGTCTG

GCCGETCCCCCTCCCTGETAGATACCCCCCCCCCCCCCCTCATTCAGTTCGTTCCTACCTRACGTCLC

5 CCCGCCGCCTCCAGGRTRCCCACCCCCCCGECCCCATTRRCCCGRTTCCRCCCTARGTCLG
5 CCCGLCGCCTCCAGGRTRCCCaCCCCCCCarCCCCGTTRRCCCGATTCCGCCCTARGTCLG
GCCGRTCCCCCCCCCTRETREECACCCCCCCCCCCCCCCCCACTRRCCTCGTTCCTCCCTCCGECEE
5 CCCGCCGCCTCCAGGETECCCGCCCCCCCaCCCCCETTGRCCCGETTCCGCCCTARGTCLG
£ CCCGLCGCCTCCAGGRTRCCCACCCCCCCErCCCCETTRRCCCGATTCCGCCCTARGTCLG
5 CCCGCCGCCTCCAGGRTRCCCGCCCCCCCGECCCCETTRRCCCGRTTCCGCCCTARGTCLG

CI50-CYP2D15/GCCTGCGEEGTECAGATEGEECCCTRCCTGTGCTCAGGEGCTCGCCGCCACCAGTCTE

CCQTFCgfCTCj@GGQTFCCgfcCCCCCC1§CCCCGﬁgGACCCGGTTCCGCCCTAAGTCCG

Figura 2.4. Entre los sitios 237 y 240, el rectdngulo marca un indel en CI2 y CI30, como se menciona en el texto. Las flechas marcan

diferentes mutaciones puntuales.
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Figura 2.5. Cromatograma de la muestra CI2 donde se ven las cuatro bases adicionales, que no se ven en la mayoria de las muestras. Se

marcan en el recuadro.
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Figura 2.6. Cromatograma de la muestra Cl18 donde se ven las cuatro bases adicionales, que no se ven en la mayoria de las muestras. Con

la flecha se estd marcando la zona.
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En la siguiente figura (figura 2.7) se muestra el resultado obtenido al realizar una
busqueda con el programa Blast en ambos tipos de secuencias. En el primer caso (a)
es con la muestra CI2, considerando los cuatro nucle6tidos. En el segundo caso (b),
se hace con la muestra CI18, sin considerar a esas cuatro bases insertadas. Segun la
busqueda en el programa, la secuencia que presenta mayor similitud con la publicada,

es sin los cuatro nucleétidos discutidos.
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Figura 2.7. Busqueda de una regién de la secuencia del exén 6 del gen CYP2D15 en

el programa Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cgi). (a) secuencia que incluye 4

nucleotidos discutidos (muestra Cl2) (b) secuencia sin los cuatro nucleétidos (muestra

Cl18).
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En lo que respecta al exén 7 del gen CYP2D15, se trabaj6é con 25 muestras de perros
cimarrones. En este caso, también se dio que la homologia presente entre las
diferentes muestras fuera muy alta, al igual de lo que sucedié cuando se comparoé la
secuencia  obtenida  con la  publicada  con el programa  Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Una vez obtenidas las secuencias con una mejor calidad, se realizé el alineamiento
con el programa Bioedit, entre las 25 muestras estudiadas. En la figura 2.8 se presenta
el cromatograma de la misma muestra CI2 una vez que se repitid su secuenciacion.
Por mas que se ven algunas regiones de mala calidad, no es toda la muestra por lo
gue igual pudo emplearse para realizar la comparacién entre todas ellas.
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Figura 2.8. Cromatograma de la segunda secuenciacion del exén 7 en la muestra CI2.

Como se ve en las figuras 2.9 y 2.10, en estas 25 muestras analizadas ya se pueden
ver varios polimorfismos. En el sitio 50, la muestra 3 presenta una delecién de un
nucleotido. Entre las posiciones 80 y 90 son varias las muestras que presentan
diferencias entre si. Finalmente, como se ve en la figura 2.10, la muestra Cl24
presenta dos deleciones en las posiciones 208 y 213. Estas deleciones producirian
cambios en el marco de lectura del gen, resultando en cambios en el producto
proteico. Es recomendable confirmar la presencia de estas mutaciones y luego evaluar
su posible efecto. En la figura 2.11 se muestra el cromatograma de la muestra Cl24,
en este caso, los picos del mismo son muy nitidos, de todas formas, estas deleciones
se presentan al final de la secuencia, siendo aconsejable repetir la secuenciacion para

confirmar estos cambios.

En la figura 2.12 (a) y (b) se muestran dos alineamientos realizados con el programa

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) de dos de las secuencias obtenidas. En

ambos casos presentan una elevada homologia con el gen CYP2D15.
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CI3Z2-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGAGGRGRACCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCRGT
CI33-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGAGGRGRACCTGTGCATGGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRCGTGCRGT
CI3S-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGRAGGRAGRACCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRCGTGCRGT
CIZE-CYPZ2D15|GRCCAGCTTCARTGRAGGRAGRRCCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCRACCCGGRCGTGCRAGT
CIS0-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGRAGGRAGRRCCTGTGCATGETGACCTCTGRACCTGTTCRTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCRACCCGGRCGTGCRAGT
2-CY¥PZ2D1S5EF |[GRCCAGCTTCA TGRGGRGRARCCTGTGCATGGTGACCTCTGRACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCRACCCGGRACGTGCRGT
4-CcYP2D15EBF GRACCRAGCTTCAATGAGGAGRAACCTGTGCATGGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGGGATGGTGTCCACCTCARTCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGT
5-CcYP2D15BF |[GACCAGCTTCAATGAGGAGAACCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCEGCTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTECTCATGATCCTGCACCCGGACGTEGCAGT
6—CYP2D15BF |GACCAGCTTCAATGAGGAGAACCTGTECATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGEEATGGTGTCCACCTCARATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGEGRACGTGCAGT
CIZ-CYP2D15B|GACCAGCTTCAATGAGGAGAACCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCEGCTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTECTCATGATCCTGCACCCGGACGTEGCAGT
CIS-CYP2D15B|GACCAGCTTCAATGAGGAGAACCTGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCEGCTGEGATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGT
CI14-CYP2D15|GRACCAGCTTCAATGAGGRAGAACCIGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCGCTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGT
CI17-CYP2D15|GACCAGCTTCARATGAGGRAGAACC TG TGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCECTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGT
CIZ23-CYP2D15|GACCAGCTTCAATGAGGRAGAACCIGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCECTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGT
CIZ24-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGRAGGRAGRACCIGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCGTCECTGEEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGT
CI25-CYP2D15|GRCCAGCTTCARTGRAGGRAGRACCIGTGCATGETGACCTCTGACCTGTTCATCGCTGEGEATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGT
c126—cyp2nl5GACCAGCTTCA1€GnGGAGAACCTGTGCATGGTGACCTCTGnCCTGﬂQFFTﬂgFTGGGATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCRGC

Figura 2.9. Se presenta el alineamiento entre las 26 muestras de perros cimarrones. Las flechas marcan las columnas donde se presentan

diferencias de nucleétidos puntuales.
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1-CcYP2D15B-F|GGTGTCCACCTCAATCACGCTEACCTGEGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTEAGCCCAGCCTGEEGETEGEGEATGGGATGEGGGAGGGAGAGEATGGACAGCCTGGGCCC
2-CYPZD1SE-F|GGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCTTCCTGCTCATGATCCTGCACC CGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGAGEGAGAGGATGGACAGCCTGGGRACT
CI18-CcYP2D15|GETGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGAGEGAGAGGATGGACAGCCTGGGALCT
CIZ20-CcYP2D15|GETGTCCACCTCAATCACGCTGRACCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGC CTGGGGGETGGGATGGGATGGGGEGAGGGAGAGGATGGACAGCCTGGEGACW
CIZ1-CcYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGRATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGAGEGAGRGGATGGACAGCCTGGGRCC
CIZ2Z2-CYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGARGGAGRGGATGGACAGCCTGGREAC
CIZ9-CYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGETGGGATGGGATGGGGGAGGGAGRGGATGGACAGCCTGGEGACHM
CIZ0-CYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGETGGGATGGGATGGGGEGAGGGAGRGGATGGACAGCCTGGEGRACE
CIZ1-CYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGAGEGAGRGGATGGACAGCCTGGGRATT
CI3Z2-CYP2D15|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGGGTGEGATGGGATGGGGGAGEGAGRGGATGGACAGCCTGGGERE C
CI33-CYP2D1S|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGRATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGEGTGEGATGGGATGGGEGAGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRCY
CI3S-CYP2D1S|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGRACGTGCAGCGTGAGCCCAGC CTGGEGGGETGGEATGGGATGGGGEGAGGGAGRGGATGGACAGCCTGGEGATER
CI3E-CYP2D1S|GETGTCCRCCTCAATCACGCTGRCCTGGGECCCTCCTGCTCATGRATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGGGTGEGATGGGATGGGEGAGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRGE
CISO-CYP2D1S|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRCCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACC CGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGGGTGEGATGGGATGGGGGARGGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRCC
3-CY¥P2D1SEF |GGTGTCCRCCTCRAATCACGCTGRCCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGEGTGEGATGGGATGGGEGAGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRCC
4-C¥YP2D15BF GGTGTCCACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGRATCCTGCACCCGEACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGEGEGETGGEGEATGGGATGGEGGGAGGGAGRGGEGTGTACCCCCTGGGRGT
5-CY¥P2D15EF |GGTGTCCRCCTCRAATCACGCTGRCCTGGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGGEGTGEGATGGGATGGGEGAGGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRCC
6-CY¥YP2D15BF GGTGTCCACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGEGGGETGGEGEATGGGATGGGGGAGGGAGRGGEATGGRACAGCCTGGEGRCE
CIZ-CYPZ2D1SEB|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGEGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGGGTGEGATGGGATGGGEGAGGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRGT
CIS-CYP2D15EB|GGTGTCCRACCTCAATCACGCTGACCTGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCRACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGGETGEEATGGGATGGGGGAGGGAGRGEGATGGACAGCCTGGGATG
CIl14-CYP2D15|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGEETEGEGATGGGATGGGEGAGGGAGAGGATGGARCAGCRAGRRRCT
CI17-CYP2D15|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGEGGETGEGEATGGGATGGGGGAGGGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRRAG
CIZ3-CYP2D15|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGEGEETGEGATGGGATGGGEGAGEGAGRAGGATGGACAGCCTGGGRCT
CIZ4-CYP2D15|GETGTCCRACCTCAATCACGCTGRACCTGGECCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGACGTGCAGCGTGAGCCCAGCCTGGGEGETGEGATGGGATGGGEGAGEGAGRAGGE - GGAC-GCTGGGCGCC
CI25-CYP2D15|GETGTCCACCTCAATCACGCTGRCCTGEGECCCTCCTGCTCATGRATCCTGCACCCGGEACGTGCAGCETGAGCCCAGCCIGGEEETGEEATGGEGATGGGEEAGGERAGAGEGATGGRACAGCCTGRAGRC

