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RESUMEN 

Esta tesis basada en 3 artículos investigó aspectos moleculares de los tumores de mama 

en caninos. En el artículo 1 se estudió la región del intrón 9-10/exón 10 del gen BRCA1 

de muestras de sangre las cuales fueron enviadas para su secuenciación. Se estudió a nivel 

poblacional y evolutivo, polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) localizados en una 

región de corte y empalme del exón más grande del gen BRCA1 en una población de 

perras con distintos tipos histopatológicos de tumores mamarios. Concluimos que las 

mutaciones en esta región de splicing del mayor exón de BRCA1 no estarían relacionadas 

con la aparición de tumores mamarios en caninos en este grupo de animales. En el 

artículo 2 se estudió una muestra poblacional emparentada de 4 razas de caninos con 

antecedentes familiares de tumores de mama. Se extrajo sangre de los animales para 

análisis moleculares de ADN, para amplificar las regiones de interés en los genes BRCA1 

y BRCA2, identificando mutaciones relevantes. Los productos de PCR fueron 

confirmados mediante electroforesis en gel y enviados para secuenciación. Las secuencias 

obtenidas fueron analizadas utilizando el software BioEdit, comparando los individuos 

con y sin tumores. Como resultado, se encontraron variantes previamente descritas en 

Ensembl, pero no se hallaron nuevas variantes en las secuencias analizadas. En el artículo 

3 se comparó el nivel de metilación global del ADN entre tejido tumoral y tejido mamario 

sano de 11 perras enteras con tumores de mama. Ambos tipos de tejido fueron extraídos 

durante la cirugía, y se realizó la estadificación clínica y clasificación histopatológica de 

los mismos. A partir de muestras pareadas de tejido tumoral y tejido mamario sano de 

cada animal, se extrajo ADN y se determinaron los niveles de metilación genómica global 

mediante cuantificación relativa de 5-metil 2-desoxicitidina (5mdC) utilizando HPLC. 

Los resultados revelaron una hipometilación global del ADN en el tejido tumoral en 

comparación con el tejido mamario sano (P < 0.05). Esta diferencia fue más pronunciada 

en tumores de alto grado histopatológico, caracterizados por un comportamiento clínico 

agresivo y una elevada tasa de metástasis. Este trabajo resalta la importancia de continuar 

con esta línea de investigación que a futuro se pueda usar la metilación global del ADN 

como biomarcador para dar un pronóstico más certero de esta enfermedad. 
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ABSTRACT 

This work, based on three articles, investigated molecular aspects of canine mammary 

tumors. Article 1 studied the intron 9-10/exon 10 region of the BRCA1 gene in blood 

samples submitted for sequencing. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in a 

splice region of the largest exon of the BRCA1 gene were studied at the population and 

evolutionary level in a population of female dogs with different histopathological types 

of mammary tumors. We concluded that mutations in this splice region of the largest 

BRCA1 exon would not be related to the occurrence of canine mammary tumors in this 

group of animals. Article 2 studied a population sample from four families of dogs with 

a history of mammary tumors. Blood was drawn from the animals for molecular DNA 

analysis to amplify regions of interest in the BRCA1 and BRCA2 genes, identifying 

relevant mutations. PCR products were confirmed by gel electrophoresis and sent for 

sequencing. The sequences obtained were analyzed using BioEdit software, comparing 

individuals with and without tumors. As a result, variants previously described in 

Ensembl were identified, but no new variants were found in the analyzed sequences. In 

In Article 3, the global DNA methylation level was compared between tumor and healthy 

mammary tissue from 11 intact female dogs with mammary tumors. Both types of tissue 

were removed during surgery, and clinical staging and histopathological classification 

were performed. From paired samples of tumor and healthy mammary tissue from each 

animal, DNA was extracted, and global genomic methylation levels were determined by 

relative quantification of 5-methyl 2-deoxycytidine (5mdC) using HPLC. The results 

revealed global DNA hypomethylation in tumor tissue compared with healthy mammary 

tissue (P < 0.05). This difference was more pronounced in high-grade tumors, 

characterized by aggressive clinical behavior and a high metastasis rate. This work 

highlights the importance of continuing this line of research so that global DNA 

methylation can be used as a biomarker in the future to provide a more accurate prognosis 

for this disease in dogs. 
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ABREVIATURAS 

 

 
ADN: Ácido desoxirribonucleioco. 

BRCA1 / 2: Genes 1 y 2 del cáncer de mama 

CMT: Tumor mamario canino. 

DNMT: enzimas ADN-metiltransferasas 

H&W: Equilibrio de Hardy-Weinberg 

HBC: Tumor mamario en humanos 

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución 

HDAC: histona desacetilasa 

Indels: inserción o deleción 

lncRNA: ARN largos no codificantes 

miRNAs: microcroRNAs 

OMS: Organización mundial de la Salud. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 

RE: receptor de estrógeno. 

SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido. 

5mC 5-metilcitosina 

5mdC: 5-metil 2-desoxicitidina 
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INTRODUCCIÓN 

 

Generalidades del cáncer de mama canino 

 

Los tumores de mama son los más frecuentes en hembras caninas dentro de las consultas 

oncológicas (Ochiat et al. 2015). Las perras desarrollan tumores mamarios y otros tipos 

de cáncer espontáneamente con un sistema inmune intacto, con una serie de similitudes 

clínicas y moleculares con el cáncer de mama en humanos. Al menos el 50% de las perras 

con neoplasias mamarias tienen masas múltiples, sin embargo, el pronóstico no está 

influido por su residencia o cantidad (Ogilvie et al. 2008; Withrow & MacEwen 2022). 

En perras de edad avanzada, la neoplasia mamaria debe ser la primera patología que 

considerar cuando se observa un nódulo que afecta al tejido mamario. De todas formas, 

no se puede descartar que se trate de otro tipo de lesiones benignas como mastitis, 

galactostasis, galactorrea o una neoplasia de los tejidos adyacentes (mastocitoma, lipoma, 

carcinoma de células escamosas, etc.). En el proceso diagnóstico inicial es importante 

obtener una historia clínica completa, una exploración física completa y una exploración 

detallada de todas las glándulas mamarias y linfonodos regionales, así como una analítica 

sanguínea completa que incluya hemograma y bioquímica sérica, urianálisis, para así 

determinar el estado general de salud del animal (Borrego, 2016). 

La importancia de la estadificación radica en permitir al clínico realizar un pronóstico de 

la enfermedad y planificar un posible tratamiento. El sistema utilizado es el propuesto por 

Owen en 1979 para la Organización Mundial de la Salud (OMS). Esta estadificación se 

realiza mediante el sistema TNM, donde se categoriza a los animales en 5 estadios según 

el tamaño tumoral y su adhesión a tejido adyacente (T), la afectación de linfonodos 

regionales (N), y la presencia o ausencia de metástasis a distancia (M). 

El diagnostico histopatológico se realiza luego de la cirugía. La clasificación revisada y 

establecida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) en un intento por obtener una 

división pronóstica de peso, es descriptiva y subdivide además los carcinomas en no- 

infiltrativos, carcinomas simples (túbulo-papilar, sólido, o anaplásico) o complejos. Esta 

subdivisión se fundamenta en clasificar los tumores por el aumento en su potencial de 

malignidad (Von Euler, 2014). La clasificación de la OMS sigue el proceso de 

diferenciación, comenzando por los tumores malignos que más estrechamente se 

asemejan a la estructura normal de la glándula mamaria y finalizando con los tumores 

poco diferenciados que no presentan estructura glandular. Esta institución proporcionó un 

sistema de clasificación histopatológica que pudiera ser útil para alcanzar un pronóstico. 

Su objetivo es la estandarización internacional de la terminología y la nomenclatura de 

los tumores mamarios caninos, la cual combina la clasificación morfológica descriptiva 

con un criterio pronóstico, clasificando los tumores mamarios más frecuentes en grados 

crecientes de malignidad (Misdorp et al. 1999). 
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Esta clasificación ha sido posteriormente modificada en el año 2011, proponiendo la 

clasificación histopatológica y la nomenclatura de las neoplasias y de las displasias de la 

glándula mamaria en la especie canina (Goldsmith et al. 2011). 

Las clasificaciones anteriores no incluían los carcinomas inflamatorios, al considerar que 

no se trataba de un subtipo histológico específico, refiriéndose únicamente a un nombre 

genérico dado a un carcinoma de mama con marcada inflamación (Misdorp et al. 2002). 

En la nueva clasificación de Goldsmith et al. (2011) el carcinoma inflamatorio ya aparece 

como una entidad específica. 

Esta clasificación histológica de los tumores de mama en perras, fue validada en el año 

2017 por Rasotto et al. donde durante dos años analizaron una población de 229 hembras 

caninas, los tiempos de supervivencia específicos de cada subtipo, la tasa de recurrencia 

local y metástasis a distancia (Rasotto et al. 2017). Recientes consensos realizados en 

Latinoamérica actualizaron la clasificación histopatológica en caninos y felinos. Con el 

propósito de actualizar, en este encuentro se discutió y actualizó los criterios que guían el 

diagnóstico, pronóstico y tratamiento de las neoplasias caninas y felinas. Dicho trabajo 

fue realizado por el Laboratorio de Patología Comparada de la Universidad Federal de 

Minas Gerais, Belo Horizonte, Asociación Brasilera de Patología Veterinaria, la 

Asociación Brasilera de Oncología Veterinaria y la Sociedad Latinoamericana de 

Oncología Veterinaria. El objetivo principal de este encuentro fue reunir académicos y 

profesionales de la oncología mamaria veterinaria para debatir la morfología, los criterios 

de diagnóstico y el pronóstico de los tumores mamarios sólidos en perras y gatas, así 

como para brindar información actualizada sobre las pautas de tratamiento para estos 

tumores. (Cassali et al. 2024). 

En cuanto al pronóstico, el tamaño tumoral mayor a 3 cm, la afectación de linfonodos, los 

signos histológicos de invasión linfática y vascular, la ulceración y las metástasis a 

distancia son factores de mal pronóstico. En estudios recientes se vio que el tamaño 

tumoral en lo referente al pronóstico, el tipo histopatológico fue importante incluso en 

tumores pequeños. Tumores menores de 3 cm. tuvieron un alto grado histopatológico y 

se observaron tumores benignos mayores a 5 cm.(Burrai et al. 2020; Decuadro et al 2021) 

Los tumores mamarios caninos de < 1,5 cm y > 1,5 cm presentaron diferencias 

significativas en el pronóstico en un estudio, lo que resalta la necesidad de revisar el 

tamaño tumoral mínimo establecido en la estadificación TNM por lo que el pronóstico 

estaría estrechamente correlacionado con el nivel de diferenciación histopatológica 

(Vieira et al. 2025). Las metástasis en linfonodos regionales se asocian con mayor riesgo 

de recurrencia y disminución del tiempo de sobrevida. Las perras sin metástasis tuvieron 

3 veces más probabilidad de sobrevivir un año desde el diagnóstico que aquellas con 

enfermedad metastásica (Ruthane et al. 2007). 

El tratamiento es quirúrgico y se define mediante el estadío clínico y el consenso con el 

propietario. No se recomienda la escisión incompleta o los procedimientos 

citorreductores. La quimioterapia se administra en perras con tumores de alto grado 

histopatológico con riesgo de metástasis o recidiva, aunque la mayor parte de la evidencia 

con respecto a la eficacia de la quimioterapia adyuvante es débil, algunos estudios han 
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demostrado beneficios con su uso sola o combinada con antiinflamatorios no esteroideos. 

(Withrow & MacEwen 2022). 

Además de la presentación espontánea del tumor, las similitudes clínicas entre los 

tumores mamarios humanos (HBC) y caninos (CMT) incluyen la edad de inicio, la 

etiología hormonal y el curso de la enfermedad. Así mismo, los factores que afectan el 

resultado de la enfermedad, incluido el tamaño del tumor, la etapa y la invasión de los 

linfonodos, son similares en HBC y CMT. Del mismo modo, las características 

moleculares del receptor de esteroides, el factor de crecimiento epidérmico, el marcador 

de proliferación, la expresión de metaloproteinasa y ciclooxigenasa, y la mutación del gen 

supresor de tumores p53 en CMT, imitan al HBC. Los carcinomas ductales in situ en las 

glándulas mamarias humanas y caninas son particularmente similares en sus 

características patológicas, moleculares y visuales. Las características de los CMT y sus 

similitudes con los HBC indican que la perra podría ser un buen modelo para el estudio 

de la enfermedad en humanos (Somaia et al. 2018). 

Esta necesidad de modelos animales más apropiados en la investigación del cáncer ha 

llevado durante los últimos 20 años a considerar a las perras con neoplasias de aparición 

espontánea, como un recurso valioso, pero aún no suficientemente utilizado. El papel de 

los animales de compañía en la lucha por erradicar el cáncer puede ser múltiple: pueden 

actuar como centinelas ambientales, ayudar a obtener conocimientos sobre la biología 

tumoral y, finalmente, participar en ensayos terapéuticos que podrían actuar como un 

puente hacia las aplicaciones clínicas (Porello et al. 2006). 

 

Genes involucrados en el desarrollo del cáncer. 

 

Con respecto al estudio molecular, los genes BRCA1 y BRCA2 son genes de reparación 

genómica, cumpliendo la función de regulación del ciclo celular. Codifican proteínas 

involucradas en la respuesta al daño del ADN, por lo tanto, funcionan como genes 

supresores de tumores. Están involucrados en la síntesis de complejos proteicos que 

aseguran la transcripción y regulación de la síntesis de ADN, así como el reconocimiento 

y corrección de roturas de la doble cadena del ADN. Tienen un papel importante en el 

control del crecimiento celular y conservación de la integridad genómica (Varol et al. 

2018). Una vez que BRCA detecta el daño en el ADN, activa al gen Rb1 para que detenga 

el ciclo celular. Cuando se ve imposibilitada la reparación del ADN, se activa, 

promoviendo la apoptosis. Las deficiencias funcionales debidas a las mutaciones en estos 

genes perjudican la reparación y causan irregularidades en la síntesis de ADN, generando 

mayor sensibilidad a la exposición de factores promotores de cáncer. Estas mutaciones en 

su mayoría (80%) ocurren como mutaciones puntuales o mutaciones de 

deleción/inserción (INDEL) (Jasin, 2002), llevando a mutaciones por desplazamiento en 

el marco de lectura, y mutaciones que afectan la regulación de la transcripción, dando 

como resultado truncamientos de proteínas, que generan alteraciones en la función. 

Existen muchas variantes en las secuencias de estos genes, cuyos efectos aún no se han 

identificado (Enginler et al. 2014). A su vez, BRCA1 y BRCA2, están significativamente 

asociados con tumores mamarios en perras (Rivera et al. 2009). 
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Los tumores de mama en humanos y caninos comparten patrones similares en cuanto a su 

progresión y epidemiología. (Vail & MacEwen, 2000). Las mujeres que tienen 

mutaciones heredables en los genes BRCA1 o BRCA2, presentan un riesgo mayor de 

desarrollar en su vida tumores mamarios (56% a 84%) (Rivera et al. 2009). El análisis de 

la secuencia de este gen demostra que la secuencia de aminoácidos de BRCA1 en humanos 

y caninos es altamente homóloga (Szabo et al. 1996) y a partir del análisis de estructura, 

que comparten un dominio proteico similar, lo que implicaría que BRCA1 podría cumplir 

funciones similares en CMT (Qiu et al. 2016). Existen muchos reportes del rol de BRCA1 

en la tumorogénesis de HBC, y pocos estudios realizados en CMT. En 1996, se realizó 

la secuenciación del gen BRCA1 canino (Szabo et al. 1996), y en 1997, se localizó el gen 

en el cromosoma 9 de caninos (Werner et al.1997). Nuestro grupo de trabajo ha sido 

pionero en nuestro país, evaluando mutaciones ocurridas en los genes BRCA1 y BRCA2 

(genes supresores de tumores) en caninos y su relación con la histopatología tumoral 

observando que la correlación entre la clínica y la histopatología fue moderada pero 

representativa y observando 15 marcadores moleculares (SNPs, indels) de los cuales 6 

fueron polimórficos, todos del tipo SNPs (Decuadro et al. 2021). 

El gen BRCA2 es un gen grande ubicado dentro del cromosoma 25 de los perros, con 28 

exones, y codifica una proteína de 3418 aminoácidos de longitud. Este gen está 

fuertemente implicado en el desarrollo de tumores mamarios hereditarios. También se 

trata de un gen supresor de tumores. Teniendo en cuenta esta actividad, BRCA2 participa 

principalmente en los mecanismos de reparación del ADN (Gopal et al. 2020). Su 

producto, la proteína BRCA2, tiene un papel clave en el mantenimiento de la estabilidad 

genómica en la recombinación del ADN y la reparación de rotura de doble cadena, a 

través de la interacción con la recombinasa Rad51. La inestabilidad genómica de las 

células deficientes en BRCA2 apunta a la función supresora de tumores (Scully & 

Livingston 2000; Ventikaraman 2002). 

Está claramente establecido a nivel internacional que el cáncer tiene un origen genético 

(Vogelstein & Kinzler, 2004), lo que no significa que sea hereditario. En humanos se ha 

descrito que el 10% de los tumores mamarios malignos tienen un componente hereditario, 

mientras que la gran mayoría lo tienen genético (Klug et al. 2013). Debido a que algunas 

razas presentan mayor riesgo de desarrollar tumores mamarios que otras, se ha postulado 

la acción de factores genéticos involucrados. Pese a esto, hasta el momento no se ha 

logrado determinar una mutación genética común (Torres et al. 2017). 

Actualmente existen más de 400 razas reconocidas internacionalmente en caninos 

(http://www.fci.be/es/). De éstas, la raza Caniche está muy difundida en nuestro país, 

particularmente en la zona metropolitana. Los perros Cimarrones son la única raza 

autóctona en Uruguay, mientras que la raza Bóxer suele tener diversas patologías 

oncológicas (https://www.kcu.com.uy/, Rivera et al. 2009). No se cuentan con 

antecedentes respecto a la presencia de alteraciones del ADN en el gen BRCA1 en estas 

razas, por eso fueron incluidas en el artículo I y II para su estudio molecular. 

http://www.fci.be/es/)
http://www.kcu.com.uy/
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Epigenética del cáncer 

 

El término epigenética hace referencia a los cambios en la expresión génica que afectan 

al fenotipo y que ocurren sin modificaciones en la secuencia del ADN (Karsli-Ceppioglu 

et al. 2014; Zhou et al. 2021). Las modificaciones epigenéticas incluyen la metilación del 

ADN, las modificaciones postraduccionales de las histonas, el reclutamiento de factores 

remodeladores de la cromatina, y la expresión de microRNAs (miRNAs) y RNAs largos 

no codificantes (lncRNA) (Baylin & Jones 2011). La regulación mediante mecanismos 

epigenéticos es esencial para el crecimiento y el desarrollo normal, y condiciona el 

potencial transcripcional de los genes. De igual manera, estos mecanismos están 

fuertemente implicados en diferentes enfermedades, entre ellas el cáncer (Jovanovic et al. 

2010; Brookes & Shi 2014). Entre los procesos epigenéticos frecuentemente alterados en 

el cáncer se encuentra la metilación del ADN (Skvortsova et al. 2019). 

La metilación del ADN es una modificación química covalente que consiste en la adición 

de un grupo metilo (CH3) al quinto carbono del anillo de pirimidina de la citosina, 

resultando en la formación de 5-metil-citosina (5-me-C) (Figura 1). Esta reacción es 

catalizada por una familia de enzimas denominadas ADN-metiltransferasas (DNMT), las 

cuales llevan a cabo la metilación de novo o establecen la metilación en el ADN 

hemimetilado (Karsli-Ceppioglu et al. 2014). La metilación del ADN ocurre después de 

la replicación y en eucariotas se da con mayor frecuencia en las citosinas ubicadas dentro 

de los dinucleótidos de citosina-fosfato-guanina (CpG), que suelen encontrarse en 

regiones denominadas islas CpG. Aproximadamente el 70% de los promotores de genes 

conocidos están asociados con islas CpG y el estado de metilación de estas generalmente 

se correlacionan con la actividad transcripcional (Jovanovic et al. 2010; Pasculli et al. 

2018). 

 

 

 

 

 

 

Citosina 5- metilcitosina 

 
https://gentaur.es/conocimiento/metilacion-de-adn. 

 

Figura 1. Metilación del ADN, donde se sustituye el hidrógeno (H) del carbono 5 (C5) de la citosina por 

un grupo metilo (CH3), formando la 5- metilcitosina. 

 

La hipometilación global del genoma y la hipermetilación locus específica son procesos 

bien establecidos como mecanismos a través de los cuales las células tumorales pueden 

adquirir características críticas en su camino hacia la transformación (Biondi et al. 2021). 

La hipometilación generalmente se asocia con una disminución en la represión de genes 

https://gentaur.es/conocimiento/metilacion-de-adn
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silenciados y su consecuente reactivación, como por ejemplo los oncogenes o los 

retrotransposones, situación que se relaciona con la inestabilidad cromosómica. En 

cambio, la hipermetilación del ADN en islas CpG de los promotores se asocia 

frecuentemente con la represión génica e inestabilidad genómica mediante el 

silenciamiento de genes supresores de tumores (Brookes & Shi, 2014). 

Las metilaciones aberrantes en el ADN pueden interrumpir la regulación y la expresión 

génica normal (Severi et al. 2014). La metilación afecta la expresión génica porque las 

proteínas reguladoras de la transcripción que se unen al ADN metilado son diferentes a 

aquellas que se unen al ADN sin metilar. Se ha encontrado hipermetilación en muchos 

genes supresores de tumores y otros genes relacionados con el cáncer en células tumorales 

humanas y tumores primarios (Brookes & Shi, 2014; Wu et al. 2015). En lo que se refiere 

a la metilación del ADN, tanto en genes específicos como en el genoma, han sido 

reconocidas como una de las alteraciones moleculares más importantes en el tejido 

tumoral (Widschwendter & Jones, 2002). La hipometilación global y la hipermetilación 

regional parecen ser características distintivas de los tumores humanos, aunque la 

hipermetilación regional se observa claramente en múltiples regiones genómicas distintas 

que albergan genes supresores de tumores. Se sabe que la hipometilación global causa 

inestabilidad genómica, reactivación de elementos transponibles y pérdida de impronta, 

contribuyendo así al desarrollo del cáncer (Esteller, 2008; Qiu et al. 2016). En mujeres 

se ha demostrado que el ADN de los tejidos del cáncer de mama está hipometilados en 

comparación con el de los tejidos normales (Soares et al. 1999). Sin embargo, existe poca 

información de lo que ocurre en caninos vinculado a cambios de secuencia de los genes 

BRCA1, BRCA2 y la metilación global del ADN. Algunos trabajos han encontrado 

variaciones en los genes BRCA1, BRCA2 en caninos con tumores de mama (Borge et al. 

2011; Qiu et al. 2016; Ozmen et al. 2017; Thumser et al. 2020) Otros autores han 

estudiados perfiles de metilación de todo el genoma en tumores mamarios caninos 

observando cambios de metilación significativos (Jeong et al., 2019). Los carcinomas 

complejos presentan el tipo más común de tumor de mama canino. Estos tipos de tumores 

parecen estar influenciados por el panorama epigenético, y se sugiere que podrían 

originarse a partir de alteraciones epigenómicas más que genómicas. (Xavier et al. 2020). 

 

Metilación y cáncer de mama 

 

En el cáncer de mama, las modificaciones epigenéticas son fundamentales en su 

desarrollo y progresión. En etapas tempranas de la carcinogénesis y como resultado de 

lesiones genéticas o impactos ambientales, se producen alteraciones en la estructura de la 

cromatina a través de la metilación del ADN y de modificaciones postraduccionales de 

proteínas unidas al ADN. Estas alteraciones afectan la plasticidad celular y favorecen la 

reprogramación oncogénica de las células tumorales progenitoras, promoviendo la 

adquisición de propiedades de autorrenovación incontroladas (Pasculli et al. 2018). En 

etapas posteriores del crecimiento del cáncer, modificaciones epigenéticas adicionales 

junto con mutaciones subclonales y señales del microambiente, modulan el fenotipo de 

las células tumorales y afectan la propensión metastásica del tumor (Pasculli et al. 2018). 
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Respecto a la metilación del ADN en el cáncer de mama, al igual que en el cáncer en 

general, se ha demostrado la hipometilación a nivel genómico y la hipermetilación de 

ciertos genes, especialmente en islas CpG que normalmente no se encuentran metiladas 

(Karsli-Ceppioglu et al. 2014). Se han identificado más de 100 genes con hipermetilación 

en sus promotores, muchos de los cuales cumplen funciones críticas en la supresión de 

tumores, regulación del ciclo celular, apoptosis, angiogénesis, invasión de tejidos y 

metástasis (Wu et al. 2015). Por otro lado, la metilación del ADN se ha asociado con 

características clínico-patológicas de los pacientes con HBC, como por ejemplo el estadío 

y grado del tumor. Asimismo, se han identificado perfiles de metilación específicos 

asociados con diferentes subtipos de HBC, lo cual sugiere que podrían desempeñar un 

importante papel en el desarrollo y progresión de estos (Győrffy et al. 2016). 

El cáncer es la enfermedad humana compleja asociada con defectos epigenéticos mejor 

caracterizada (Berdasco & Esteller, 2010). El canino es un gran modelo de estudio ya que 

comparte el ambiente con los humanos (Xavier et al. 2020). Los aspectos similares de la 

enfermedad entre humanos y perros son el desarrollo espontáneo del tumor, el 

componente hormonal, la edad de incidencia y la progresión de la enfermedad. El tamaño 

de los tumores y la invasión hacia los linfonodos no presenta diferencias entre ambas 

especies. Asimismo, la expresión de ciertos factores como receptores de esteroides, 

factores de crecimiento epidérmico, de proliferación y mutaciones en p53 son comunes 

en humanos y perros (Abdelmegeed & Mohammed, 2018). 

 

En caninos, las investigaciones en epigenética de CMT incluyen el análisis del perfil de 

metilación a nivel genómico (metiloma) (Jeong et al. 2019) y la cuantificación de la 

metilación global de ADN (Biondi et al. 2021). Este último trabajo de metilación global 

en CMT, realizado mediante inmunotinción de 5-metilcitosina, reveló diferencias 

significativas entre los patrones globales de metilación del ADN en animales con tumores 

mamarios, con patrones hipometilados más prevalentes en tumores malignos y aquellos 

con mayor comportamiento de recaída. 