CIZ26-CYP2D15|GETGTCCACCTCAATCACGCTGRCCTEGEGECCCTCCTGCICATGRATCCTGCACCCGGACETGCAGCETGAGCCCAGCCTGEEEETEEGATGEGATGEEEGAGEGAGRGEGATGGACAGCCTGGGRCC

Figura 2.10. Se presenta el alineamiento de otra zona entre las 25 muestras de perros cimarrones. Las flechas marcan las columnas donde se

presentan diferencias de nucle6tidos puntuales.
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En este trabajo se presenta una gran homologia entre las muestras estudiadas. Esto
tiene sentido si se considera que estamos hablando de un gen estructural, muy
conservado incluso entre diferentes especies (Martignoni et al., 2006).

En ambos exones estudiados se encontraron diferentes polimorfismos, tanto cambios

de una base por otra como deleciones:
e Exobn 6:

1. CI2 y CI30 presentaron una insercibn de cuatro bases entre las

posiciones 237-240.

2. Diferentes SNPs entre las posiciones 240 a 280. Los cambios que se
ven después no se toman en cuenta porque ya baja la calidad de la

secuenciacion.

3. En el sitio 245, 248, 263 y 271, cuando se da en una G en una de estas

posiciones, se da en las cuatro.
e EXOnT7:

1. En la posiciobn 50 se presenta una delecion de un nucle6tido en la

muestra 3.
2. Entre las bases 85 y 92 se ven diferentes polimorfismos.
3. Ala altura de la base 92 existe una delecion en la muestra 1.

4. En la muestra Cl24 se presentan dos deleciones en los sitios 208 y 213.
Como es cerca del final de la secuencia, estos cambios hay que

tomarlos con precaucion.

En este trabajo se estudian los dos exones por separado sin considerar lo que sucede
con el resto del gen. En particular las deleciones encontradas estarian causando un
cambio en el marco de lectura, por lo que habria que ver qué cambios producirian en
la proteina. Seria importante confirmar animales que presenten este polimorfismo y
buscar datos clinicos que indiquen alguna diferencia en su respuesta a tratamientos
médicos. En los casos donde se produce un cambio de nucledtido, habria que
considerar en qué posicién se encuentra y si se estd produciendo un cambio en el

aminoécido o no, y luego ver la proteina final (Rodriguez, 2011).

En trabajos previos donde se caracterizé al gen CYP2D15, se estudiaron muy pocos
animales por raza (Rodriguez, 2011). En este trabajo, se estudiaron 10 animales para
el exén 6 y 25 para el exén 7. Esto hace que, para el perro cimarrén, ya puedan

tenerse en cuenta algunas consideraciones. De todas formas interesa ampliar el
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nimero de animales estudiado, correlacionar las variaciones encontradas con
diferentes respuestas a tratamientos farmacolégicos, realizar comparaciones con otras

razas caninas.
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ANEXO 1. EXTRACCION DE ADN CON FENOL-CLOROFORMO-ALCOHOL ISOAMILICO

Se mezclan 5 ml de sangre (extraida con EDTA como anticoagulante) con 5 ml de
solucion de extraccion |. Se agita por inversion durante 10 minutos. Se centrifuga a

800 g durante 10 minutos.

Solucion |
10 mM Tris-Cl, pH 7.6
10 mM KCI

10 mM MgCl,

Se deja 1 ml de sobrenadante y se agrega 120 pl de detergente Nonidet P40 (lisis
celular). Se mezcla con micropipeta y el contenido se pasa a tubos Eppendorf (1.5 ml).

Se mezcla durante 10 minutos y se agita con vortex hasta disgregar el pellet celular.

Se centrifuga a 800 g durante 5 minutos para concentrar los nucleos descartando el
sobrenadante (en esta etapa el material puede conservarse a -20°C para

posteriormente continuar con la técnica de extraccion).

Se resuspende el pellet 2 minutos en 800 pl de solucidn de extraccién Il para lisar los

nucleos celulares.

Solucién II

10 mM Tris-Cl pH 7.6
10 mM KCI

10 mM MgCl,

0.5 M NaCl

0.5% SDS

2 mM NayEDTA

Se agrega 400 pl de una mezcla de fenol (equilibrado y saturado con 1 M Tris-Cl pH

8), cloroformo, alcohol isoamilico en proporciones 25:24:1.
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Se mezcla por inversion durante 15 minutos.
Se centrifuga a 800 g durante 5 minutos.

Se transfiere con micropipeta la fase superior evitando aspirar material proteico de la
interfase y se coloca el sobrenadante en un tubo Eppendorf.

Se precipita el ADN del sobrenadante con dos volumenes de etanol 95% frio.
Se microcentrifuga a 14000 g.
Se lava el pellet con etanol 70%.

Se deja que el ADN se deshidrate y se evapore el alcohol dejandolo a temperatura

ambiente durante 24 horas.
Se resuspende el ADN en 150 pl de TE (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM Na,EDTA).

Se deja un dia a temperatura ambiente para una completa resuspension.
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CAPITULO 3. ANALISIS DE 26 SNPs PERTENECIENTES A LOS GENES MDR1,
CYP1A2 Y CYP2B11 EN CUATRO RAZAS CANINAS EN URUGUAY

INTRODUCCION

Cuando se administra una misma droga a un grupo de pacientes podemos tener

diferentes reacciones:
a. Que no sea beneficiosa pero tampoco cause ningun dafio.
b. Que no sea beneficiosa pero cause intoxicacion (reacciones adversas).
c. Que produzca el efecto buscado y también, reacciones adversas.
d. Que produzca el efecto buscado sin producir reacciones adversas.

Estos puntos se dan por la interaccion de los farmacos administrados con diversas
enzimas que son las responsables de su distribucién en el organismo, transporte,
metabolismo, eliminacion, etc. Estas enzimas son codificadas por genes en los que, en
muchos de ellos, se han descrito polimorfismos. Muchos de éstos son causantes de
cambios en la proteina en si misma produciéndose, en algunos casos, alteraciones en
su funcién. El ejemplo clasico en caninos, es la mutacién mdrl-71A descrita por Mealey
en la raza Collie (Mealey et al., 2001). También se han descrito gran numero de
mutaciones puntuales (SNPs) en numerosos genes, muchos de ellos relacionados al
metabolismo de farmacos, en la superfamilia del citocromo P450 (Nishimuta et al.,
2013; Zhang, 2010; Wenker, 2009; Fleischer et al., 2007; Mise et al., 2004).

Estos factores han hecho que, desde que se estan estudiando los genomas de
diferentes especies, se haya producido un impulso en el andlisis de estos genes
asociados con la respuesta a las terapias farmacoldgicas. Esto es lo que ha dado en
llamarse farmacogenética (Mealey, 2006). En humanos se estan realizando estudios
con el fin de lograr lo que es la terapia individualizada, que busca alcanzar dos

objetivos fundamentales:

a. Predecir qué pacientes son susceptibles de desarrollar intoxicacion por una

droga en patrticular.

b. Predecir qué pacientes son los que probablemente se beneficien mas con un

tratamiento farmacolégico determinado.

Cualquiera de estos dos puntos se podria lograr teniendo en cuenta las variantes
presentes en los diferentes pacientes en los genes que codifican para las proteinas
mencionadas previamente. En Medicina Veterinaria, por mas que se dista mucho de

alcanzar estos objetivos, también es deseable conocer los cambios presentes en estos
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genes. Esto permitiria llegar a lograr los mismos objetivos que se plantean en
humanos. El clinico podria seleccionar el tratamiento que considerase mas adecuado
para un animal en particular, sin caer en el ensayo y error habitual (Mealey 2006). Esto
lograria ventajas respecto del paciente en lo que se refiere a un menor periodo de
tiempo en la instauracién del tratamiento y, en lo que respecta al propietario, un

descenso en el costo de los mismos.

Transporte de farmacos: La superfamilia ATP binding cassette (ABC)

Esta superfamilia ABC es la principal en lo que se refiere al transporte de farmacos.
Son proteinas transmembrana, se unen al ATP empleando su energia con el fin de
movilizar sustratos a través de las membranas celulares. Los genes que codifican para
estas proteinas se encuentran sumamente conservados entre diferentes especies vy,
en el genoma eucariota, se encuentran muy dispersos. La mayoria de estos genes ha
existido desde el comienzo de la evolucion eucariota. Estos genes se agrupan en
subfamilias dentro de la superfamilia ABC. En mamiferos se han descrito siete
subfamilias de genes ABC y, en humanos, se han asociado algunos de estos genes
con enfermedades: Fibrosis quistica, adrenoleucodistrofia, desérdenes en el transporte
de las sales biliares, degeneracion de la retina, etc (Dean et al., 2001).

RESISTENCIA MULTIPLE A DROGAS

Las células expuestas a sustancias toxicas pueden desarrollar por diferentes

elementos:
e Captacion disminuida.
¢ Detoxificacion aumentada.
e Cambio en las proteinas blanco.
e Excrecion aumentada.

Varios de estos puntos pueden llevar a lo que es la resistencia multiple a drogas
(MDR), donde una célula es resistente a una serie de drogas (Wu et al., 2014). Esto ha
sido un problema en el tratamiento de tumores con drogas antitumorales (Tomiyasu et
al., 2014; Tomiyasu et al., 2013). Este es uno de los mayores problemas por los que,
en Medicina Humana, interesa estudiar estos genes. También se ha visto que estas
células MDR muchas veces presentan inestabilidad gendémica y pérdida de los puntos

de control, lo que hace aun mas dificil el tratamiento antitumoral. Por lo menos seis
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genes, en humanos, se han asociado con el transporte de drogas: ABCB1 (MDR1),
ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5y ABCG2. Ver tabla 1.1 (Dean et al., 2001).

LA SUPERFAMILIA FAMILIA ABC EN CANINOS. EL GEN MDR1

El inicio de los estudios en caninos de esta superfamilia se relaciona indefectiblemente
con el uso de la familia de farmacos conocida como lactonas macrociclicas, dentro de
la que se ubica el antiparasitario ivermectina. La intoxicacién de caninos de raza
Collie, llevo a que se describiera por Katrina Mealey, la mutacién mdrl-71A responsable
de la misma, al producir una delecion de 4pb. Otros autores (Mizukami et al., 2013)
describieron mutaciones puntuales responsables de diferentes cambios en el
funcionamiento de la glucoproteina P producto del mismo. En particular Mizukami
estudia la mutacion c.-6-180T>G por estar asociada a la epilepsia idiopatica resistente

al fenobarbital, en Border Collie (Mizukami et al., 2013).

En el capitulo 1 se presenta una mayor descripcion del gen MDR1 en caninos.

Metabolismo de farmacos: La superfamilia del citocromo P450

Esta superfamilia formada por un grupo de hemoproteinas, involucrada en numerosas
reacciones oxidativas (fase 1), presenta un rol decisivo en la cinética y en el
metabolismo de xenobidticos (farmacos). Usualmente, los animales se emplean como
modelo para predecir la cinética y toxicidad que pueda darse en humanos. Esta

comparacion entre diferentes especies presenta dos dificultades:

e En humanos, existen grandes diferencias entre individuos en lo que se refiere a
cada enzima del citocromo P450. Esto es debido a diferencias fenotipicas

causadas por polimorfismos genéticos.

¢ Un gran nivel de identidad en la secuencia aminoacidica de diferentes enzimas
no significa que tengan similitud en las especificidades cataliticas. Tanto como
el cambio en un amino&cido, puede llevar a que la especificidad de sustrato
cambie. Esto Lleva a que los ort6logos no permitan una comparacion de las

especificidades cataliticas entre especies.
(Martignoni et al., 2006; Bogaards et al., 2000).

Pese a la necesidad de contar con informacion de las diferentes especies, los datos

existentes no son completos.
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La superfamilia CYP se divide en familias, representadas por un numero, cuando
existe una identidad en la estructura primaria de mas del 40%, cada familia se divide
en subfamilias, identificadas con una letra, cuando la identidad es mayor al 55%, un
segundo numero identifica a la enzima individual. Las enzimas de esta superfamilia
gue se han descrito como las més importantes en humanos son CYP1A2, 2A6, 2B6,
2C, 2D6, 2E1 y 3A4. En la figura 3.1 se muestran las principales subfamilias de
diferentes especies (Martignoni et al., 2006; Bogaards et al., 2000). Existen otras
familias, mas alld de CYP3, que generalmente se relacionan a procesos enddgenos,
particularmente sintesis hormonal. Las enzimas CYP se pueden encontrar
basicamente en todos los dérganos, particularmente en higado, intestino delgado,
epitelio nasal, piel, bazo y rifién; también en testiculo, cerebro y otros 6rganos. De
estos tejidos, higado e intestino delgado son los mayormente involucrados en la

eliminacion de farmacos mediada por CYP (Martignoni et al., 2006).

Family Subfamily  Human Mouse Rat Dog Monkey
CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2
B 1B1 1B1 181 1B1 1B1
CYP2 A 2A6, 2A7, 2A4, 2A5, 2A12, 2A22 2A1, 2A2, 2A3 2A13, 2A25 2A23,
2A13 2A24
B 2B6, 2B7 2B9, 2B10 2B1, 2B2, 2B3 2B11 2B17
Cc 2C8, 2C9, 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C40, 2C6, 2C7*, 2C11*, 2C21, 2C41 2C20, 2C43
2C18,2C19 2C44, 2C50, 2C54, 2C55 2C12*%, 2C13Y;
2022, 2023
D 206, 2D7, 2D9, 2D10, 2D11, 2D12, 2D13,  2D1, 2D2, 2D3, 2D15 2D17¢, 2D194,
2D8 2D22, 2D26, 2D34, 2D40 2D4, 2D5, 2D18 2D29¢, 2D30¢
E 2E1 2E1 2E1 2E1 2E1
CYP3 A 3A4, 3A5, 3A11, 3A13, 3A16, 3A25, 3A41, 3A1/3A23, 3A2*, 3A12, 3A26 3A8
3A7, 3A43 3A44 3A9*, 3A18*, 3A62
*Gender difference,

1Strain specific.

Figura 3.1. Principales subfamilias del citocromo P450 en diferentes especies (tomado
de Martignoni et al., 2006).

La particularidad que tiene esta superfamilia es que algunas de sus enzimas pueden
ser inducidas o inhibidas. Ademas de esto, los polimorfismos genéticos pueden dar
como resultado diferencias en la actividad metabdlica entre individuos. Se ha descrito
gue dichos polimorfismos pueden tener consecuencias clinicas como causar
intoxicacion 6, en otros casos, pueden ser responsables de alterar la eficacia de
determinadas drogas en los individuos afectados (Martignoni et al., 2006). Existen gran
cantidad de farmacos que son sustrato de proteinas de la superfamilia CYP450. En la
tabla 3.1 se muestran algunas de las drogas sustrato de proteinas CYP en caninos y

en su ortélogo humano (Trepanier, 2006).
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CYP450 | Sustratos en humanos CYP Sustratos en caninos
humanos caninos
CYP1Al1 | Quimicos ambientales CYP1A Toxinas ambientales
CYP1A2 | Cafeina, teofilina, | CYP1A2 | Fluoroquinolonas, tedfilina,
ciprofloxacina omeprazol
CYP2B6 | Propofol CYP2B11 | Propofol, diazepam,
progesterona, testosterona,
ciclofosfamida, etc
CYP2D6 | Tramadol, fenotiazinas, | CYP2D15 | Celecoxib, imipramina, etc
clorfeniramina,
clorpromazina, etc
CYP3A4 | Ketoconazol, eritromicina, | CYP3A12 | Eritromicina, diazepam,
digoxina, diazepam, etc CYP3A26 progesterona, etc

Tabla 3.1. Sustratos principales de distintas subfamilias CYP (Trepanier, 2006).

La subfamilia CYP1A: El gen CYP1A2

Se ha comunicado que la subfamilia CYP1A esta muy conservada entre especies.
Incluye dos enzimas: CYP1Al y CYP1A2. Ambas han sido muy estudiadas dado que
se ha visto que tienen un papel importante en el metabolismo de dos familias grandes

de carcin6genos: Hidrocarburos aromaticos; arilaminas (Martignoni et al., 2006).

CYP1A2 se expresa principalmente en higado y poco en tejidos extra hepaticos en
humano, rata y ratén; mientras que en perro y mono, se expresa a niveles bajos en
animales no tratados. Pese a esto, existe una gran similitud en la secuencia
CYP1A2 esta

aproximadamente el 4% de las drogas existentes en el mercado (Martignoni et al.,

aminoacidica. En humanos, involucrada en el metabolismo de
2006). Contrariamente a lo que sucede en humanos, en caninos se han observado
diferencias farmacocinéticas entre individuos cuando se administran drogas que se
eliminan por medio de CYP1A2 (Whiterock et al., 2007; Kamimura et al., 2006).
Estudios previos en caninos describieron la mutacion CYP1A2 1117 C>T que produce
un codoén stop prematuro (Whiterock et al., 2007; Tenmizu et al., 2006; Mise et al.,

2004; Tenmizu et al., 2004).
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En la figura 3.2 se presenta la ubicacion en el cromosoma 30 del gen CYP1A2 en el
idiograma canino (programa MapViewer) y en la parte b un esquema indicando exones
e intrones del mismo. Consta de siete exones, da una proteina con 1778 residuos

aminoacidicos (Ensembl: www.ensembl.org).

(a)
1 £ 2 4 3 ] I g 2 18 oY 1z 13
14 15 1& 17 18 13 28 21 22 23 24 23 26
25 z8 23 24 i 32 23 24 23 26 3 38 #
Hits: 24
[ ]
Y Hr
2581 kb Forward strand me—
37.81Mb 37.82Mb 37.83Mb —
Genes.(Ensembl). sl Uy o 8 aamae Same E
CYPLAZ-201 >
contias
Genes.(Ensembl). [T ]
< LYL1-201
protein coding
37 81Mb 37.82Mb 37.83Mb
—=miReverse strand 25.81 kb
Gene Legend E protein coding

Figura 3.2. a. Se muestra la ubicacion del gen CYP1A2 en el idiograma canino

(busqueda realizada en el programa MapViewer: www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview). b.

Esquema del gen CYP1A2 mostrando sus exones e intrones.


http://www.ensembl.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview
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La familia CYP2B: El gen CYP2B11

En mamiferos se han identificado varias isoformas de la familia CYP2B. En humanos,
esta familia esta conformada por las proteinas CYP2B6 y -2B7. CYP2B6, gen ortélogo
del CYP2B11 canino, se expresa en higado y en algunos tejidos extrahepéticos. Este
gen esté involucrado en el metabolismo de cerca del 25% de los farmacos que se
encuentran en el mercado en la actualidad como algunos antitumorales y anestésicos.
También es responsable de algunos pro-carcinbgenos como ser un contaminante
ambiental, la aflatoxina B1. CYP2B6 presenta grandes diferencias entre individuos en
lo que se refiere a su expresion. Esto sugiere grandes diferencias entre individuos en

la respuesta a drogas metabolizadas por esta proteina (Martignoni et al., 2006).

La enzima CYP2B11 canina esta involucrada en el metabolismo de una gran cantidad
de sustancias entre las que se encuentran androstenediona y progesterona a nivel
endogeno, y propofol (anestésico) y ciclofosfamida (quimioterapico) a nivel exdégeno.
Como otros CYP, es inducido e inhibido por determinados farmacos. En el primer caso
es por fenobarbital y en el segundo por cloranfenicol, ketoconazol, diazepam y otras
drogas de uso en clinica veterinaria (Baratta et al., 2009). En particular, el propofol,
metabolizado por esta enzima, causa diferentes respuestas entre individuos. Estudios
previos han propuesto variaciones en el gen CYP2B11 como responsables de estas
diferencias (Wenker, 2009).