Sin embargo, los estudios de metilación en la región promotora de genes vinculados al 

desarrollo de CMT son escasos y se han realizado para los genes BRCA1 (Qiu et al. 2016) 

y ESR (Brandão et al. 2018). 

En tumores mamarios caninos, la sobreexpresión de los oncogenes miR-18a y miR-18b 

se asocia con una disminución de la expresión del ARNm diana de ESR1 y una 

disminución de la inmunoexpresión del RE (receptor de estrógeno), especialmente en 

carcinomas altamente proliferativos. Esto sugiere un posible mecanismo epigenético 

donde miR-18a y miR-18b contribuyen a la desregulación del RE, lo cual podría ser 

importante en la progresión y el tratamiento del cáncer mamario canino (Abbate et al. 

2023). 

La investigación en carcinomas mamarios simples de perras ha demostrado que la 

expresión de histonas acetiladas H3 y H4, así como las enzimas histonas desacetilasas 

HDAC1, HDAC2 y HDAC6, se encuentra alterada. Estas alteraciones están relacionadas 
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con la regulación de la transcripción y la remodelación de la cromatina, procesos que son 

fundamentales en la génesis y progresión del cáncer. (Senhorello et al. 2023). 

Estudios en humanos, se observó que la mayor variación en la metilación del ADN se 

observa entre tejidos, las diferencias interindividuales en la metilación del ADN de los 

tejidos internos se correlacionan con las células sanguíneas para un grupo de sitios CpG. 

Esto refuerza la hipótesis de que la variación en la metilación del ADN a nivel sistémico 

en muchos tejidos podría estar asociada con la predisposición a ciertas enfermedades, 

permitiendo detectar la metilación diferencial del ADN en sangre asociada con el cáncer 

de mama varios años antes del diagnóstico (Severi et al 2014; van Veldhoven et al. 2015). 

En medicina humana existe una lista de terapias epigenéticas contra el cáncer en 

desarrollo. A pesar de los avances en la epigenética del cáncer, actualmente solo dos 

terapias epigenéticas contra el cáncer son recomendadas para el tratamiento de pacientes 

con cáncer por el Instituto Nacional de Salud y Excelencia en la Atención en el Reino 

Unido. Estas incluyen el inhibidor del ADN metiltransferasa (DNMT), 5'-azacitidina, 

para el síndrome mielodisplásico y ciertos tipos de leucemia, y el inhibidor de la histona 

desacetilasa (HDAC), para el mieloma múltiple. Además, el inhibidor del potenciador del 

homólogo 2 de zeste (EZH2), ha recibido la aprobación en Europa para el linfoma de 

células B grandes por parte de la Agencia Europea de Medicamentos. Sin embargo, en 

Estados Unidos, la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos ha 

aprobado nueve terapias epigenéticas, incluidos dos inhibidores de DNMT (DNMTI), 

cuatro inhibidores de HDAC, dos inhibidores de la isocitrato deshidrogenasa (IDH) y, 

recientemente, el inhibidor de EZH2 tazemetostat. (Hillyar et al 2020). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El cáncer es la primera causa de muerte en perros, siendo responsable de un 27-30% de 

las muertes, aumentando hasta el 50% en algunas razas como el Golden Retriever o el 

Boyero de Berna (Adams et al. 2010; Fleming et al. 2011). Un estudio realizado entre 

1985 y 2002 en Uruguay indicó que la incidencia de cáncer fue 3 veces mayor en hembras 

que en machos, diferencia que se explica por la alta tasa de cáncer de mama observado 

en perras (Elgue et al. 2012). Los tumores de mama son los más frecuentes en hembras 

caninas dentro de las consultas oncológicas. También se debe considerar que la especie 

canina es un buen modelo en humanos entre otras cosas por compartir su ambiente (Liu 

et al. 2014). Es interesante considerar este último punto a la hora de realizar estudios 

comparativos entre ambas especies. Se debe considerar el enfoque de “una sola salud” 

usado ya desde hace unos años a nivel mundial, dados los puntos en común que esta 

patología tiene con su contraparte en humanos. 

El cáncer de mama es una neoplasia de origen multifactorial y los agentes causales pueden 

diferir dependiendo de la población de estudio, dada la variabilidad de causas genéticas, 

no genéticas y de las interacciones entre ellas. Los avances en la investigación clínica 

molecular y genética aumentaron notablemente nuestro conocimiento de la biología 

básica del cáncer. El cáncer se reconoce claramente como una enfermedad compleja, que 

implica cambios en la secuencia genética, epigenética y fenotípica. Investigación 

exhaustiva en genética molecular aplicada a la oncología, ha llevado a la identificación 

de perfiles genéticos asociados con características de las neoplasias en la clínica y 

patología en el comportamiento biológico de los tumores y con su respuesta al 

tratamiento. En humanos hay numerosos estudios que identifican genes asociados al 

cáncer de mama entre ellos BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, los reportes respecto a 

cambios en genes BRCA1/BRCA2 en la especie canina con cáncer de mama a nivel 

poblacional y evolutivo son escasos en el mundo. Más aún, se desconoce la asociación 

respecto del análisis de secuencias de los genes BRCA1 y BRCA2 en muestras 

emparentadas de razas caninas, en especial, la raza Cimarrón que es propia de nuestro 

país. 

Por otro lado, como fuera mencionado existe suficiente evidencia que las alteraciones 

epigenéticas y sus variaciones interindividuales influyen sobre el riesgo a padecer cáncer 

y pueden emplearse como biomarcadores potenciales. Los estudios son escasos, y algunos 

de ellos no cuentan con el óptimo control (mama sana en el mismo animal). 

Por lo tanto, esta tesis doctoral nos permitirá profundizar en el conocimiento de las 

secuencias de los genes BRCA1 y BRCA2 en una muestra de perras en nuestro país, e 

implementar por primera vez una técnica nueva en medicina veterinaria como es la 

metilación global en tumores mamarios caninos. Esta técnica además de ser de utilidad 

nos va a servir para el estudio de tumores de mama y tambien puede brindar información 

de otros tipos tumorales. Este enfoque ofrece nuevas oportunidades para los pacientes con 

cáncer humanos y especies animales actuales y futuros. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Hipótesis 

 

Las perras que desarrollan tumores de mama presentan alteraciones del ADN en el intrón 

9/exón 10 del gen BRCA1 y del exón 10 de BRCA2. Capítulos I y II. 

 

Las perras con tumores de mama presentan cambios epigenéticos que se verán reflejados 

en la hipometilación global de dicho tejido en comparación con el tejido mamario sano 

del mismo animal. Capítulo III. 

 

Objetivos generales 

 

Contribuir al conocimiento sobre la genética molecular de los genes BRCA1, BCRA2 en 

perras con tumores de mama y en razas emparentadas con cáncer de mama. 

 

Determinar si existen diferencias en la metilación global del ADN entre tejido tumoral y 

tejido sano mamario. 

 

Objetivos específicos 

 

I) Determinar polimorfismos genéticos en la región del intrón 9-10/exón 10 del gen BRCA1 

de caninos de Uruguay con cáncer de mama a nivel poblacional y evolutivo (Artículo I). 

II) Análisis de secuencias en los genes BRCA1 y BRCA2 de muestras emparentadas de 

caninos con antecedentes de tumores mamarios (Artículo II). 

III) Identificar metilación genómica global entre tejido tumoral, tejido mamario sano del 

mismo animal en un grupo de perras con cáncer de mama (Artículo III). 

 

ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Esta tesis se planificó con tres diseños experimentales para alcanzar los objetivos 

específicos planteados. 

 

En el capítulo I (Artículo I), se seleccionaron 15 hembras enteras (n=15), de edad 

mediana a geronte (6 a 12 años), ya que es la edad con mayor aparición de tumores 

mamarios. Dada la relevancia de los estadios, se realizó la descripción completa de los 

mismos y el estudio histopatológico. Los casos fueron seleccionados según las 

características clínicas de la especie; nódulos/tumores en la región mamaria con 

características clínicas compatibles con tumores mamarios. La selección del gen BRCA1 

fue previamente detallada en la introducción de la tesis. El grupo control fueron hembras 

clínicamente sanas sin patologías oncológicas con el mismo rango de edad. En el presente 
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trabajo nos propusimos estudiar a nivel poblacional y evolutivo, polimorfismos 

localizados en una región de corte y empalme del exón más grande del gen BRCA1, en 

una población de perras con distintos tipos histopatológicos de tumores mamarios. 

 

En el capítulo II (Articulo II) se seleccionaron una población de 15 caninos (n=15) 

emparentados de 4 razas diferentes (Caniche, Cimarrón, Bóxer y Gran Danés) con 

antecedentes familiares de cáncer de mama. Se eligieron estas razas por ser en las que hay 

descritos mayor incidencia de patologías oncológicas entre ellas el cáncer de mama. El 

Cimarrón es una raza autóctona del Uruguay de la cual contamos con muchos ejemplares, 

y nos pareció pertinente integrarlo dentro del grupo seleccionado. Hay muy pocos trabajos 

que estudien familias de perras con esta patología. Se trabajaron regiones de los genes 

BRCA1 y BRCA2 en las que se han descrito diferentes mutaciones, según la base de datos 

Ensembl. 

 

En el capítulo III (Articulo III) se seleccionaron 29 caninos hembras (n=29) enteras entre 

6 y 12 años con tumores de mama que fueron derivadas a cirugía. Todas ellas fueron 

estadificadas previamente y presentaban chequeos prequirúrgicos dentro de los rangos de 

referencia. El objetivo de este trabajo fue analizar la presencia de metilación genómica 

global en tumores de mama y para ello, el grupo control fue el tejido mamario sano del 

mismo animal en una población de perras con cáncer de mama. Como punto de gran 

importancia, se buscará estandarizar la técnica descrita, en perras con tumores mamarios, 

por primera vez en nuestro país. 
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CAPITULO I 

 

Objetivo específico 

Determinar polimorfismos genéticos en la región del intrón 9-10/exón 10 del gen BRCA1 

de caninos de Uruguay con cáncer de mama a nivel poblacional y evolutivo (Artículo I). 

 

Materiales y Métodos 

Se seleccionaron 15 perras (n=15) de 6 razas diferentes y cruzas con tumores de mama 

con edad de 6 a 12 años por ser la edad de mayor incidencia de estos tumores. Se realizó 

la estadificación clínica TNM según la OMS. Los casos fueron seleccionados según las 

características clínicas de la especie; nódulos/tumores en la región mamaria con 

características clínicas compatibles con tumores mamarios y la clasificación 

histopatológica se realizó según Goldshmidt et al. (2011) luego de la cirugía. 

Para el grupo control se seleccionaron 14 perras con edad de 6 a 12 años, de diversas 

razas con otras patologías que no fueran oncológicas para que los dos grupos fueran 

homogéneos. Se descartó cualquier patología oncológica mediante la revisión clínica, 

radiografía de tórax (triple incidencia) y ecografía de abdomen. 

En el presente trabajo se propuso estudiar a nivel poblacional y evolutivo, polimorfismos 

localizados en una región corte y empalme del exón más grande del gen BRCA1. En 

particular estudiar al SNP1 y su efecto sobre el cambio aminoacídico en la proteína 

codificada, en una población de perras con distintos tipos histopatológicos de tumores 

mamarios. 

El trabajo se realizó en el Hospital y en el área de Genética de la Facultad de Veterinaria. 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética y Uso de Animales (CEUA) con el N° 

518. 

Los datos de las perras con tumores mamarios y los resultados histopatológicos se 

muestran en la Tabla 1. 
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Tabla 1: Descripción de los pacientes, estadificación clínica (según la OMS), diagnóstico 

histopatológico y clasificación. 

 

 

Caso 

 

Edad 

(años) 

 

Raza 

 

Estadio Grado 

histopatológico 

 

Histopatología 

 
1 

 
6 

 
Caniche 

 
I 

 
II 

 
Carcinoma mixto 

 
2 

 
8 

 
Rottweiler 

 
III 

 
III 

 
Carcinoma tubular simple 

 

3 

 
12 

 

American 
Staffordshire terrier 

 
III 

 
III 

 
Carcinoma túbulo papilar 

 
4 

 
6 

 
Cocker 

 
III 

 
II 

 
Carcinoma tubular simple 

 

5 

 
10 

 
Cruza 

 
II 

 
Benigno 

 
Adenoma complejo 

 

6 

 
12 

 
Cruza 

 
V 

 
III 

 

Carcinoma complejo muy 
indiferenciado 

 
7 

 
10 

 
Cimarrón 

 
III 

 
III 

 
Carcinoma anaplásico 

 
8 

 
8 

 
Cocker 

 
I 

 
III 

 
Carcinoma sólido 

 
9 

 
12 

 
cruza 

 
V 

 
III 

 
Mioepitelioma maligno 

 
10 

 
12 

 
Cimarrón 

 
III 

 
II 

 
Carcinoma túbulo papilar 

 

11 

 
6 

 
Caniche 

 
I 

 
Benigno 

 
Adenoma complejo con 
hiperplasia lobulillar inttraductal 

 
12 

 
12 

 
Caniche 

 
I 

 
Benigno 

 
Tumor mixto benigno 

 
13 

 
12 

 
Cimarrón 

 
III 

 
II 

 
Carcinoma túbulo papilar 

 
14 

 
12 

 
Bóxer 

 
II 

 
II 

 
Carcinoma complejo 

 
15 

 
11 

 
Pitbull 

 
I 

 
Benigno 

 
Adenoma complejo 
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Estudios moleculares de ADN 

A los animales seleccionados se les extrajo sangre periférica de la vena radial (2 a 5 ml) 

en las condiciones de asepsia correspondientes, considerando el protocolo de bienestar 

animal. Se utilizaron tubos con anticoagulante y se conservaron a -18 ºC. La extracción 

de ADN se realizó utilizando el kit Quick DNATM Miniprep Plus Kit (Zymo Research) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se cuantificaron las muestras de ADN empleando espectrofotómetro Nanodrop ND 1000, 

con espectro total (220-750 nm). 