El gen CYP2B11 se expresa en el higado canino, representando alrededor del 10% de
los CYP hepaticos (Baratta et al.,, 2009). En esta especie se encuentra en el
cromosoma 1, consta de nueve exones y su producto es de 2951 residuos

aminoacidicos (ver figura 3.3).
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Figura 3.3. a. Se muestra la ubicacion del gen CYP2B11 en el idiograma canino

(busqueda realizada en el programa MapViewer: www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview). b.

Esquema del gen CYP2B11 mostrando sus exones e intrones.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview
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Razas caninas

Collie

www.mundoperros.es

Estos perros presentan un cardcter tranquilo y, en general, no presentan conductas
indeseables. Tienen facilidad para el aprendizaje y para el entrenamiento de
obediencia. No suelen ser agresivos con otros perros. Originalmente eran animales de
trabajo, en particular como perro pastor de ovejas. En la actualidad son buenos
animales de compafiia aunque mantienen su instinto inicial. Como guardianes no son
los mejores, aunque son aceptables. Esta raza presenta dos variedades, los perros de
pelo largo y los de pelo corto, siendo ésta la Unica diferencia existente entre ellas. Se
cree que estos animales, en un inicio se fueron desarrollando a partir de perros traidos

a Escocia por los romanos, estos animales se cruzaron con animales locales. Luego


http://www.mundoperros.es/raza-de-perros-collie-smooth/
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se fueron seleccionando animales durante cientos de afos. Originalmente trabajaban
con ganado (como se menciond previamente), “eran capaces de llevar el ganado a
pastar, defenderlo y devolverlo al corral sin la presencia del duefio.” Si en este
momento se les da la oportunidad, pese a su aspecto domeéstico, lo mas probable es

que estos perros sean capaces de volver a su trabajo inicial (www.fci.be).


http://www.fci.be/
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Labrador Retriever

i
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En la costa de Newfoundland se han visto pescadores con perros similares a
Labradores trabajando en la recuperacion de peces. Aqui se cree que se dio el origen

del Labrador. Son excelentes perros de agua, con un pelaje resistente a la misma.

Son perros con buen caracter, agiles. Tienen un excelente olfato y su labor de “cobrar
lo hace con delicadeza. Es un perro al que le atrae el agua, inteligente, adaptable,

vivaz y décil. No presenta rasgos de agresividad (www.fci.be).


http://www.fci.be/
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Cimarron Uruguayo

v/

/

Estos perros descienden de los perros que trajeron los colonizadores esparioles y
portugueses, que luego se cruzaron en la region. De estos cruzamientos es que
surgen los perros posteriormente. Originalmente, cumplian funciones de guardia en los
establecimientos rurales y trabajo con ganado. Son perros de tipo moloso, de talla
mediana, fuertes, compactos, con buena osatura, musculosos y agiles. Presentan un

caracter equilibrado y gran coraje (www.fci.be).

El estdndar completo de esta raza se presenta en el capitulo 2.


http://www.fci.be/
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Ovejero Aleman

El estdndar de esta raza se presenta en el capitulo 1.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar tres genes asociados a las diferencias en la respuesta farmacolégica en

caninos.

OBJETIVO PARTICULARES

o Estudiar 26 mutaciones puntuales (SNPs) pertenecientes a los genes MDR1,
CYP1A2 y CYP2B11 en cuatro razas de caninos (Cimarrén Uruguayo, Collie,

Labrador Retriever y Ovejero Aleman).
¢ Comparar los resultados obtenidos entre las cuatro razas estudiadas.

e Analizar cual/cuales de los SNPs estudiados pueden estar asociados a

diferencias en la respuesta en la terapia farmacoldgica.
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HIPOTESIS
e Los SNPs analizados se encuentran en las cuatro razas caninas estudiadas.

e Existen diferencias entre las razas Cimarrén Uruguayo, Collie, Labrador

Retriever y Ovejero Aleman entre los 26 SNPs estudiados.

e Algunos de los SNPs estudiados pueden emplearse como candidatos para

estudiar asociaciones con la respuesta farmacolégica.
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MATERIALES Y METODOS

Muestra analizada

Se estudiaron 120 caninos de las razas Collie, Labrador Retriever, Cimarron Uruguayo
y Ovejero Aleméan (30 animales por raza). Estos animales provinieron de las zonas
sur-sureste del pais (figura 3.4). De cada animal se obtuvo una muestra sanguinea
(entre 2-3cc) de la vena anterobraquial o de la safena. Se mantuvieron condiciones de
asepsia, se emplearon materiales estériles. La sangre se extrajo empleando EDTA
potasico como anticoagulante. Una vez obtenida la muestra, se mantuvo refrigerada o

congelada. Durante todo el procedimiento el animal estuvo con su propietario.

Extraccion de ADN

El aislamiento de ADN se realiz6 a partir de las muestras sanguineas obtenidas. Se
empled la técnica de acetato de amonio (ver anexo 1 del capitulo 1) o de fenol-

cloroformo-alcohol isoamilico en el caso de los cimarrones (anexo 1 del capitulo 2).



112

* Cimarrones
+ Collie

=~ Labradores
@ Ovejeros

(=7

Paysandu /Tacuarembo

Rio Negro

Figura 3.4. Se marcan los Departamentos de donde se extrajeron las muestras de

cada raza.

SNPs estudiados

Se estudiaron 26 polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) pertenecientes a tres
genes: MDR1, CYP1A2 y CYP2B11. De estos 26 SNPs, cinco corresponden al gen
MDR1, 20 al CYP1A2 y uno al CYP2B11. Para realizar el genotipado, se enviaron las
muestras de ADN obtenidas al servicio GeneSeek, Lincoln, Nebraska, EEUU, donde

se realizé el mismo. En la tabla 3.2 se presentan las muestras enviadas.
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Andlisis estadistico

Una vez obtenido el genotipo para cada uno de los 26 SNPs analizados, se realizo la
comparacion entre las diferentes razas estudiadas. Los programas empleados para
evaluar los SNPs fueron GENETIX, ARLEQUIN y SNPStat.

LABRADORES COLLIES OVEJERO ALEMAN CIMARRON
L1 c7 OAl Cl1

L2 C8 OA2 Cl2

L3 C9 OA3 Cl4

L4 C10 OA4 Cl7

L5 Ci11 OA5 Cli8

L6 C12 OA6 Cli4

L7 C13 OA7 Cl16

L8 Ci14 OA8 Cl17

L9 C15 OA9 Cl18

L10 C16 OA10 CI20

L11 C17 OAll Cl22

L12 C18 OA12 CI23

L13 C19 OA13 ClI25

L14 C20 OAl4 CI26

L15 c21 OA15 Cl27

L16 Cc22 OAl6 CI29

L17 C23 OAl7 CI30

L18 C24 OA18 CI31

L19 C25 OA19 CI32

L20 C26 OA20 CI33

L21 c27 OA21 34
L22 C28 OA22 35
L23 C29 OA23 CI36

L24 C30 OA24 CI38’

L25 C31 OA25 CI39

L26 C32 OA26 40
L27 C33 OA27 41
L28 C34 OA28 CI50

L29 C35 OA29 1
L30 C36 OA30 2

Tabla 3.2. Muestras enviadas a genotipar a GeneSeek.

El programa Genetix se emple6 para analizar los 26 marcadores genéticos
estudiados. Cada uno de los marcadores mencionados se identific6 con numeros
correlativos: Los cinco SNPs del locus ABCB1 (MDR1) se identificaron como SNP1 al
SNP5, los 20 SNPs correspondientes al locus CYP1A2 se identificaron como SNP6 al
SNP25y el SNP del locus CYP2B11 se identific6 como SNP26.

Para realizar el andlisis de busqueda de marcadores relacionados con el caracter

sensibilidad/resistencia a farmacos se utilizé6 el programa SNPStat (Iniesta et al.,
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2005). Este tipo de estudio puede realizarse con diferentes programas estadisticos y
aplicaciones web que se basan en analizar modelos de regresion logistica, que son los
gue normalmente se usan en estudios de casos y controles. Es importante mencionar
que los andlisis de asociacion se suelen emplear cuando se analiza un solo marcador
y en caso de que se estudien varios marcadores a la vez, se utiliza el andlisis de
haplotipos. El programa SNPStats es muy util cuando se dispone de un numero
moderado de SNPs, en torno a decenas (Iniesta et al., 2005). Se puede calcular de
forma sencilla teniendo en cuenta que un conjunto de n SNPs bialélicos generaran 2"
haplotipos potenciales. Las tasas de recombinacion hacen que el numero de
haplotipos que se generan generalmente sea mucho menor que ese maximo teérico.
Dado que el polimorfismo responsable de influir o modificar la expresion del caracter a
analizar es desconocido, habitualmente se realiza el andlisis de mdltiples loci
simultdneamente con el fin de identificarlo. Previo a realizar este estudio de
asociacion, se debe disponer de una poblacién control, en este caso los perros
cimarrones, en los que no se ha detectado el caracter a analizar: Reacciones adversas
a los farmacos administrados. Para tomar esta poblacion como control, se estudi6 el
equilibrio Hardy-Weinberg para todos los SNPs. Se tom6 como hipoétesis inicial que
cada SNP, por consiguiente cada locus, estaba en equilibrio. Para detectar
marcadores genéticos relacionados con el caracter a estudiar, hay que seleccionar los
casos con mayor probabilidad de ser portadores del o de los alelos implicados.
Diversos autores indican que la combinaciéon de haplotipos es la mejor opcion para
ésto, requiriéndose una estimacion por métodos estadisticos. Se debe considerar que
al estudiar SNPs de un mismo locus se puede dar “desequilibrio de ligamiento” dado
gue los haplotipos son un conjunto de alelos de varios loci que se heredan juntos. Ese
ligamiento causara un desequilibrio por la asociacién estadistica entre alelos de loci
cercanos. Este desequilibrio se genera por mutacién y por seleccion, tendiendo a
desaparecer en generaciones sucesivas por efecto de la recombinacion. Cuando se
analizan varios marcadores genéticos situados en un mismo cromosoma 0 en varios,
al estimar la frecuencia de cada haplotipo hay que tener en cuenta la desviacién de la
frecuencia esperada (D) debido al desequilibrio de ligamiento (DL). La correlacion que
exista entre varios alelos en cada haplotipo estard en funcion de ese valor de D. La
asociacion entre los polimorfismos estudiados (marcadores genéticos) por el DL
permite detectar la zona o zonas de interés (Loh et al., 2013; Reich et al., 2001). El
objetivo del analisis del desequilibrio de ligamiento es identificar polimorfismos de un

gen candidato que estén asociados al caracter analizado.
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RESULTADOS

En el Anexo 1 se muestran los genotipos obtenidos en cada una de las razas
estudiadas (Cimarrén Uruguayo, Collie, Labrador Retriever, Ovejero Aleman).