Se amplificó por PCR a tiempo final en un equipo Multigene II (Labnet International, 

Inc., USA) un fragmento de pb 281 pb, correspondiente a la región intrón 9-10/exón 10 

del gen BRCA1 (ENSCAFE00845051080). Se utilizó el siguiente juego de primers: F 5’ 

→  3’  AGGTGCTTTATTTCCACTCCCC  y  R  5’  →  3’  TCATGCTGTAAT 

GAGCTGGCA diseñados con el programa de dominio público Primer-Blast (Ye et al. 

2012). 

Las condiciones de amplificación consistieron en una desnaturalización inicial a 95ºC por 

5 minutos, seguida de 35 ciclos de 1) desnaturalización a 95ºC - 30 segundos, 2) 

hibridación a 56ºC - 30 segundos y extensión a 72ºC - 30 segundos. La extensión final 

fue de 72ºC durante 5 minutos. Se confirmaron los resultados del PCR a través de 

electroforesis en geles de Agarosa al 1% en buffer TBE 1x. La electroforesis se realizó 

utilizando un sistema de electroforesis en gel horizontal HU13 MIDI (Scie-plas, Gran 

Bretaña) y una fuente de alimentación POWER PAC 3000 (Bio-Rad, EE. UU.). Las 

bandas resultantes se visualizaron bajo luz ultravioleta utilizando un instrumento 

BIOSENS SC805-BIOTOP (Shanghai Bio-Tech Co., Ltd., China). Los productos de PCR 

(cadenas F y R) fueron enviados para su secuenciación Sanger en un equipo ABI 3500 

(Thermofisher, USA), en la empresa GENEXA de Uruguay con el fin de estudiar los 

polimorfismos identificados en dicha región. 

 

 

Análisis estadístico e in sílico 

Utilizando el programa Bioedit de distribución libre (Hall 1999) se realizó el alineamiento 

de las 29 secuencias para identificación de polimorfismos SNP en el fragmento 

amplificado y compararlo con la secuencia de referencia de genoma canino (Ensembl 

Dog, ROS_Cfam_1.0). 

Los cálculos de variabilidad genética, test de Chi cuadrado para frecuencias alélicas de 

polimorfismos y equilibrio de Hardy-Weinberg (EH&W) se realizaron con el programa 

de distribución libre POPGENE versión 1.32 (Yeh et al. 1999). 

Para el estudio del efecto del cambio de aminoácido producido por el SNP1 en la proteína 

brc1, se utilizaron herramientas de aplicación en bioinformática on line de distribución 

libre: a) programa SIFT Sorting Intolerant From Tolerant, https://sift.bii.a-star.edu.sg/, 

(Sim et al.,2012), y b) programa PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2 (Adzhubei 

et al 2010). Utilizando el algoritmo on line BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

se realizó un alineamiento y árbol de distancia genética Neighbor-joining de la secuencia 
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amplificada con información genómica disponible de especies de la familia Canidae 

(Adzhubei et al. 2010; Boratyn et al.2013). Por otra parte, de la base Ensembl Dog, 

ROS_Cfam_1.0 se descargó la información de una población de referencia de 216 

genotipos de caninos reportados para el SNP1 (204 homocigotas G/G, 10 heterocigotas 

G/A y 2 homocigotas A/A) para realizar análisis comparativos de frecuencias alélicas y 

EH&W con nuestras dos poblaciones. 

 

Resultados y discusión 

Mediante la técnica de PCR-secuenciación y posterior alineamiento de las secuencias se 

identificó la presencia del polimorfismo bialélico SNP1 en ambas poblaciones de caninos 

hembras (grupo tumor y grupo control). En el grupo tumor, 2 hembras presentaron el 

genotipo heterocigoto GA, siendo los 13 restantes homocigotas GG. En el grupo control, 

3 hembras presentaron genotipo heterocigoto GA, siendo los 11 restantes homocigotas 

GG. En ninguno de los dos grupos se evidenció la presencia de homocigotas AA para el 

alelo mutante (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Alineamiento múltiple parcial de la secuencia amplificada del intrón 9-10/exón 10 del gen BRCA1 

de las 15 hembras caninas con tumores (T1-T15) y las 14 hembras control (C1-C14), la muestra REF 

corresponde a la secuencia de referencia ENSCAFG00845006070 del Ensembl (Canis Lupus familiaris). 

En la posición 27021 se observa el polimorfismo SNP1 (Letra R, en color violeta). 
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No existieron diferencias estadísticamente significativas entre las frecuencias genotípicas 

en ambas poblaciones (Chi cuadrado 0.33, p>0.5), por lo tanto, este SNP1 no estaría 

vinculado con los tumores mamarios en los animales estudiados. Por otro lado, ambas 

poblaciones se encontraron en EH&W mientras que la población de referencia no se 

encontró en EH&W (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Frecuencias alélicas: Se presentan las frecuencias alélicas observadas del SNP1 

y los resultados del test de Chi-cuadrado (X2) para EH&W. 

 

 

Exón10-SNP1c.715G>A 

Frecuencias alélicas 

y X
2 

para EH&W 

Con tumores 

(CMT) 

Controles 

(C) 

Población de 

referencia 

Alelo G 0.933 0.893 0.968 

Alelo A 0.067 0.107 0.031 

X
2 
y P (EH&W) 0.0765 

P≥ 0.70 

0.202 

P≥ 0.50 

16.03 

P< 0.001 

 

 

Esta desviación del EH&W observada en la población de referencia podría explicarse por 

el desconocimiento del método de genotipificación utilizado, ya que, según Iniesta et al. 

(2005), esto es plausible de generar sesgos al interpretar los resultados de los distintos 

genotipos. Estos autores también plantean la posibilidad a nivel biológico de que exista 

consanguinidad en la población o que se esté ejerciendo selección para algún alelo. En 

referencia al SNP2 (variante sinónima, W, A/T) c.738T>A), en los grupos estudiados 

(CMT y C), no fue identificada la mutación siendo monomórfico. Si bien este SNP2 se 

encuentra descrito en la base Ensembl, no existen datos de genotipado en poblaciones de 

referencia. Di Giacomo et al. (2022), utilizando un panel AmpliSeq para la identificación 

de variantes de BRCA1 en una muestra poblacional de 22 perras, identificaron 12 SNP 

(10 de ellos con cambio no sinónimo). Estos autores identifican 2 SNP en el exón 10 

siendo diferentes al identificado en este trabajo. 

 

Con respecto al efecto del cambio de aminoácido producido por el SNP1 en la proteína 

brc1 (Gly/Ser en posición 239), con el programa SIFT se obtuvo una puntuación de 0.08 

(cambio de aminoácido “tolerado”), mientras que sustituciones con puntuaciones < 0.0.5 

se consideran “perjudiciales” (se alteraría la función de la proteína). Del mismo modo con 

el programa PolyPhen-2 se obtuvo un resultado similar siendo una sustitución de tipo 

“benigna” con un score de 0.007 (sensibilidad 0.96, especificidad 0.75). En este programa 

los valores más cercanos a 1 se predicen con mayor confianza como “perjudiciales” 

(opuesto a la escala del programa SIFT). 

https://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiaris/Info/Index?db=core
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A nivel filogenético, la secuencia amplificada por nosotros presentó mayor homología 

con Canis lupus dingo y con Canis lupus familiaris presentando separación evolutiva con 

los géneros Vulpes y Nyctereutes como era de esperar (Figuras, 3,4,5,6,7,8). Recientes 

revisiones taxonómicas consideran que el cánido Dingo debería considerarse un Canis 

familiaris siendo esta la denominación taxonómica apropiada para razas de perros 

antiguos, modernos y sus híbridos (Jackson et al. 2021). En primates hay evidencia que 

BRCA1 evoluciona por selección positiva (mutaciones generan ventajas en la resistencia 

a virus por parte de las células). Esto estaría explicando la evolución del mismo y 

transmisión de mutaciones relacionadas al cáncer (Lou et al. 2014). 

 

En este trabajo pudimos comprobar que la región de inicio de corte y empalme del exón 

más grande de BRCA1 en caninos, si bien presenta polimorfismos de tipo SNP, estos no 

afectarían la funcionalidad de la proteína codificante y no estarían relacionados con la 

presencia de tumores en este grupo de animales. 

 

Figura 3. Figura 4. 

Vulpes vulpes (zorro rojo). Nyctereutes procyonoides (Perro mapache) 
 

 

Figura 5. Figura 6. 

Vulpes lagopus (zorro polar). Canis lupus dingo 

 
https://es.wikipedia.org/wiki 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
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Figura 7 

Canis lupus familiaris (perro doméstico). 

Fuente de la autora. 

 

 

 

Figura 8. Árbol de distancia genética Neighbor-joining utilizando la secuencia amplificada con el programa 

de alineamiento múltiple tBlastn en la familia canidae. El círculo azul pertenece a la secuencia consenso 

amplificada en este trabajo. El soporte de bootstrap, basado en 1000 réplicas, indica un valor alto superior al 

95%. 
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CAPITULO II 

 

Objetivo específico 

Análisis de secuencias en los genes BRCA1 y BRCA2 de muestras emparentadas de 4 

razas de caninos con antecedentes de tumores mamarios (Artículo II). 

 

Materiales y Métodos 

Se trabajó con una muestra total de 15 caninos (n=15) (Población P), de 4 razas diferentes 

6 caninos de la raza Gran danés (4 hembras y 2 machos) hijos de una hembra con 

diagnóstico histopatológico de carcinoma tubular simple, 3 caninos de la raza Bóxer 

(hembras hermanas) hijas de una hembra con diagnóstico histopatológico de carcinoma 

quístico papilar, 4 caninos (3 hembras y 1 macho) de la raza local Cimarrón Uruguayo 

(Standard Federation Cynologique Internationale CI N° 353), con antecedente familiar 

por parte de la madre con diagnóstico histopatológico de carcinoma simple y dos caninos 

de la raza caniche (hembras) con antecedente por parte de la madre con diagnóstico 

histopatológico de carcinoma complejo. 

En el caso de los animales de las razas Gran danés y Bóxer, la madre de los mismos fue 

diagnosticada con cáncer de mama, pero no participaron del trabajo por falta de 

disponibilidad en ambos casos. En las razas Cimarrón y Caniche, las madres de los 

animales en estudio fueron diagnosticadas con cáncer de mama y formaron parte del 

muestreo. 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética y Uso de Animales (CEUA) con el 

número 2157. 

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de la Unidad de Genética y Mejora Animal y 

en el Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la República 

Las razas que formaron parte de este trabajo fueron el Caniche, Gran Danés, Cimarrón y 

Boxer. (Figura 9). 

 

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/ 

 

Figura 9. Razas utilizadas en el estudio. Caniche, Gran Danés, Cimarrón y Bóxer. 
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Estudios moleculares de ADN 

A los animales seleccionados se les extrajo sangre periférica de la vena radial (2 a 5 ml) 

en las condiciones de asepsia correspondientes, considerando el protocolo de bienestar 

animal realizado por veterinarios particulares que nos proporcionaron las muestras para 

este estudio. Se utilizaron tubos con anticoagulante (EDTA) que fueron conservados a - 

18 ºC. La extracción de ADN se realizó utilizando el kit Quick_DNATM Miniprep Plus 

Kit (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó 1 µl de muestra 

para cuantificar la concentración y pureza del ADN empleando un espectrofotómetro 

NanoDrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) con espectro completo (220-750 

nm). El software calcula automáticamente la concentración de los ácidos nucleicos. 

Posteriormente se procedió a las amplificaciones por PCR; se trabajaron regiones de los 

genes BRCA1 y BRCA2 en las que se han descrito diferentes mutaciones, según la base 

de datos Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Se amplificó por PCR a tiempo 

final en un equipo Multigene II (Labnet International, Inc., USA). A continuación, se 

presentan los juegos de primers utilizados: 

Primers de BRCA1 utilizados para la amplificación de la región intrón 9-10/exón 10 

(tamaño del amplicón 281 pb) (Decuadro et al. 2025): 

BRCA1 F: AGGTGCTTTATTTCCACTCCCC 

BRCA1  R:  TCATGCTGTAATGAGCTGGCA 

Primers de BRCA2 utilizados para la amplificación de una región del exón 10 (tamaño 

del amplicón de 301 pb) diseñados con el programa de dominio público Primer-Blast (Ye 

et al. 2012): 

BRCA2 F: AGCCCTTTGGGAATGGAACT 

BRCA2  R:  TCAAGACACTGCCCTTCGTT 

Las condiciones de amplificación consistieron en una desnaturalización inicial a 95ºC por 

5 minutos, seguida de 35 ciclos de 1) desnaturalización a 95ºC - 30 segundos, 2) 

hibridación a 56ºC - 30 segundos y extensión a 72ºC - 30 segundos. La extensión final 

fue de 72ºC durante 5 minutos. Los productos de PCR de las 15 muestras analizadas 

fueron enviados para su secuenciación por método automatizado de Sanger 

(secuenciación de cadenas forward y reverse) en un equipo ABI 3500 (Thermofisher, 

USA de la empresa GENEXA, Uruguay) para identificación de SNPs. 