En el Tabla 3.5 se indican las frecuencias genotipicas para cada SNP y en los loci
correspondientes. Segun puede observarse, algunos de los SNPs se encuentran
fijados, variando en algunos de ellos, segun la raza:

e Collie: SNP19, SNP21, SNP22.
e Labrador: SNP2, SNP3, SNP4, SNP5, SNP19, SNP21, SNP22.

e Cimarron: SNP1, SNP2, SNP3, SNP4, SNP5, SNP8, SNP10, SNP11, SNP13,
SNP109.

e Ovejero: SNP1, SNP3, SNP4, SNP5, SNP17, SNP19.

En resumen, el Collie presento tres de los SNPs fijados, el Labrador Retriever siete, el

Cimarron diez y el Ovejero, seis (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Frecuencias genotipicas para cada raza.

A | B | & | U |k F | & | H 4+ ] kK | L MISSSUNES 9 | P |

1 Cimarran (n=25] Collie (n=23) Labrador (n=29) Pastor Aleman (n=29])
:! Frecuencia Frecuencia Frecuencia FI'EEL.IEr'IEiE.‘

3 [SNP 1 [(afa) 1 (A/G) 0O (G/G) 0O (Bf8) 0,73% (A/G)0,21v (G/G) 0,043 (a/8) 0,931 (A/G)0,06* (G/G) 0O (afa) 1 (8/G) 0 (G/G) 0O
4 [SNP 2 (afa8) O (8/T) O (T/T) 1 (afa) O (8/T) 0,044 (T/T) 0,957 (afa) O (8/T) O (T/T) 1 (Af8) 0,103 (AST) 0,24x (T/T) 0,655
5 [SNP3 (afa8) O (A/G) 0O (G/G) 1 (&/8) 0,04% (A/G)0,21x (G/G) 0,739 (afa) O (A/G) 0O (G/G) 1 (afa8) O (8/G) 0 (G/G) 1
6 |SNP & (Afm) 1 (A/G) O GfG) O (AfA) 0,043 (A/G) 0,21 (G/G) 0,739 (Afm) 1 (AfG) O G/G) D (a/m) 1 (A/G) O [G/G) D
7 |5MNP S (/T 1 (T/G) O (GfG) O (T/T) 0,739|(T/G)0,26% (G/G) 0 T 1 (T/G) O (G/G) O (T 1 IT/G) O (G/G) O
8 |SNPE (AfA) 0,318|(A/G) 0,182 (G/G) 0,5 (AfA) 0,933 (A/G) 0,06Y (G/G) O (AfA) 0,909 (A/G) O (G/G) 0,091 (AfA) 0,609 (A/G)0,21% (G/G) 0,174
9 |SNP T (afA) 0,85 |(4/G) 0,15 (G/G)O (AfA) 0,33% (A/G) 0,66Y (G/G) O (AfA) 0,625 (A/G) 0,25 | (G/G) 0,125 (a/a) 0,88 |(A/G)0D,12 |(G/G)O
10 |SNP &8 (T/T) 1 (/T O [c/cio (T/T) 0,082 (C/T)0,62% (C/C) 0,313 (T/T) 0,737 (C/T) 0,052 (C/C) 0,211 (T/T) 0,636 (C/T) 0,273 (C/C) 0,001
11 |SNP 9 (C/C) 0,292 (C/T)0708 (T/T)O (c/c) o (/T 1 (T/T) O (C/C) 0,167 (C/T)0722> (T/T)0,111 [C/C) 0,789 (C/T)021K(T/T)O
12 |5NP 10 (c/c) 1 (C/T)O (T/T) O (CfC) 0,26% (C/T)0,73% (T/T)O (C/C) 0,379 (C/T) 0588 (T/T) 0,035 [C/C) 0,207 (C/T) 0,793 (T/T) O
13 |5NP 11 (c/c) 1 (C/T)O (T/T) O (CfC) 0,288 (C/T)0,71 (T/T)O (C/C) 0,370 (C/T) 0,593 (T/T) 0037 [C/C) 0,273 (C/T)072H (T/T) O
14 |SNP 12 (T/T) 0,333 (T/G) 0,667 (G/G)O (T/T) O (T/G) 1 (G/G) 0O (T/T) O (T/G) 0,93 (G/G) 0,069 (T/T) 0,103 (T/G)0,29% (G/G)0O
15 |SNP 13 (AfA) 1 (AfG) O GfG) O (AfA) 0,04+ (A/G) 0,21 (G/G) 0,739 [AfA) 0,104| (A/G) 0,24 (G/G) 0,655 (A/A) 0,207 (A/G) 0,34Y (G/G) 0,448
16 |SMNP 14 (AfR) O (AfG) 1 [GfG) O (AfA) 0,052 (A/G) 0,73% (GfG) 0,210 (AfA) 0,207 (A/G) 0,62 (G/G) 0,172 (A/A) 0,286/ (A/G) 0,64 (G/G) 0,071
17 |SNP 15 (AfA) O (AfG) 0,667 (G/G) 0,333 (AfA) O (AfG) 0,86% (G/G) 0,131 (AfA) 0,069 (A/G) 0,75% (G/G) 0,172 [AJA) O (A/G) 0,89y (G/G) 0,104
18 |SMP 16 (AfA) 0,333 (A/G) 0,667 (G/G)0 (afa) 0,1 | (A/G)0OS |(G/G)O (AfA) 0,172 (A/G) 0,75% (G/G) 0,069 (A/A) 0,103 (A/G) 0,89y (G/G) O
19 |SMWP 17 (c/C) o84 (C/T) 016 (T/T) O (CfC) 0,95% (C/T) 0,04k (T/T) O (C/C) 0,793 (C/T) O20¢ (T/T) O (c/c) 1 IC/T) O (T/T) O
20 |SNP 18 (C/C) 0,32 (C/G)0BE (G/G)O (CfC) 0,72% (C/G) 0,278 (G/G) O (C/C) 0,655 (C/G)0,34% (G/G) 0O (C/C) 0,759 (C/G)0,24% (G/G) 0D
21 |SNP 13 (AfA) 1 (/GO (G/G) D (AfA) 1 (A/G) O (G/G) D (AfA) 1 (A/G) O (G/G) O (A/A) 1 (A/G) O (GfG) O
22 |5NP 20 (a/8) 0,348 (A/G) 0,652 (G/G)O (afa) O (8/G) 1 (G/G) 0O (afa) O (8/G) 0,93 (G/G) 0,069 (af8) 0,111 (A/G)0,88% (G/G) 0D
23 |5NP 21 (c/c) o (C/T) 0,333 (T/T) 0,667 (cfc) O (C/TIo (T/T) 1 (c/c) o (/T o (T/T) 1 (c/c) O C/T) 0,038 (T/T) 0,962
24 |SNP 22 (a/8) 0,333 (ASC) 0,333 (CfC) 0,333 (afa) O (a/C) o (c/c) 1 (afa) O (a/C)O (c/c) 1 (Af8) 0,103 (AfC) 0,483 (C/C) D414
25 |SNP 23 (AfR) O (AfC) 060 | (C/C)O,40 (AfA) O (A/C) 0,78% (C/C) 0,217 [AfR) O (AfC) 0,B2¥ (C/C)D,173 (AfA) O [A/C) 0,17¥ (C/C) 0,827
26 |SNP 24 (AfA) O (A/T) 0,625 (T/T) 0,375 (AfA) O (AT 1 (T/T)0 (AfA) 0,069 (&/T) 093 (T/TIO (AfA) O [&/T) 0,848 (T/T) 0,154
27 |SNP 25 (C/C) 0,526 (C/T)0474 (T/T)O (CfC) 0,210 (C/T)0,78% (T/T) O [c/C) o (C/T) 1 (T/T)O (C/C) 0,154 (C/T) 0,848 (T/T) O
78 IsMP 7R [AF8Y 0 (A/E10 167 IGARID R3S [afa) neDe (AfGY 0 34 (GAGYDDAS [AF8Y D AR3 (ASGI D ARY (G/GIT D N34 [afal narsliAfGinnad (GG 0
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Para comprobar la ausencia de consanguinidad en los animales analizados en cada
una de las cuatro razas caninas estudiadas se estimo el estadistico Fis. En la tabla 3.3
se presentan estos valores de Fis, para cada raza analizada. Como se indica en la
tabla, todos ellos dieron valores negativos, indicando la ausencia de endocria en los

animales estudiados.

Raza Fis IC (95%)

Cimarron Uruguayo -0,27243 (-0.47561 - -0.14080)
Collie - 0,52382 (-0.63804 - -0.43738)
Labrador Retriever -0,33678 (-0.55718 - -0.14448)
Ovejero Aleméan -0,41391 (-0.58617 - -0.29503)

Tabla 3.3. Valores de Fis para las cuatro razas estudiadas.

Para analizar la diversidad genética que presentan las cuatro razas estudiadas con
respecto a los 26 marcadores analizados, se realiz6 un Andlisis de Correspondencia.
Este mide la distancia genética entre individuos o entre poblaciones, etc. y permite
estudiar una variable cualitativa (raza) en funcién de otras (alelos). En este trabajo el
analisis se efectia a partir de una tabla de contingencia por raza en el que las filas
estan constituidas por la variable a explicar (raza) y las columnas el conjunto de
variables explicativas (los distintos alelos de cada locus). En la figura 3.6 se
representan las poblaciones considerando a todos los animales estudiados, de las
cuatro razas. En esta figura puede verse como los perros cimarrones, representados
en amarillo, se encuentran en una posicion mas alejada del resto de los animales de
las otras razas. También puede observarse como los animales pertenecientes a las
razas Collie, Labrador y Pastor Aleman, estan mucho mas mezclados entre ellos. Esto
ya indica que la raza Cimarrdn se encuentra mas alejada genéticamente del resto de
las otras tres razas analizadas. Cuando se analiza teniendo en cuenta a las razas
(cada animal perteneciente a su raza) los resultados son los que se ven en la Figura
3.7, donde se indican las distancias genéticas existentes para las cuatro razas

estudiadas. En esta figura se observa la mayor distancia genética para la poblacion de
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cimarrones respecto a las demas razas, las cuales también presentan diferencias

genéticas entre si, aunque menos marcadas.
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Figura 3.6. Distancia genética entre todos los animales estudiados.
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El analisis de los haplotipos y busqueda de marcadores relacionados con el caracter a
analizar se realiz6 con el programa SNPStat. El programa para comparar estos
haplotipos lo hace tomando una de las razas como control, en este caso el Cimarron
Uruguayo ya que no se han identificado reacciones adversas a farmacos en esta raza.
Para que pudiera ser empleada con este fin, se analizé si estaba en equilibrio. Se
realizd un test de equilibrio Hardy-Weinberg, mediante el cual se pudo estimar que
todos los loci resultaron estar en equilibrio. Cinco de ellos presentaron una
probabilidad de 0,05 < P < 0,10.

El programa informatico toma los haplotipos mas frecuentes como una categoria de

referencia y los haplotipos “raros” se agrupan todos juntos.

El nimero de combinaciones posibles de haplotipos teéricamente serian 2%, pero
como se ha indicado con anterioridad, hay muchos factores que impiden la formacion
del maximo teérico, entre los cuales se encuentra el proceso de recombinacion
genética. De esta forma, con frecuencia mayor al 1% se identificaron 12 haplotipos en
Cimarrén, 19 en Collie, 22 en Labrador y 18 en Pastor Aleman. Para cada una de las
razas, el haplotipo mas frecuente se toma como haplotipo 1. En la tabla 3.4 se
muestran los dos haplotipos mas frecuentes para cada raza. El resto de haplotipos en
todos los casos fueron menores al 10%.
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Raza Haplotipo | SNPs Frecuencia
H1 ATG ATG ATC CCT AAG ACC AAT ACT CG 0,34
Cimarrén
H2 ATG ATA ATT CCG AGA GCG AGT CAA TG 0,2133
H1 ATG ATA ATT CCT GGG ACC AGT CAA CA 0,3219
Collie
H2 ATG ATA GCC TTG GAA GCC AAT CCT TA 0,0903
H1 ATG ATA ATC CCT GGG ACC AAT CAT CA 0,3621
Labrador
H2 ATG ATA ACC CCT GAG ACC AAT CCT CA 0,069
H1 ATG ATA ACC CCT GAG ACC AAT CCT CA 0,1653
Ovejero
H2 ATG ATA ATC TTG GGA GCC AGT CCA TA 0,1328

Tabla 3.4. Haplotipos mas frecuentes en cada raza.

Es importante ver que en la raza Cimarrén Uruguayo el haplotipo mas frecuente,
identificado como haplotipo 1 (Tabla 3.4), presenta una frecuencia de 0,34 indicando
que el 34 % de todos los animales, es decir algo mas un tercio de todos ellos,
presentan este haplotipo. En el caso de la raza Collie, el haplotipo nimero 1, diferente
al haplotipo niumero 1 de la raza Cimarrén, se presenta con una frecuencia de 0,3219,
y en el caso de la raza Labrador, su haplotipo nimero 1, se presenta con una
frecuencia de 0,3621. Como se observa en esta misma tabla, la raza Ovejero,

presenta frecuencias mucho mas bajas para cada haplotipo.

El analisis de asociacion para cada SNP se realiza por variable de respuesta binaria,
el analisis de regresion logistica se resume con las frecuencias genotipicas,
proporciones, odds ratio (OR) (cociente de probabilidades) y un intervalo de confianza
(IC) de 95%. Este cociente de probabilidades u odds ratio es la razon entre la
probabilidad de que el marcador esté relacionado con el caracter buscado (p) en este
caso con la mayor sensibilidad a los farmacos, y la probabilidad de que no lo esté (1-
p), es decir OR = p/1-p (Gutiérrez &Camacho, 2012).

Todos esos datos se obtuvieron para todos los animales y todos los loci estudiados.

Como ejemplo, en el Tabla 3.5 se muestran los resultados para el SNP9.
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Asociacion del SNP9 con el estado de respuesta (n=81, crude analysis)

_ |status=0- |status=1- OR (95%P-
Modelo Genotipo AIC |BIC
Control Case Cl) value
Ci/C (29.2%) (31.6%) 1.00
0.85 (0.30-
, CIT (70.8%) (64.9%)
Codominante 2.41) 0.47 102.9 110.1
NA (0.00-
T/IT 0 (0%) 2 (3.5%)
NA)

Tabla 3.5.a. Asociacion del SNP9 con el estado de respuesta.

Teniendo en cuenta que el p value o valor de significancia, busca probar que existe
una diferencia real, por ejemplo entre los dos grupos estudiados: que esté asociado a
la mayor sensibilidad a los farmacos (p) y que no esté relacionado con dicho caracter
(1-p), y ademés que esta diferencia no es al azar. De forma arbitraria y por convenio,
se adopta el valor del 5% o del 0.05 como limite. Cuanto menor sea la p, es decir,
cuanto menor sea la probabilidad de que el azar pueda haber producido los resultados
observados, mayor sera la tendencia a concluir que la diferencia realmente existe. Si
los resultados estadisticos son mayores a 0.05 no hay diferencia significativa y si los
resultados estadisticos arrojan una p de 0.05 o menos, quiere decir que hay diferencia
estadisticamente significativa. Ya que la hipétesis nula de la que se parte es que no
hay asociacion entre el marcador genético SNP y el caracter mayor sensibilidad a los
farmacos. En el Tabla 3.5 b, se muestran los resultados obtenidos para la asociacion
del marcador genético SNP2 con el caracter buscado. En ella puede observarse cdémo
la diferencia es significativa, es decir p < 0,05, luego se rechaza la hip6tesis nula de no

asociacion y se acepta que dicho marcador si esta asociado al caracter.
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Asociacion del SNP2 con el estado de respuesta (n=106, crude analysis)

_ |status=0- |status=1- OR (95%P-
Modelo Genotipo AIC |BIC
Control Case Cl) value
TIT (100%) (86,4%) 1.00
NA (0,00-
) AIT (0%) (9.9%)
Codominante NA) 0.043 |115,5 {1235
NA (0.00-
AIA (0%) (3.7%)
NA)

Tabla 3.5b. Estudio de la asociacion del SNP2 con el estado de respuesta.

Segun los resultados obtenidos, hay 15 SNPs indicativos de sensibilidad a drogas:
SNP2, SNP6, SNP8, SNP10, SNP11, SNP12, SNP13, SNP14, SNP18, SNP20,
SNP21, SNP22, SNP24, SNP25 y SNP26. El marcador genético SNP2 pertenece el
gen ABCB1; los marcadores SNP6, SNP8, SNP10, SNP11, SNP12, SNP13, SNP14,
SNP18, SNP20, SNP21, SNP22, SNP24 y SNP25 corresponden al gen CYP1A2 y por
altimo, el marcador SNP26 pertenece al gen CYP2B11. Cualquiera de ellos puede

considerarse candidato para estudiar sensibilidad a drogas.
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=106)

Estimacion de la frecuencia de los haplotipos (n

NA
NA

0.2133
NA
0.06
NA

0

0.08
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
0.03

0.0627
0.0302
0.0285
0.0274
0.023

0.0196
0.0192
0.0189
0.0183
0.0174
0.0174
0.0155
0.0146
0.0123
0.0119
0.0117
0.0117

A

G
G
A
A
A

G
G
A

G
A
A
A
A
A
A

G

A
A

A

10(A

11|A

12|A

13(A

14|A

15|A

16(A

17|A

18(A

19|A

Tabla 3.6. Frecuencia de cada haplotipo.
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DiscusION

Existen numerosos trabajos en genes involucrados en la respuesta de los animales a
los tratamientos farmacoldgicos. Entre estos genes, de los méas estudiados son el gen
MDR1 de la superfamilia de transportadores de membrana ABC y los genes
involucrados en el metabolismo farmacolégico como ser el CYP2B11 y el CYP1A2 de
la superfamilia del citocromo P450 (Wenker, 2009; Mealey, 2006; Trepanier, 2006;
Kamimura et al., 2006; Mise et al., 2004; Neff et al., 2004). El andlisis de estos genes
se fue dando al ver en qué forma inciden en los caninos en la respuesta
farmacoldgica, encontrdndose relacionados a gran numero de farmacos empleados

ampliamente en la Clinica Veterinaria.

En los genes estudiados diversos autores comunicaron polimorfismos asociados a un

cambio funcional de las proteinas producto:

o Enlo que se refiere al gen MDR1, la mutacién mdrl-14, es responsable de que
a numerosas razas caninas no se le puedan administrar determinados
farmacos. Por otra parte, es un gen relacionado a la falta de respuesta con
tratamientos antitumorales, hecho muy estudiado en humanos. Distintos
autores estan estudiando este punto en caninos (Gramer et al., 2013; Nakaichi
et al.,, 2007). Mizukami describe un SNP asociado a la resistencia al
tratamiento con fenobarbital en perros de raza Border Collie que presentan

epilepsia idiopatica.

e En lo que respecta al gen CYP1A2, se conocen diferentes cambios puntuales
en el mismo. En particular, diversos autores han estudiado el SNP CYP1A2
1117 C>T, causante de una proteina no funcional, dado que se trata de una
mutacién sin sentido, produciéndose un codoén stop prematuro (Whiterock et
al., 2007; Mise et al., 2004; Tenmizu et al., 2004).

o Wenker describe diversos SNPs en el gen CYP2B11, tres de ellos en regiones
codificantes mientras que dos de ellos se ubican en intrones. La particularidad

de este trabajo es que encuentra diferencias entre razas.