 

Análisis in sílico y estadístico 

Mediante el programa Bioedit de libre distribución (Hall, 1999) se realizó el alineamiento 

de las 15 secuencias amplificadas para el gen BRCA1 y el gen BRCA2, y se comparó con 

las secuencias de referencias del genoma canino y de las razas que se encuentran en la 

base de datos Ensembl Dog ROS_Cfam_1.0 (Boxer, Gran Danés, Basenji, Ovejero 

Alemán). Los cálculos de variabilidad genética y test de Chi cuadrado para comparación 

de frecuencias alélicas entre la población P con la población de referencia (PR), se 

realizaron con el programa de libre distribución POPGENE versión 1.32 (Yeh et al., 

1999). Los datos de las poblaciones de referencia fueron descargados de la base Ensembl 

Dog, ROS_Cfam_1.0. Para el SNP1 (c.715G>A BRCA1) la población de referencia 

reportada fue de 216 animales con los siguientes genotipos: 204 homocigotas G/G, 10 

http://www.ensembl.org/index.html)
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heterocigotas G/A y 2 homocigotas A/A. Para el SNP2 (c. 1341 G>A BRCA2) la 

población de referencia reportada fue de 218 animales con los siguientes genotipos: 209 

homocigotas G/G, 8 heterocigotas G/A y 1 homocigotas A/A. Mediante el algoritmo on 

line BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando la secuencia consenso de 

las 15 muestras analizadas en la problación P se realizó un árbol de distancia genética 

Neighbor-joining de la secuencia amplificada del Exón 10 de BRCA2 con información 

genómica disponible de especies de la familia Canidae (Boratyn et al. 2013). 

 

Resultados y Discusión 

La selección de razas para este estudio se realizó en base a los diferentes estudios donde 

se observó mayor incidencia de CMT en razas de diferente porte, tanto en animales de 

pequeño y también de gran porte. (Rivera et al. 2009; Cassali et al. 2024). En nuestro país 

tenemos un alto número de Caniches y Cimarrones por lo que se decidió su inclusión en 

este trabajo por tratarse de las razas mas representativas. El Bóxer es una raza donde está 

estudiada su alta prevalencia de patologías oncológicas (Brøndenet et al. 2010), y el Gran 

Danés está dentro de las razas de gran porte y poco estudiada hasta el momento a nivel 

molecular. Se sabe poco sobre la neoplasia canina familiar, aunque diversos autores han 

mencionado una mayor incidencia en animales cruza que en razas puras (Nieto et al. 

2003). 

A partir del alineamiento mediante el software Bioedit de las secuencias analizadas para 

los genes BRCA1 y BRCA2, y su comparación con las secuencias de referencias 

disponibles en el Ensembl (Bóxer, Gran Danés, Basenji, Ovejero Alemán), no se 

encontraron nuevas variantes. Para el SNP2c. 1341 G>A en el exón 10 de BRCA2, se 

observó que en las razas Bóxer y Basenji se distingue una base Adenina (A), mientras que 

en el Gran Danés y Ovejero Alemán la base en esa posición es una Guanina (G). Si bien 

en la actualidad en la base de datos genómicos existen numerosos datos de individuos de 

diferentes razas, generadas principalmente por el proyecto Dog10K (Meadows et al. 

2023), los estudios de variación genética en perros utilizaron durante mucho tiempo como 

referencia al individuo de raza Bóxer llamada Tasha. En este sentido Nguyen et al. (2024) 

mencionan que aún no es claro como el uso de una única referencia puede afectar a los 

estudios de variación genética basados en la secuenciación. Estos autores señalan que, 

debido a la endogamia presente en el desarrollo de las razas modernas de perros, utilizar 

un único genoma de referencia derivado de una raza particular puede sesgar el análisis de 

la variabilidad genética dentro y entre caninos. 

En la secuencia analizada del intrón 9-10/exón 10 de BRCA1 se identificó en un animal 

de la raza Bóxer el SNP1 c.715G>A con genotipo heterocigota (G/A), mientras que los 

restantes 14 animales fueron todos homocigotas G/G. Al realizar el test de chi cuadrado 

no se encontraron diferencias significativas de las frecuencias alélicas entre la población 

analizada P y la población de referencia (Valor de Chi-cuadrado de 0.0008, Valor 

p=0.999>0.05) (Tabla 3). 

En el capítulo I analizando este polimorfismo en dos poblaciones de caninos hembras con 

tumores mamarios y grupo control de perras sanas tampoco encontramos diferencias 

significativas para poder generar indicios de asociación de esta variante con el cáncer 
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mamario. Por otra parte, se demostró que a pesar de que el SNP1c.715G>A produce un 

cambio aminoacídico Gly/Ser en posición 239 de la proteína, este sería “tolerado” y no 

estaría afectando la función de esta. El interés en estudiar efectos de mutaciones (SNP) 

en este tipo de regiones se basa en que su conservación es fundamental para la función 

normal del gen, mientras que la desregulación de las transcripciones podría contribuir a 

la patogénesis del cáncer mamario en humanos (Dan Li et al. 2019). 

En cuanto al análisis de la secuencia del exón 10 de BRCA2 (siendo en cuanto a tamaño 

en pb el segundo exón codificante más grande del gen) no se encuentra variabilidad 

genética en el SNP2c. 1341 G>A siendo todos los animales de la población P, 

homocigotas G/G (monomórficos). Al realizar el test de chi cuadrado no se encontró 

diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de la población analizada P y la 

población de referencia (valor de Chi-cuadrado de 0.703, p= 0.872>0.05) (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotípicas de los polimorfismos identificados en las 

secuencias de BRCA1 y BRCA2 en la población P y en la población de referencia. 

 

 

BRCA1-Exón10-SNP1c.715G>A 

Frecuencias Alélicas y genotípicas 

P 

Población 

PR 

Población de 

referencia 

Alelo G 0.966 0.968 

Alelo A 0.033 0.031 

G/G 0.9333 0.9444 

G/A 0.0667 0.0463 

A/A 0.0000 0.0093 

BRCA2-Exón 10- 

SNP2c.1341G>A 

Frecuencias alélicas 

y genotípicas 

P 

Población 

 

Población de 

referencia 

Alelo G 1 0.977 

Alelo A 0 0.023 

G/G 1.00 0.9587 

G/A 0.00 0.0367 

A/A 0.00 0.0046 

 

 

Este SNP2c. 1341 G>A en BRCA2 produce una variante de tipo sinónimo (aminoácido 

Lys, K/K) no afectando la estructura de la proteína. (Dyer et al. 2025). Por otra parte, 

variaciones genéticas (SNP codificantes o no codificantes, inserciones/delecciones) del 

BRCA2 en caninos podrían estar implicadas en la tumorogénesis afectando a nivel de la 

función de la proteína como de la transcripción (Thumser-Henner et al. 2020). En nuestro 
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país, hay estudios recientes realizados en estos genes donde se evaluaron mutaciones 

ocurridas en otras regiones de los genes BRCA1 y BRCA2 y su relación con la 

histopatología tumoral observando que la correlación entre la clínica y la histopatología 

fue moderada pero representativa y observando 15 marcadores moleculares (SNPs, 

indels) de los cuales 6 de ellos fueron polimórficos, todos del tipo SNPs (Decuadro et al. 

2022). 

Huskey et al. (2020) mediante estudios de Whole genome sequencing identifican 

variantes en BRCA2 potencialmente asociadas con el riesgo de cáncer mamario en 

distintas razas caninas y con distintos niveles de prevalencia según la raza, aunque 

advierten sobre la necesidad de validación de sus resultados. Siguiendo una estrategia 

similar a la utilizada para el gen BRCA1 por Decuadro et al. (2025); el estudio filogenético 

de la secuencia amplificada del exón 10 de BRCA2 presentó una cercanía en cuanto a 

mayor homología con el Canis lupus dingo y con Canis lupus familiaris y mayor 

separación los géneros Nyctereutes y Vulpes y (Figura 10). El Canis lupus dingo 

conserva rasgos lupinos siendo el principal depredador en Australia después del ser 

humano y conservando aspectos reproductivos y comportamentales independientes 

cuando se los compara con el perro doméstico (Shipman, 2020). Genéticamente ocupan 

un mismo clado junto al 71% de las razas de perros y lobos siendo de esperar que al no 

estar completamente domesticado comparta rasgos similares a estos últimos (Larson & 

Fuller 2014). Trabajos recientes utilizando herramientas bioinformáticas “in silico” y el 

algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) han podido dar un marco 

evolutivo comparativo entre secuencias de los genes BRCA1/BRCA2 de humanos y 

20.000 secuencias de diversos organismos, observando que determinados alelos 

asociados al cáncer en humanos pueden ser alelos “salvajes” en otras especies (Lai J & 

Sarkar 2021). 

Profundizar en el conocimiento de las secuencias de los genes BRCA1 y BRCA2 en perras 

con tumores mamarios, y su comparación con otras especies, aportarían datos de 

relevancia tanto desde el punto de vista evolutivo como a nivel de medicina veterinaria, 

contribuyendo al conocimiento de esta compleja patología. 

 

 
Figura 10. Árbol de distancia genética Neighbor-joining utilizando la secuencia amplificada del exón 10 

de BRCA2 con el programa de alineamiento múltiple tBlastn en la familia canidae. El círculo azul pertenece 

a la secuencia consenso amplificada en este trabajo. El soporte de bootstrap, basado en 1000 réplicas, indica 

un valor alto superior al 95%. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
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CAPITULO III 

 

Objetivo específico 

Identificar metilación genómica global entre tejido tumoral, tejido mamario sano en un 

grupo de perras con cáncer de mama (Artículo III). 

 

Materiales y Métodos 

El diseño experimental del protocolo III se llevó a cabo en el Hospital de Facultad de 

Veterinaria, en la Unidad de Genética y Mejora Animal de la Facultad de Veterinaria y 

las muestras fueron procesadas y analizadas en el área de Genética la Facultad de 

Medicina. (UdelaR) y fue aprobado por la Chea con el número 1383. 

Se seleccionaron 29 hembras caninas enteras que ingresaron a consulta al Hospital con 

tumores de mama, con edades entre 6 y 12 años. Los casos de tumores de mama fueron 

elegidos atendiendo las características clínicas descritas previamente en la especie, 

seleccionando animales con características clínicas compatibles con la patología en 

estudio. Dichos animales presentaban un examen clínico general aceptable y estudios pre 

quirúrgicos (bioquímica sanguínea, análisis de orina) dentro de los rangos de referencia, 

cuya estadificación de la enfermedad permitiera la realización de una técnica quirúrgica 

adecuada (riesgo anestésico según la sociedad americana de anestesiólogos: ASA I o II). 

Se realizó la estadificación clínica de los pacientes con tumores mamarios TNM según la 

OMS lo cual se hace de rutina realizando radiografía de tórax (triple incidencia) y 

ecografía de abdomen. Las muestras de tejido (mamario sano y tumoral) fueron obtenidas 

el día de la cirugía. 

Para las muestras de tejido para epigenética se tomaron dos muestras diferentes de tejido 

mamario (tejido sano y tumoral) que fueron guardadas en tubos eppendorf sin ninguna 

solución almacenadas a -80°C. 

Las muestras de tejido mamario tumoral se obtuvieron al momento de la cirugía 

terapéutica, (uno para epigenética y otro para su estudio histopatológico). 

Para las muestras de tejido mamario sano se unificó el criterio de donde tomarlas. Se 

extrajo de la mama contigua ya que generalmente se realizan cirugías regionales o 

mastectomías radicales donde varias mamas sanas son extirpadas en el mismo acto 

quirúrgico. Por este motivo no fue necesario biopsias de tejido mamario sano de la mama 

contigua que sería la otra forma de obtención de la muestra. 

Se llevó a cabo la extracción de ADN de los 29 animales con tumor de mama (muestras 

de tejido tumoral y tejido mamario sano) utilizando un kit DNeasy Blood & Tissue 

(Qiagen). Se midió la concentración y pureza del ADN extraído en un equipo DeNovix 

DS-11. Las muestras de ADN se diluyeron con volúmenes de 80 ngr/ul. 
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Las determinaciones de los niveles de metilación genómica global se realizaron mediante 

la cuantificación relativa de 5-metil 2-desoxicitidina (5mdC) utilizando cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC), de acuerdo a Berdasco et al., (2009) y Cappetta et al., 

(2015). En esta metodología el ADN se hidroliza previamente con nucleasa P1 (NEB) y 

fosfatasa alcalina (Invitrogen™) para producir 2'-desoximononucleósidos. La separación 

de los nucleósidos posterior a la hidrólisis genómica se realiza mediante HPLC y se 

detectan mediante UV. 1 μg de ADN genómico (en 10 μl de agua ultra pura) de cada 

muestra fue desnaturalizado a 94°C durante 10 min y rápidamente enfriado en hielo por 

5 min. Luego se adicionó 1 μl de ZnSO4 10 mM y 1,5 μl de nucleasa P1 (Sigma-Aldrich, 

200 U/ml en C2H3O2Na 30 mM) y se incubó a 37 °C durante 16 hs. El ADN hidrolizado 

se incuba con FastAPTM Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) durante 1 

hora adicional a 37°C y 10 minutos a 75°C según indicaciones del proveedor, en una 

reacción de 50 μl de volumen final. 