En este trabajo se estudiaron 26 SNPs pertenecientes a los tres genes mencionados
(MDR1, CYP1A2 y CYP2B11) en 120 animales de cuatro razas diferentes. De los 30
animales que se estudi6 el genotipo en cada una de las cuatro razas, efectivamente se
obtuvo el genotipo de 25 Cimarrones, 23 Collie, 29 Labradores y 29 Ovejeros
Alemanes. El primer elemento a considerar en los resultados obtenidos es la diferencia

en las frecuencias genotipicas en cada raza. Particularmente se nota la cantidad de
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SNPs fijados en cada una de ellas, siendo la que presenta mas SNPs en esta
situacion el Cimarrén, con diez de los marcadores monomorficos. Por otra parte,
respecto de los estudios de distancia genética, esta raza es la que se encuentra mas
alejada. La particularidad que tiene el Cimarrén Uruguayo con respecto a las otras tres
razas estudiadas es que es una raza mas “nueva”’, reconocida por la FClI mas
recientemente. El interés de criar animales de la raza ha crecido notoriamente en los
ultimos afios, por lo que es relativamente reciente la seleccidén intensiva en estos
perros. El Collie, el Labrador y el Ovejero son razas que llevan mas tiempo siendo
seleccionadas. De todas formas, las cuatro razas se diferencian bien, lo que es
previsible si se considera que los cruzamientos se dan entre perros de la misma raza,
seleccionando por caracteristicas intrinsecas a la raza que corresponda. A esto se
suma el hecho de que las cuatro razas son bien diferentes. Las Unicas dos que estan
dentro del mismo grupo son el Collie y el Ovejero Aleman, dentro del grupo de los
perros pastores. Sin embargo, presentan diferencias importantes entre ellas, el Collie

€s una raza britanica, mientras que el Ovejero Aleman es una raza continental.

Otro enfoque de este trabajo fue empleando diferentes programas estadisticos con el
fin de analizar si alguno de los SNPs es candidato como para estudiar la posible
asociacion con la respuesta a farmacos. Dado que los 26 SNPs trabajados pertenecen
a tres genes, se trabajo también con haplotipos. Cuando se estudian las posibles
interacciones con los haplotipos en lugar de con SNPs independientes, se contribuye
notablemente al analisis genético epidemioldgico (Solé et al., 2006). De estos analisis
surgié que 15 de los 26 SNPs estudiados pueden ser candidatos a estudio de las
diferencias en la respuesta farmacolégica. Para realizar estos estudios, de las razas
estudiadas, el Cimarron Uruguayo se us6 como control por no haberse identificado en
ellos respuestas adversas a farmacos. Con estos animales se compararon las otras

razas estudiadas (Collie, Labrador Retriever, Pastor Aleman).

Los diferentes resultados obtenidos revisten un gran interés dado que se estudiaron
cuatro razas caninas no relacionadas entre si. Una de ellas es la Unica raza canina
autéctona de nuestro pais. La mayoria de los estudios que se realizan a nivel
internacional son en la raza Beagle, por lo que hay poca informacion de otras razas.
La especie canina presenta un interés particular por las grandes diferencias que hay
entre muchas de las mas de 400 razas reconocidas a nivel mundial. Por otra parte, si
se considera que es una de las pocas especies de interés veterinario que completa su
ciclo vital, contrariamente a lo que sucede con las especies productivas, es una de las

especies (sin considerar roedores) que mas se usa como modelo de lo que sucede en



129

humanos. Esto pasa tanto en la industria farmacéutica como también en lo que

respecta a enfermedades.



ANEXO 1. RESULTADOS DE GENOTIPOS.

CIMARRON URUGUAYO

Sample [D

CiL

Cli4
Cli6
cir
Clig
R

Ci20
Ci22
Ci23
Ci2s
Ci26
crr
19
CI30
Ci31
Cl32
Cl33
CI36
Cl3g
Cl39
Cld

Cls0
cin

Cig

1
2
34
3%
40
4

26CR
2%
23
2
2%
24
23
23
2
24
25
25
il
24
2%
23
2
2%
2%
19
2%
2
24
23
2%
5
24
23
2%
25
23

96.15%
88.46%
100.00%
96.15%
92.31%
88.46%
88.46%
100.00%
92.31%
96.15%
96.15%
80.77%
92.31%
96.15%
88.46%
100.00%
96.15%
96.15%
73.08%
96.15%
88.46%
92.31%
88.46%
96.15%
19.23%
92.31%
88.46%
92.31%
96.15%
88.46%
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ANEXO 1. RESULTADOS DE GENOTIPOS (CONTINUACION).

COLLIE

Sample ID
c10
Cl1
C12
C13
Cl4
C15
Cl6
c17
C18
C19
Cc20
c21
c22
c23
c24
C25
C26
c21
C28
Cc9
C30
c31
C32
C33
C34
C35
C36
c7
c8
C9

26CR

92.31%
96.15%
100.00%
42.31%
96.15%
42.31%
92.31%
96.15%
96.15%
100.00%
100.00%
100.00%
96.15%
100.00%
92.31%
100.00%
92.31%
92.31%
100.00%
92.31%
100.00%
100.00%
100.00%
84.62%
100.00%
100.00%
19.23%
50.00%
46.15%
46.15%
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ANEXO 1. RESULTADOS DE GENOTIPOS (CONTINUACION).

LABRADOR RETRIEVER

Sample ID
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L10
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ANEXO 1. RESULTADOS DE GENOTIPOS (CONTINUACION).

OVEJERO ALEMAN
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DISCUSION GENERAL

En esta Tesis se estudiaron cuatro genes asociados a la respuesta de la especie

canina a los tratamientos farmacologicos realizados en la Clinica Veterinaria. Uno de

ellos, MDR1, pertenece a la superfamilia ABC de proteinas transportadoras de
membrana. Tres de ellos, CYP2D15, CYP1A2 y CYP2B11, pertenecen a la
superfamilia del citocromo P450 relacionados con procesos metabdlicos. Estos genes,

en trabajos previos en esta especie, ya se han visto involucrados en diferentes tipos

de respuestas farmacoldgicas (Bissonette et al., 2008; Mealey, 2006; Trepanier, 2006;

Mise et al., 2004; Neff et al., 2004). En este trabajo, se estudi6 la presencia de

diferentes polimorfismos en estos genes:

En el capitulo 1 se analizé la presencia de la mutacién mdr1-1A del gen MDR1
en cuatro razas caninas (Ovejero Aleman, Dobermann, Galgo y Border Collie),
descartandose su presencia en las muestras de los animales analizados. Esto
puede haberse debido, primariamente, a que la mutacibn mencionada se
encuentre en una frecuencia muy baja en las razas estudiadas 6 al bajo
namero de animales que se pudo analizar en alguna de las razas. Los
resultados de este capitulo se presentan en el trabajo “Andlisis de la
mutacién mdrl-1A del gen mdr1 en cuatro razas caninas en Uruguay” que

fue aceptado en la revista MVZ Cérdoba.

El capitulo 2 hace referencia a variaciones en la secuencia de los exones 6y 7
del gen CYP2D15, existentes entre diferentes caninos de la raza Cimarrén
Uruguayo. Principalmente se trata de mutaciones puntuales aunque también se
discute, en el caso del exén 6, la presencia de diferencias en la secuencia
entre dos de las muestras estudiadas respecto de los demas animales. En
referencia al exén 7, se discute la presencia de diferentes SNPs. Resultados de
este capitulo se comunican en el trabajo: Gagliardi R, Llambi S, Arruga MV.
(2011) Estudio molecular del gen CYP2D15 (citocromo P450 2D15) en el
perro Cimarrén Uruguayo. AICA Vol. 1: 313-315.

En lo que respecta al capitulo 3, se estudiaron 26 SNPs existentes en tres
genes: MDR1, CYP1A2 y CYP2B1ll1l. Se compararon entre cuatro razas
caninas (Ovejero Aleman, Labrador Retriever, Collie y Cimarréon Uruguayo),
encontrandose diferencias respecto de las frecuencias de estos SNPs y cuales
se encuentran fijados en cada una de las razas mencionadas. Por otra parte se
realizaron andlisis de distancias genéticas, encontrandose que el Cimarrén

Uruguayo es el que presenta una distancia mayor con respecto a las otras
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razas. También se discute la posible asociacion de los SNPs analizados con
diferencias en las respuestas farmacoldgicas, habiéndose encontrado que 15
de ellos son candidatos a estudiarse como asociados a las diferencias
mencionadas. Parte de los resultados obtenidos en este capitulo se presentan
en el trabajo: Gagliardi R, Llambi S, Arruga MV. (2014) Estudio de
mutaciones puntuales en el gen de resistencia multiple a drogas en
caninos de Uruguay. AICA Vol. 4: 132-134. Los trabajos “SNP genetic
polymorphisms of MDR- 1, CYP2B11 and CYP2D15 genes in four canine
breeds to study possible influence on toxicological evaluations” y “Study
of different genetic markers (SNPs) in three genes (ABCB1A, CYP1A2 and
CYP2B11) related to drug resistance behaviour in canine populations” que
estan siendo evaluados en este momento, presentan otros resultados de este

capitulo.
Los trabajos que ya han sido publicados se adjuntan a la Tesis.

Los estudios en farmacogenética, ya llevan un tiempo en Medicina humana. No se ha
dado la misma situacion en Medicina Veterinaria. Los primeros estudios realizados han
estado relacionados al gen MDR1 por su papel en diversos aspectos de suma
importancia en la clinica, como ser en determinados tratamientos antitumorales
(Tomiyasu et al., 2014; Wu et al., 2014) y antiparasitarios (Geyer et al., 2005; Neff et
al., 2004; Mealey et al., 2001). Mas tardiamente se ha comenzado a estudiar la familia
del citocromo P450 de metabolismo fase 1 (Nishimuta et al., 2013). La informacién
respecto de otras enzimas metabdlicas es escasa asi como sobre otro de los puntos
importantes como son las proteinas blanco donde los farmacos cumplen su funcion.
En nuestro pais, existen pocos estudios asociados a la Farmacogenética,
particularmente en especies de animales domésticos. Particularmente, en caninos, se
comenzaron a realizar estudios vinculados a esta linea en el perro Cimarrén Uruguayo
en el Area Genética de Facultad de Veterinaria. Teniendo en consideracion
Gnicamente aspectos que involucran a la Clinica Veterinaria, estos estudios permitirian
ir legando al objetivo planteado ya en humanos, lograr una terapia individualizada al
paciente que corresponda. Los beneficios de llegar a este fin redundan en un
tratamiento mas adecuado para el paciente y, lo que no es poco importante, un

descenso en los costos para el propietario e incluso para la Clinica Veterinaria.