Para la separación de los nucleósidos tras la hidrólisis genómica se utilizó HPLC (Agilent 

serie 1100 HPLC system). 50 μl de ADN hidrolizado fueron inyectado en una columna 

dC18 Atlantis (Waters) de fase reversa (2.1 x 20 mm; 5 mm de tamaño de partícula) 

protegida por una precolumna (2.1 x 20 mm; 5 mm de tamaño de partícula; Agilent) a un 

flujo constante de 0.150 ml/min. Se utilizaron 2 buffers: ácido fórmico 0.1% en agua 

(solvente A) y ácido fórmico 0.1% en agua: metanol (40%) (solvente B); en un gradiente 

isocrático de 95% del solvente A y 5 % del solvente B durante 25 minutos. Se utilizaron 

como estándares una mezcla a 5mM de los mononucleósidos siguientes: deoxiadenina 

(dA), deoxitimidina (dT), deoxiguanosina (dG), deoxicitidina (dC), 5-metil-2 ́- 

deoxicitidina (5mdC) y deoxiuridina (dU) (Sigma-Aldrich). 

El porcentaje de metilación global del ADN genómico se determina por integración del 

área del pico de 5mdC visualizado en el HPLC. Las muestras se analizaron por duplicado 

y se eliminaron aquellas cuya diferencia en contenido 5mdC entre los duplicados fué 

mayor al 3%. (Cappetta et al. 2015). 

La cuantificación de 5mdC y dC se obtiene directamente del área de los picos visualizados 

en el HPLC. El nivel de metilación global del ADN genómico se expresa como la cantidad 

relativa de 5mdC en el total de residuos citidinas, es decir que, el porcentaje de metilación 

global del ADN genómico es: [mdC / (mdC + dC)] x100. Figura 11. 
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Figura 11. Equipo HPLC 21 Agilent Technologies serie 1200 con detección UV del 

laboratorio de la Facultad de Medicina y software donde se observa en el primer pico el 

porcentaje de citosina luego de la separación de los nucleósidos y en el segundo pico el 

porcentaje de citosina metilada. 

Análisis Estadístico 

Se realizó la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar si se cumplía con la normalidad. Al 

cumplirse la normalidad se realizó la prueba t de student para muestras pareadas la cual 

determina si hay diferencia significativa entre dos conjuntos de datos tomados de los 

mismos sujetos en dos condiciones comparables, y el efecto d de Cohen para evaluar que 

tan grande es la diferencia entre los dos grupos. Valores mayores a 0,8 interpreta un efecto 

grande. (Cohen J. 1988). 

Resultados y discusión 

De las 29 perras que formaron parte de este estudio en 11 de ellas logramos un porcentaje 

de metilación en tejido sano que fuera significativo. El resto de los animales no alcanzaron 

el pico necesario de la citosina metilada en el software por lo cual tuvieron que ser 

descartadas. En la Tabla 4 se describe la edad, raza, estadio de la enfermedad, 

clasificación y grado histopatológico de los tumores luego de la cirugía clasificados según 

(Goldshmidt et al. 2011). y % de metilación del tejido sano y tumoral. 
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Tabla 4. Descripción de los pacientes según la edad, raza, estadio, histopatología y 

porcentaje de metilación del tejido sano y tejido tumoral. 

 

 

caso 

 

edad 

 

raza 

 

Estadio 

 

Grado 

histop. 

 

Histopatología. 

 

Metilación tej. 

sano 

 

Metilación tej. 

tumoral 

 

1 

 

10 

 

Cimarrón 

 

III 

 

II 

 

Carcinoma quístico 

papilar 

 

4,791892158 

 

2,725887465 

 

2 

 

8 

 

cruza 

 

III 

 

II 

 

Adenocarcinoma 

simple 

 

2,144284287 

 

2,336448598 

 

3 

 

12 

 

Cocker 

 

III 

 

II 

 

Carcinoma mixto 

 

2,413530977 

 

2,285336856 

 

4 

 

8 

 

cruza 

 

III 

 

III 

 

Adenocarcinoma 

simple 

 

4,342321813 

 

2,766662856 

 

5 

 

7 

 

cruza 

 

III 

 

benigno 

 

Adenoma mixto 

 

2,884515795 

 

3,053574218 

 

6 

 

7 

 

O. Alemán 

 

III 

 

II 

 

Adenocarcinoma 

complejo 

 

2,46986528 

 

1,924168464 

 

7 

 

8 

 

Pug 

 

I 

 

I 

 

Carcinoma mixto 

 

3,143661972 

 

2,307747267 

 

8 

 

8 

 

O. Alemán 

 

I 

 

benigno 

 

Adenoma complejo 

 

3,750999886 

 

3,754702599 

 

9 

 

6 

 

Caniche 

 

I 

 

benigno 

 

Adenoma mixto 

 

3,879251734 

 

3,617225363 

 

10 

 

8 

 

Cruza 

 

III 

 

II 

 

Carcinoma simple 

 

4,002230611 

 

2,622711446 

 

11 

 

10 

 

Caniche 

 

I 

 

II 

 

Carcinoma sólido 

 

4,027690371 

 

3,458671344 

 

De las 11 perras en estudio 8 de ellas presentaron tumores malignos y 3 tumores benignos. 

Los tumores malignos fueron 3 carcinomas simple, 2 carcinomas mixtos, 1 carcinoma 

quístico papilar, 1 adenocarcinoma complejo y un carcinoma sólido. Los tumores 

benignos fueron 2 adenomas mixtos y un adenoma complejo. Estos datos coinciden con 

los bibliográficos de los tumores más frecuentes según Goldshmidt et al. (2011). 

Las razas estudiadas fueron 4 cruzas, 2 caniches, 2 Ovejero Alemán, 1 Cocker, 1 

Cimarrón y 1 Pug. Estas razas están sobrerrepresentadas en nuestro país, por lo que puede 

variar dependiendo de la localización geográfica. (Egenvall, et al. 2005). 

Se realizó la comparación de niveles de metilación entre tejido sano y tumoral de las 

perras con diagnostico histopatológico de tumores mamarios observándose una diferencia 

significativa entre los valores de metilación global en tejido sano y tumoral (p < 0.05). 
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En las Figuras 12 y 13 observamos niveles más bajos de metilación en el tejido tumoral 

en contraparte del tejido sano de las 11 perras, lo que indica que el tejido tumoral se 

encontraba hipometilado, lo cual es esperable según la bibliografía consultada, donde la 

hipometilación es reportada como una alteración epigenética común en diferentes tipos 

de cáncer, incluyendo el cáncer de mama en mujeres, en caninos, así como en otros tipos 

de cáncer.(Cappetta et al. 2015; Jeong et al. 2019; Biondi et al. 2021). 

 

 

 
Figura 12. Comparación de niveles de metilación entre tejido sano y tumoral para cada perra. 

En este grafico se observa una diferencia significativa entre los valores de metilación global en tejido sano 

y tumoral (p < 0.05). 
 

Figura 13. Gráfico comparativo entre los niveles de metilación global en tejido sano 

y tumoral para cada perra. 
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En la Figura 14 se compara el porcentaje de metilación global del ADN entre tejido 

mamario normales y tumoral. Las diferencias estadísticamente significativas entre tejidos 

mamarios normales y tumores mamarios se determinaron mediante la prueba t de Student 

(p < 0,05). 

 

 
Tejido mamario normal tejido mamario tumoral 

 

 

Figura 14. Comparación del porcentaje de metilación global del ADN entre tejidos mamarios normales y 

tumores mamarios. Los recuadros representan los rangos intercuartiles y las líneas transversales indican la 

mediana. Las diferencias estadísticamente significativas entre tejidos mamarios normales y tumores 

mamarios se determinaron mediante la prueba t de Student (p < 0,05). 

En las Figuras 15 y 16 se observa en las 11 perras como este resultado indica que la 

diferencia de metilación entre tejido sano y tumoral no solo es estadísticamente 

significativo, sino que también tiene una magnitud considerable (efecto grande) 

utilizando el efecto d de Cohen con un valor promedio de 0,84 (valores superiores a 0,8 

indican un efecto grande). 
 

 
Figura 15. Se describe de forma general la magnitud del efecto d de Cohen con lo 3 valores de cohorte (0,2 

bajo, 0,5 mediano y valores > 0,8 se considera alto. Este resultado indica una magnitud considerable (efecto 

grande, valor > 0,8) 
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Figura 16. Tamaño del efecto estimado por perra, mostrando cómo varía la diferencia de metilación 

estandarizada entre tejido sano y tumoral en cada caso. Aunque el d de Cohen se interpreta globalmente, 

esta visualización permite identificar qué perras contribuyen más al efecto total. La muestra 1, 4 y 7 son las 

que presentaron mayor contribución empujando el resultado hacia un efecto grande. 

Aunque las investigaciones sobre la metilación global en perras con CMT son escasas, 

existen estudios centrados en la metilación en genes específicos. Por ejemplo, el trabajo 

de Brandão et al. (2018) investigó el estado de metilación del ADN del gen ESR1 que 

codifica el receptor de estrógeno alfa, en CMT. Sus hallazgos indicaron que el estado de 

metilación de ESR1 no varió significativamente entre los diferentes tipos de tumor, lo que 

sugiere que la metilación del ADN no estaría implicada en la regulación de la expresión 

de ESR1 en tumores mamarios caninos. Esto contrasta con los hallazgos en el cáncer de 

mama humano, donde la metilación del ADN puede afectar significativamente la 

expresión de ESR1. Si bien el presente estudio se centró en la metilación genómica global 

y no en genes específicos como ESR1, es importante mencionar el efecto diferenciado 

que la metilación puede tener a nivel global en contraste al nivel génico, y que las 

modificaciones en genes específicos no necesariamente reflejan los cambios epigenéticos 

globales. 



31  

Por su parte, Jeong et al. en el (2019) investigaron los perfiles de metilación de todo el 

genoma en tejidos de tumor mamario canino y en células mononucleares de sangre 

periférica mediante secuenciación de bisulfito. Estos autores encontraron firmas de 

metilación únicas enriquecidas en CMT, con los genes relacionados con la apoptosis y el 

transporte transmembrana de iones estaban hipermetilados, mientras que genes 

relacionados con la proliferación celular y los oncogenes estaban hipometilados en los 

tejidos tumorales. La inclusión de muestras de sangre periférica por Jeong et al. (2019) 

marca un precedente para su uso en investigación en CMT. Esto se plantea como una 

futura línea de investigación para nuestro grupo, al tratarse de muestras menos invasivas 

que podría convertirse en una herramienta adecuada para el diagnóstico, pronóstico y 

monitoreo del tratamiento. 

Beetch et al. (2020) analizaron muestras de diferentes estadios tumorales, así como 

donantes sanos, describieron el patrón de hipermetilación de genes relacionados con el 

cáncer y encontraron que aquellos involucrados en la regulación transcripcional, la 

apoptosis, la transducción de señales y la migración celular estaban asociados con la 

expresión genética y la progresión de la enfermedad en caninos, lo que sugiere que el 

patrón de metilación tiene el potencial de ser utilizado en la clínica para distinguir estadios 

de progresión tumoral. El enfoque de dicho trabajo difiere del nuestro, sin embargo, 

coinciden en que el patrón de metilación fue diferente entre tumores mamarios caninos 

agresivos. De esta manera, las modificaciones en la metilación del ADN podrían orientar 

el monitoreo de la progresión de la enfermedad, que está vinculado al pronóstico. 

La investigación en humanos se centra en lograr una comprensión más profunda de los 

mecanismos epigenéticos para obtener mejores terapias, así como en el aprovechamiento 

de terapias que promuevan la normalización epigenética global para contrarrestar las 

aberraciones epigenéticas. Estos enfoques mejorarán la utilidad de los fármacos 

epigenéticos, maximizando los beneficios en términos de retorno de la inversión en 

investigación y mejorando los pacientes con cáncer. (Hillyar et al. 2020). En caninos hay 

pocos estudios referentes al tema por lo que se espera aportar datos para comprender 

mejor la biología tumoral desde el punto de vista epigenético en cáncer de mama en 

caninos. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

 
Hasta la fecha, son pocos los estudios que han informado una asociación entre SNP y el 

riesgo de CMT en caninos. Entre ellos tenemos el trabajo de Yoshikawa et al. (2005 a) 

donde encontraron un único polimorfismo de inserción / deleción en la señal de 

localización nuclear 2 (NLS2) de BRCA2 canino, llamado 10204ins / del AAA. Estos 

autores también informaron de otros polimorfismos en el exón 27 de BRCA2 (Yoshikawa 

et al. 2005 b). 

Hsu et al. (2010) encontraron variaciones del exón 11de BRCA2 observando SNPs que 

eran mutaciones sin sentido que podrían provocar cambios estructurales en la proteína 

BRCA2 y mutaciones silenciosas que no provocan alteración de aminoácidos. 

En un estudio realizado en China detectaron tres SNPs en BRCA1 canino; un SNP 

asociado estadísticamente con CMT. Dos SNPs en las regiones promotoras y un SNP no 

sinónimo en el exón 23 (Sun et al. 2015). 