Si, por otra parte, se considera la importancia que cada especie de animal doméstico
presenta para el humano, interesa incrementar la cantidad de estudios relacionados a
las respuestas farmacoldgicas. Si se toman en cuenta los animales de compaifiia,

como en este caso los caninos, presentan importancia desde el punto de vista clinico
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y, para el propietario, afectivo. A esto se suma un punto sumamente importante: son
una de las especies, no roedor, que mas se emplea como modelo animal para
extrapolar lo que sucede en el humano (Nishimuta et al., 2013; Fleischer et al., 2008;
Bogaards et al., 2000). Si se consideran las especies de produccion, los genes
asociados a metabolismo y transporte de drogas representan un factor muy importante
en lo que respecta a los tiempos de espera en el consumo de los subproductos de
origen animal

(http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena alimentaria/subseccion/residuos medi

camentos veterinarios.shtml).

En resumen, tomando en cuenta los distintos factores mencionados, esta Tesis brinda
informacién de lo que sucede a nivel molecular en el analisis de secuencias de genes
de transporte y metabolismo de farmacos en siete razas caninas en nuestro pais.
Estos datos estan siendo difundidos por medio de articulos publicados en revistas
arbitradas, que se anexan al capitulo correspondiente. También se han comunicado en
el libro “Conociendo al Cimarron Uruguayo” y en otros medios de difusion general.
Finalmente, sumado a lo que se menciona en “Perspectivas”’, en este momento se
estan coordinando diferentes instancias para seguir haciendo llegar los resultados a
sus usuarios finales: criadores, Médicos Veterinarios, propietarios de mascotas, etc.


http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena_alimentaria/subseccion/residuos_medicamentos_veterinarios.shtml
http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena_alimentaria/subseccion/residuos_medicamentos_veterinarios.shtml

141

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS (DISCUSION GENERAL)

e Bissonnette S, Paradis M, Daneau |, Silversides D. (2008) The ABCB1-1A
mutation is not responsible for subchronic neurotoxicity seen in dogs of non-
collie breeds following macrocyclic lactone treatment for generalized
demodicosis. Veterinary Dermatology 18: 60-66

e Bogaards J, Bertrand M, Jackson P, Oudshoorn M, Weavers R, van Bladeren
P, Walther B. (2000) Determining the best animal model for human cytochrome
P450 activities: a comparison of mouse, rat, rabbit, dog, micropig, monkey and
man. Xenobiotica 30: 1131-1152

o Fleischer S, Sharkey M, Mealey K, Ostrander E, Martinez M. (2008)
Pharmacogenetic and Metabolic Differences Between Dog Breeds: Their
Impact on Canine Medicine and the Use of the Dog as a Preclinical Animal
Model. The AAPS Journal 10: 110-119

o Geyer J, Doring B, Godoy J, Leidolf R, Moritz A, Petzinger E. (2005) Frequency
of the nt230 (del4) MDR1 mutation in Collies and related dog breeds in
Germany. J. vet. Pharmacol. Therap. 28: 545-551

o Mealey K, Bentjen S, Gay J, Cantor G. (2001) Ivermectin sensitivity in collies is
associated with a deletion mutation of the mdrl gene. Pharmacogenetics 11:
727-733

o Mealey K. (2006) Pharmacogenetics. Vet. Clin. Small Anim. 36: 961-973

e Mise M, Hashizume T, Matsumoto S, Terauchi Y, Fujii T. (2004) Identification of
non-functional allelic variant of CYP1A2 in dogs. Pharmacogenetics 14: 769-
773

o Neff M, Robertson K, Wong A, Safra N, Broman K, Slatkin M, Mealey K,
Pedersen N. (2004) Breed distribution and history of canine mdrl-714, a
pharmacogenetic mutation that marks the emergence of breeds from the collie
lineage. PNAS 101: 11725-11730

¢ Nishimuta H, Nakagawa T, Nomura N, Yabuki M. (2013) Species differences in
hepatic and intestinal metabolic activities for 43 human cytochrome P450

substrates between humans and rats or dogs. Xenobiotica, Early Online: 1-8



142

e Tomiyasu H, Goto-Koshino Y, Fujino Y, Ohno K, Tsujimoto H. (2014) Epigenetic
regulation of the ABCB1 gene in drug-sensitive and drug-resistant lymphoid
tumour cell lines obtained from canine patients. The Veterinary Journal 199:
103-109

e Trepanier L. (2006) Cytochrome P450 and its Role in Veterinary Drug
Interactions. Vet. Clin. Small Anim. 36: 975-985

e Wu Q, Yang Z, Nie Y, Shi Y, Fan. (2014) D.Multi-drug resistance in cancer
chemotherapeutics: Mechanisms and lab approaches Cancer Letters 347: 159—
166

e http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena alimentaria/subseccion/residuo

s medicamentos veterinarios.shtml: Consultada en Julio, de 2014.

Las imagenes donde no figura direccion URL son propias.


http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena_alimentaria/subseccion/residuos_medicamentos_veterinarios.shtml
http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/web/cadena_alimentaria/subseccion/residuos_medicamentos_veterinarios.shtml

143

CONCLUSIONES
Del trabajo realizado en esta Tesis pueden sacarse una serie de conclusiones:

e Exceptuando el banco de ADN de perros cimarrones, ya existente en el
laboratorio, se conformaron bancos de ADN de seis razas caninas.

e Capitulo 1: en principio, la mutacion mdrl-1A del gen MDR1 no se encuentra
en ninguna de las cuatro razas analizadas (Ovejero Aleman, Dobermann,

Galgo y Border Collie).

e Capitulo 2: tanto para el exén 6 como para el exén 7 del gen CYP2D15, existen

polimorfismos entre los distintos caninos de raza Cimarrén Uruguayo.
e Capitulo 3:

e Existen diferencias respecto de los SNPs que estan fijjados en las
cuatro razas estudiadas (Ovejero Aleman, Labrador Retriever, Collie,
Cimarron Uruguayo).

e Dados los valores de Fis negativos presentados por las muestras de las
cuatro razas estudiadas, se estaria descartando endocria en los

animales estudiados.

e La raza Cimarron Uruguayo presenta una distancia genética mayor

respecto de las demas razas estudiadas.
e Los haplotipos mas frecuentes difieren entre las cuatro razas.

. De los 26 SNPs estudiados, 15 de ellos pueden ser indicativos de
sensibilidad a drogas. Uno perteneciente al gen MDR1, uno al
CYP2B11, y los deméas pertenecientes al gen CYP1A2.

El aporte de la presente Tesis se da en diferentes aspectos:

¢ Razas estudiadas: La raza que se emplea rutinariamente en estudios de esta
clase suele ser la raza Beagle. En esta Tesis se trabajé con otras siete razas

caninas.

e Una de las razas estudiadas, el Cimarron Uruguayo, es la Gnica raza canina
autéctona de nuestro pais, por lo que el trabajo realizado continda promoviendo

y aportando datos sobre estudios en la misma.

e En el caso de la raza Dobermann, donde se han descrito reacciones adversas
al antiparasitario ivermectina, es uno de los trabajos donde se estudian mayor

cantidad de animales.
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Se estudiaron genes que ademas de estar involucrados en diferentes

respuestas farmacologicas, se han visto asociados a diferentes patologias.

En particular, en el tercer capitulo, se obtiene informacion sobre el posible
estudio de 26 SNPs como candidatos a analizar en asociaciones con

diferencias en la respuesta a farmacos.

Los resultados obtenidos se estdn comunicando por diferentes vias (simposios,
revistas arbitradas, etc) de forma que lleguen a distintos actores: Clinica
Veterinaria, criadores de diferentes razas caninas, propietarios de animales, etc,

a quienes interesan los mismos.
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PERSPECTIVAS

En los aspectos concretos que refieren a los trabajos relacionados a genes asociados
a respuestas a terapias farmacoldgicas, se pretende continuar con el estudio de los

mismos de diferentes maneras:

Continuar con el estudio de diferentes genes relacionados a las respuestas

farmacoldgicas.

e Incrementar el nimero de animales estudiado por raza y el nimero de razas

estudiadas.

e En el caso del gen CYP2D15, analizar si las diferencias encontradas pueden

tener efecto sobre la proteina formada.

e Estudiar animales que ya hayan presentado respuestas adversas a

tratamientos farmacoldgicos (estudios de asociacion fenotipo/genotipo).

e Profundizar en el estudio de lo que pasa en especies de interés veterinario

respecto a los tratamientos antitumorales.

e Realizar estudios en conjunto con el Hospital Veterinario y con Clinicas

particulares.

e Trabajar en conjunto con criadores de diferentes razas en los aspectos de

respuestas farmacologicas que correspondan a cada una de ellas.

e Difundir los resultados de los diferentes estudios entre interesados en la
tematica (Médicos Veterinarios, criadores de las diferentes razas, propietarios

de mascotas, estudiantes).

Ademas del dltimo punto de difusi6bn mencionado, se debe considerar que esta Tesis
esta afianzando una linea que se ha ido desarrollando en los Gltimos afios en el Area
Genética de la Facultad de Veterinaria. Esto brinda la posibilidad de que se sigan
realizando estudios en el marco de la misma, de diferentes formas, entre las que se
consideran tesis de grado y postgrado. Desde otro punto de vista, el trabajar con el
Hospital de Facultad de Veterinaria y con Clinicas particulares estaria dando la
posibilidad de que los resultados que se obtengan lleguen, en Ultima instancia, hasta

los usuarios finales de esta informacion: Propietarios de mascotas, criadores, etc.