Por su parte Qiu et al. (2016) encontraron dos mutaciones puntuales en la región 

codificante de BRCA1 canino en una muestra de animales con tumor mamario benigno y 

en una muestra de animales con tumor mamario maligno. No se detectaron mutaciones 

en las muestras de tejido mamario canino normal. Así mismo Ozmen et al. (2017) 

detectaron por primera vez 19 SNP del exón 11 de BRCA2 en tumores mamarios caninos. 

Los perros exhiben una notable diversidad genética entre razas, lo que influye 

significativamente en la biología del cáncer, la prevalencia de mutaciones y las respuestas 

al tratamiento. Debido a mutaciones genéticas heredadas, ciertas razas como Boxers, 

Golden Retrievers y Cocker Spaniels, presentan una mayor predisposición a tipos 

específicos de cáncer, incluyendo tumores mamarios (Rivera et al. 2009). 

En 2 de los trabajos estudiamos regiones diferentes a los autores citados de BRCA1 (intrón 

9-10/exón 10) y BRCA2 (exón 10), por ser regiones donde hay descritas mutaciones en la 

base de datos Ensembl. Estudiamos un grupo de perras con cáncer de mama vs. grupo 

control y otro grupo de perras con antecedentes familiares de cáncer de mama. No se 

encontró relación entre los marcadores estudiados y la ocurrencia de tumor de mama entre 

el grupo problema y el grupo control. Tampoco se encontraron diferencias relacionado 

con los marcadores estudiados en las perras con antecedentes familiares de tumores de 

mama La caracterización de BRCA1 y BRCA2 en tumores caninos sigue siendo 

inconsistente entre los diferentes estudios. Esto surge de diversas metodologías, diferentes 

tamaños de muestra y la falta de protocolos estandarizados. Como resultado, es difícil 

obtener conclusiones definitivas sobre la prevalencia, la importancia funcional y las 

implicaciones terapéuticas de las mutaciones de BRCA en el cáncer canino. Aunque 

algunos estudios han identificado mutaciones en estos genes asociados con tumores 

mamarios y otros tumores en caninos, las variaciones en las tecnologías de secuenciación 

y los criterios para la clasificación de variantes contribuyen a hallazgos contradictorios 

(Rivera el al. 2009; Yoshikawa et al. 2015). 

Para abordar las discrepancias entre diferentes autores, existe una necesidad de protocolos 

de pruebas genéticas estandarizados, marcos de informe unificados y colaboraciones 
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entre diferentes instituciones que puedan armonizar los esfuerzos de la investigación. Los 

análisis genómicos comparativos, que evalúan las variantes de BRCA en poblaciones 

caninas más grandes y múltiples tipos de cáncer, podrían mejorar la confiabilidad y 

reproducibilidad de los hallazgos. Establecer metodologías consistentes será crucial para 

avanzar en la medicina de precisión en oncología veterinaria y garantizar que las terapias 

dirigidas a BRCA se adapten con precisión a los pacientes caninos. Más allá de BRCA1 

y BRCA2, otros genes involucrados en la reparación del ADN y la regulación del ciclo 

celular merecen investigación en oncología canina. Los genes supresores de tumores, 

como la proteína tumoral p53, frecuentemente mutada en varios tumores tiene un papel 

crucial en el mantenimiento de la estabilidad genómica. Las mutaciones en el homólogo 

de fosfatasa y tensina PTEN, un regulador clave de la proliferación celular y la apoptosis, 

también es de gran interés debido a su papel en la tumorogénesis. (Pasaol et al. 2025). 

Por lo tanto, son necesarios más estudios para poder sacar conclusiones más acertadas y 

que dichos resultados sirvan a futuro para poder involucrar nuevos objetivos terapéuticos 

que podrían incluir terapias combinadas que involucran PARPi (olaparib, rucaparib, 

veliparib, iniparib) (Pulliam et al. 2018) e inhibidores de puntos de control inmunitarios 

u otros agentes que se dirigen a la respuesta al daño del ADN (Peyraud et al. 2020). 

La importancia de la investigación trasciende la oncología canina, ya que enriquece la 

comprensión de la oncología comparada, ofrece nuevos conocimientos sobre la biología 

del cáncer e impulsa avances tanto en medicina veterinaria como humana. (Pulliam et al. 

2018). 

Los datos presentados en el análisis molecular realizado aquí pueden deberse a numerosos 

factores. Puede haber influido porque partimos de un numero de animales bajo, de 

diversas razas, las cuales presentaban diferentes estadios tumorarles y tuvimos diferencias 

en los grados histopatológicos desde tumores benignos a tumores malignos muy 

indifereneciados. Para futuros estudios se pretende aumentar el número de muestras de 

los bancos de ADN ya existentes, de ambas poblaciones. En lo que se refiere a la raza, se 

plantea circunscribir los animales estudiados, ya sea los que sean de determinada raza, o 

los animales cruza. Con esto se lograría una muestra de estudio más homogénea. Con 

respecto a las marcadoras estudiadas en caninos, la diferenciación entre tumores 

hereditarios-no hereditarios, no está tan estudiada. Puede ser que estos marcadores en 

concreto no estén tan involucrados en los tumores mamarios más frecuentemente 

encontrados en esta especie. A futuro se pretende aumentar el espectro de genes 

estudiados, con el fin de encontrar marcadores que sean de utilidad en distintos aspectos 

de la clínica oncológica. 

La investigación en epigenética de tumores mamarios en caninos abarca varios enfoques, 

como la metilación del ADN, modificaciones de histonas y la regulación mediante 

microARNs (miRNAs). Se ha estudiado la metilación a nivel específico y global, 

identificando posibles biomarcadores y relacionándolos con el desarrollo, progresión y 

recurrencia de los tumores. Algunos estudios encuentran diferencias en la metilación entre 

tumores benignos y malignos, aunque en el caso del gen ESR1 según el trabajo de 

Brandão et al. (2018), la metilación no varía significativamente en tumores caninos, a 

diferencia de lo observado en humanos. 



34  

Otros estudios, como el de Jeong et al. (2019), identifican firmas de metilación únicas en 

tumores caninos, relacionadas con apoptosis y transporte transmembrana de iones, 

mientras que Biondi et al. (2021) reportaron patrones de hipometilación más frecuentes 

en tumores malignos. Beech et al. (2020) sugiere que los patrones de metilación pueden 

servir como marcadores para distinguir estadios tumorales. 

En nuestro trabajo, se encontró que los tumores mamarios caninos presentan niveles de 

metilación global más bajos en comparación con tejidos sanos, indicando hipometilación 

en tejidos tumorales. Estos hallazgos refuerzan la relevancia de la epigenética en la 

comprensión y diagnóstico del cáncer mamario en perras. 
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CONCLUSIONES 

 
En el Artículo I, no se encontró relación estadísticamente significativa entre el marcador 

SNP1 y relación con tumores mamarios entre el grupo problema y el grupo control. Por 

otra parte, la sustitución aminoacídica que genera dicha mutación se considera “tolerada” 

en la proteína brc-1. La secuencia amplificada intrón 9-10/exón 10 de BRCA1 a nivel 

filogenético mostró homología con la especie Canis lupus familiaris y relación más lejana 

con otros géneros como Vulpes y Nyctereutes de la familia Canidae. Como conclusión 

final las mutaciones en esta región de splicing del mayor exón de BRCA1 no estarían 

relacionadas con la aparición de tumores mamarios en este grupo de animales. 

En el Artículo II, a partir del alineamiento de secuencias comparadas con las razas Bóxer, 

Gran Danés, Basenji, Ovejero Alemán de referencia no se identificaron nuevos SNP en 

la muestra analizada. Se identificó para el SNP1 c.715G>A, ubicado en la secuencia 

estudiada de BRCA1, un animal con genotipo heterocigota (G/A), resultando los demás 

individuos homocigotas G/G. No se halló variabilidad genética en el SNP2c. 1341 G>A 

en BRCA2, siendo todos los animales estudiados homocigotas G/G. En ambos SNPs, al 

comparar las frecuencias alélicas entre la población analizada P y la población de 

referencia, no se encontraron diferencias significativas. 

En cuanto al análisis filogenético de la secuencia estudiada del exón 10 de BRCA2, existe 

una mayor homología con Canis lupus dingo y con Canis lupus familiaris, en 

comparación con los géneros Nyctereutes y Vulpes. 

Consideramos de importancia continuar aportando información molecular sobre estos dos 

genes supresores tumorales para continuar avanzando en el estudio de una enfermedad 

compleja como el cáncer mamario en caninos y como modelo para el estudio de la misma 

en humanos. 

En el Artículo III se estudiaron los niveles de metilación global del ADN en perras con 

tumores de mama y tejido mamario sano (muestras control). Se observaron porcentajes 

más bajos de metilación del ADN en el tejido tumoral, siendo más marcado el efecto en 

tumores de alto grado histopatológico, en contraparte del tejido sano. En función de estos 

resultados podemos concluir que el ADN del tejido tumoral se encontraba hipometilado 

en relación al tejido sano. Este trabajo resalta la importancia de continuar con esta línea 

de investigación aumentando el tamaño muestral, principalmente para que en el futuro se 

pueda usar la metilación global del ADN como biomarcador para dar un pronóstico más 

certero de esta enfermedad. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
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PERSPECTIVAS 

Las limitantes en veterinaria es poder conseguir un número de muestras que sea 

representativo por lo que nuestro objetivo es generar un banco de tumores de mama y 

tejido mamario sano y ADN de perras con cáncer de mama en la Facultad de Veterinaria, 

que a futuro puede ser usado en otros proyectos de investigación. 

Por lo tanto, a futuro aumentaremos el tamaño muestral, principalmente para que también 

se pueda usar la metilación global del ADN como biomarcador para detección temprana 

y progresión de la enfermedad. Realizar otros estudios de epigenética en regiones 

promotoras de genes y a nivel genómico y poder utilizar otras técnicas como la 

secuenciación con bisulfito de sodio o inmunohistoquímica con anticuerpos 

monoclonales de ratón. 

También a futuro nuestra perspectiva sería poder profundizar en el estudio de la 

metilación en tumores de mama y otros tipos tumorales que justifique adquirir el equipo 

de HPLC que generará más recursos humanos para el análisis epigenético (extracción de 

ADN, técnica de HPLC, análisis de datos) y poder ser replicados también a otras especies. 
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ABSTRACT 

This study involved clinical and genetic analysis of 15 female 
dogs with mammary tumors. Fourteen healthy female dogs 
were used as controls, and blood samples were collected from 
them for genetic analysis. Polymorphisms located in a splicing 
region of the largest exon of the BRCA1 gene were studied, 
both at the population and evolutionary level, in a population of 
female dogs with different histopathological types of mammary 
tumors. In the intron 9–10/exon 10 initiation region, two SNP– 
type polymorphisms are described: SNP1 and SNP2. The SNP1 
produces a non–synonymous change with unknown effect on 
the coding protein. Selected animals underwent surgery, and 
samples were sent for histopathological analysis. Peripheral blood 
was also collected for DNA extraction. A region corresponding to 
intron 9–10/exon 10 of the BRCA1 gene (ENSCAFE00845051080) 
was amplified by endpoint PCR, with PCR results subsequently 
confirmed through agarose gel electrophoresis at 1%. PCR 
products were sequenced to study the polymorphisms identified 
within this region. No statistically significant differences were 
observed between the genotype frequencies in both populations 
(Chi2 0.33, P>0.5), indicating that SNP1 is not linked to mammary 
tumors in the studied animals. Regarding SNP2, the mutation 
was not identified in the studied groups (females with mammary 
tumors and controls), being monomorphic. Although this SNP2 is 
described in the Ensembl database, there are no genotyping data in 
reference populations. The phylogenetic analysis of the amplified 
intron 9–10/exon 10 revealed an evolutionary homology with Canis 
lupus familiaris, and a more distant relationship with other genera 
such as Vulpes and Nyctereutes within the Canidae family. It can be 
concluded that mutations in this splicing region of the largest exon 
of BRCA1 are not associated with the development of mammary 
tumors in canines within this group of animals. 

Key words: Canine mammary tumors; canine BRCA1 gene; SNP 

RESUMEN 

Se realizó el estudio clínico y genético en 15 perras con tumores 
de mama. El grupo control incluyó 14 perras sanas a las cuales 
se les extrajo sangre para el estudio genético. Se estudió a nivel 
poblacional y evolutivo, polimorfismos localizados en una región 
de corte y empalme del exón más grande del gen BRCA1 en una 
población de perras con distintos tipos histopatológicos de tumores 
mamarios. En la región de inicio de intrón 9–10/exón10 hay 
descritos dos polimorfismos de tipo SNP: SNP1 y SNP2. El SNP1 
produce un cambio no sinónimo y se desconoce el efecto del mismo 
a nivel de la proteína codificante. Los pacientes fueron intervenidos 
quirúrgicamente, con posterior estudio histopatologico, y obtención 
de muestras de sangre para la extracción de ADN. Se amplificó por 
PCR a tiempo final una región correspondiente al intrón 9–10/exón 
10 del gen BRCA1 (ENSCAFE00845051080), confirmándose los 
resultados por PCR a través de electroforesis en geles de agarosa 
al 1 %. Los productos de PCR se secuenciaron para estudiar 
los polimorfismos identificados en dicha región. No existieron 
diferencias estadísticamente significativas entre las frecuencias 
genotípicas en ambas poblaciones (Chi2 0.33, P>0,5), por lo tanto, 
este SNP1 no estaría vinculado con los tumores mamarios en los 
animales estudiados. En referencia al SNP2, en ambos grupos 
estudiados, no fue identificada la mutación siendo monomórfico. 
Si bien este SNP2 se encuentra descrito en la base Ensembl, no 
existen datos de genotipado en poblaciones de referencia. La 
secuencia amplificada intrón 9–10/exón 10 a nivel filogenético 
mostró homología con la especie Canis lupus familiaris y relación 
más lejana con otros géneros como Vulpes y Nyctereutes de la 
familia Canidae. Concluimos que las mutaciones en esta región 
de splicing del mayor exón de BRCA1 no estarían relacionadas 
con la aparición de tumores mamarios en caninos en este grupo 
de animales. 

Palabras clave: Tumores mamarios caninos; BRCA1 canino; SNP 
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INTRODUCTION 

Cancer stands as the leading cause of death in dogs, being 
responsible for 27–30% of deaths, and reaching 50% in certain breeds, 
such as the Golden Retriever and the Bernese Mountain Dog [1, 2]. 

In recognition of the importance of cancer research in companion 
animals, the National Cancer Institute established the Comparative 
Oncology Program in 2003. This initiative has facilitated numerous 
studies that have benefited human medicine [3]. 

Dogs develop spontaneous mammary tumors with clinical and 
molecular similarities to human breast cancer. In addition to the 
spontaneous presentation of the tumor, there are several clinical 
parallels between human breast cancer (HBC) and canine mammary 
tumors (CMT). These include age of onset (from 6 years in dogs and 
40 years in women), hormonal etiology, disease progression, tumor 
size, stage, and invasion of regional lymph nodes. In situ ductal 
carcinomas in both human and canine mammary glands exhibit 
analogous pathological and molecular characteristics. The traits of 
CMT and their resemblances to HBC indicate that dogs could serve 
as models for studying the disease in humans [4]. 

Genetic components and hereditary risk factors for breast cancer 
are shared between humans and dogs. One notable example is 
the BRCA1 tumor suppressor gene. Mutations in this gene have 
been linked to an increased likelihood of developing breast and 
ovarian cancer in women due to the accumulation of DNA damage 
[5]. BRCA1 has also been identified as a contributing factor in the 
development of mammary tumors in certain breeds, including 
the English Springer Spaniel [4, 5] Mutations in the BRCA1 tumor 
suppressor gene have been linked to a higher risk of mammary 
cancer in both humans and canines [6, 7]. In canines, this gene is 
located on chromosome CFA9, encompassing 23 exons and four 
transcripts (splice variants). In our country, Decuadro et al. (2022) 
[8], studied the smaller exons (exons 22 and 23) of the BRCA1 gene 
through DNA sequencing, and found no significant differences in 
the molecular markers identified in a group of dogs with mammary 
tumors compared to the control group. Furthermore, exon 10 (3444 
bp in transcript 202) is the largest exon of this gene in canines and 
corresponds, by sequence homology, to exon 11, the largest exon 
of the homologous gene in humans [9]. 

 
In the Ensembl Dog database (ROS_Cfam_1.0), two SNP–type 

polymorphisms are described in the intron 9–10/exon10 initiation 
region: SNP1 (missense) (R, G/A) c.715G>A, at protein position 
Gly239Ser 239 (aa change G/S) and SNP2 (synonymous variant) 
(W, A/T) c.738T>A, at protein position Thr246= 246 (aa T/T) [10]. 
The interest has focused on SNP1 as it produces a nonsynonymous 
change, and its effect on the coding protein remains unknown. 

In humans, extensive evidence shows that various types of 
mutations (SNPs, InDels, and rearrangements in intron and exon 
splicing) ultimately affect the functionality of the encoded protein, 
thereby preventing DNA repair [4]. Over time, the progressive 
accumulation of DNA damage increases the likelihood of developing 
mammary tumors [5]. Since the cloning of BRCA1 in 1994, it has 
been observed that it undergoes high alternative splicing, with 
more than 100 transcripts detected in humans via next–generation 
sequencing (NGS) [11]. 

The BRCA1 gene encodes a protein that is homologous to the 
breast cancer type 1 susceptibility protein (Brc–1). This protein 
plays a crucial role in DNA repair and cell cycle regulation in the 
mammary gland [12]. 

Phylogenetically, BRCA1 is an ancient gene, the precise origin of 
which remains uncertain. However, evidence suggests a common 
ancestor may have emerged approximately 1.6 billion years ago, 
at the time of the divergence of animals and plants. [13]. 

This study aimed to investigate population–level and 
evolutionary polymorphisms located in a splicing region of the 
largest exon of the BRCA1 gene, with a specific focus on SNP1 
and its impact on the amino acid change in the encoded protein 
in a population of female dogs with diverse histological types of 
mammary tumors. 

 
The aim of this work was to compare the analysis of BRCA1 

gene sequence in a group of canines with and without mammary 
tumors. Since there are few studies in female dogs that study 
breast cancer at a molecular level. The study proposed in this 
work will collaborate in obtaining this knowledge in order to have 
more elements when facing these clinical cases. 

 
MATERIALS AND METHODS 

This study was conducted at the Veterinary Hospital and the 
Laboratory of the Genetics and Animal Improvement Unit of the 
Faculty of Veterinary Medicine at the University of the Republic 
(Montevideo, Uruguay). The study was approved by the Ethics and 
Animal Use Committee (CEUA) under the number 1383. 

CMT cases were selected based on the presence of nodules 
or tumors in the mammary region with clinical characteristics 
consistent with those observed in mammary tumors. Fifteen female 
dogs. aged 6 to 12 years, were selected, as this is a prime age for 
this pathology. Pre–surgical studies, including blood chemistry, 
chest X–rays, and urine analysis. 

The Clinical Analysis Laboratory has the necessary instruments 
for blood tests (CB 31 Oi Biotecnica Instruments S.p.A.). 
Thoracic radiographs were obtained in a Vetter Rems 100 device 
(Argentina) and digitalized in a Kodak DirectView, Sistem Classic 
CR Caresream (Japan) and a TOSHIBA Nemio MX.(Japan) fixed 
hospital ultrasound scanner. 

As well as disease staging according to WHO standards enabled 
the implementation of appropriate surgical techniques, with 
anesthetic risk classified as ASA I or II. Sedation was performed 
with acepromazine 0.05 mg·kg-1 and morphine 0.5 mg·kg-1 

intramuscularly, anesthesia was induced with propofol 5 mg·kg-1 

intravenously for placement of the tracheotube and inhalational 
anesthesia was maintained with isoflurane. 

Post–surgery tissue samples were sent for histopathological 
study with an Olympus BX51 microscope using hematoxylin and 
eosin staining at 40× and 10× magnification 

Tumors were grouped according to the histopathological 
classification of Goldschmidt et al. (2011) [14] (TABLE I). 
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The control group consisted of fourteen female dogs, within the 
same age range and with no oncological pathologies. These dogs, 
admitted to the Veterinary Faculty Hospital for other reasons. To 
dismiss any oncological pathology all dogs underwent clinical 
examination and collateral studies. Blood samples were collected 
to perform laboratory analysis (as with dogs with breast tumors), 
abdominal ultrasound and thorax radiography. An aliquot of the 
blood sample preserved with EDTA was reserved for genetic analysis. 

DNA Molecular Studies 

Peripheral blood samples were collected from selected animals 
under aseptic conditions in accordance with animal welfare 
protocols. Blood samples were obtained (3 mL) from the cephalic 
vein with a 21 G butterfly by the veterinary nurse. DNA extraction 
was conducted using the Quick_DNATM Miniprep Plus Kit (Zymo 
Research). DNA samples were quantified using a NanoDrop ND 
1000 spectrophotometer, (Thermo Fisher Scientific, USA) with 
full spectrum (220–750 nm). 

 

 

 

Case 
Age 

(years) 
Breed Stage 

Histopathological 
Histopathology 

Grade 

 

1 

 

6 

 

Poodle 

 

I 

 

II Mixed Carcinoma 

 

2 

 

8 

 

Rottweiler 

 

III III 
Simple Tubular 

Carcinoma 

 
3 

 
12 

American 
Staffordshire 

 
III III 

Tubulopapillary 
Carcinoma 

  Terrier   

 

4 

 

6 

 

Cocker 

 

III II 
Simple Tubular 

Carcinoma 

 

5 

 

10 

 

Mixed Breed 

 

II 

 

Benign Complex Adenoma 

 

6 

 

12 

 

Mixed Breed 

 

V III 
Poorly Differentiated 

Complex Carcinoma 

 

7 

 

10 

 

Cimarrón 

 

III III 
Anaplastic 

Carcinoma 

 

8 

 

8 

 

Cocker 

 

I 

 

III Solid Carcinoma 

 

10 

 

12 

 

Cimarrón 

 

III II 
Tubulopapillary 

Carcinoma 

 

11 

 

6 

 

Poodle 

 

I 

Complex Adenoma 

Benign  with Intraductal 
Lobular Hyperplasia 

 

12 

 

12 

 

Poodle 

 

I 

 

Benign Benign Mixed Tumor 

 

13 

 

12 

 

Cimarrón 

 

III II 
Tubulopapillary 

Carcinoma 

 

14 

 

12 

 

Boxer 

 

II 

 

II Complex Carcinoma 

 

15 

 

11 

 

Pitbull 

 

I 

 

Benign Complex Adenoma 

A 281 bp fragment corresponding to the intron 9–10/exon 
10 region of the BRCA1 gene (ENSCAFE00845051080) was 
amplified by endpoint PCR using a Multigene II machine 
(Labnet International, Inc., USA). The following primers were 
utilized: F 5’→3’ AGGTGCTTATTTCCACTCCCC and R 5’→3’ 
TCATGCTGTAATGAGCTGGCA. Amplification conditions comprised 
an initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by 35 cycles of 1) 
denaturation at 95°C for 30 s, 2) annealing at 56°C for 30 s, and 3) 
extension at 72°C for 30 s, with a final extension at 72°C for 5 min. 

In each experiment, as analytical quality control a non– 
template PCR control tube was added using sterile deionizad 
water (negative PCR) 

PCR results were confirmed by electrophoresis on 1% agarose 
gels in 1× TBE buffer. Electrophoresis was conducted using an 
HU13 MIDI horizontal gel electrophoresis system (Scie–plas, Great 
Britain) and a POWER PAC 3000 power supply (Bio–Rad, USA). The 
resulting bands were visualized under UV light using a BIOSENS 
SC805–BIOTOP instrument (Shanghai Bio–Tech Co., Ltd., China). 

PCR products (F and R chains) were submitted to Sanger 
sequencing on an ABI 3500 instrument (Thermofisher, USA) at 
GENEXA, Uruguay, to study the polymorphisms identified in this 
region. Before the sequencing process, the PCR products are 
purified using the Quiagen column kit, in order to obtain good 
quality in the sequencing process (elimination of dNTSs, 
oligonucleotides, by–products). 

 
Statistical and in silico analysis 

The free Bioedit software [15] was used to align 29 sequences 
in order to identify SNP polymorphisms in the amplified fragment 
and to compare them with the reference canine genome sequence 
(Ensembl Dog, ROS_Cfam_1.0) 

Genetic variability calculations, Chi–square test for allelic frequencies 
of polymorphisms and Hardy–Weinberg Equilibrium (HWE) were 
performed using the free POPGENE software version 1.32 [16]. 

To investigate the impact of SNP1’s amino acid change effect on 
the brc1 protein, two online bioinformatics tools were employed: 
a) SIFT Sorting Intolerant From Tolerant, [https://sift.bii.a–star.edu. 
sg/] [17], and b) PolyPhen–2 (Polymorphism Phenotyping v2) [18]. 
A sequence alignment and genetic distance Neighbor–Joining tree 
of the amplified sequence with available genomic data from Canidae 
species was constructed using the online BLAST algorithm (Basic 
Local Alignment Search Tool) [19, 20]. Furthermore, reference 
population data for 216 canine genotypes reported for SNP1 (204 
homozygotes G/G, 10 heterozygotes G/A, and 2 homozygotes A/A) 
were downloaded from Ensembl Dog, ROS_Cfam_1.0, for the 
purpose of performing a comparative allele frequency and HWE 
analysis with the two aforementioned populations. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

The presence of the biallelic polymorphism SNP1 was 
identified in both populations of female canines (CMT group and 
C group) through the use of PCR–sequencing and subsequent 
sequence alignment. In the CMT group, two females exhibited 
the heterozygous genotype GA, while the remaining 13 were 

      

 

TABLE I 

Description of patients, clinical staging (according to the 

WHO), histopathological diagnostic and classification 
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GG homozygous. In the C group, three females exhibited the 
heterozygous genotype GA, while the remaining 11 were GG 
homozygous. The homozygous AA genotype for the mutant allele 
was not observed in either group (FIG. 1). No statistically significant 
differences were observed between the genotype frequencies in 
both populations (Chi–square 0.33, P>0.5), indicating that SNP1 
is not linked to mammary tumors in the studied animals. Both 
populations were in HWE, whereas the reference population 
was not (TABLE II). This deviation from HWE in the reference 
population may be attributed to the lack of knowledge regarding 
the genotyping method employed, as Iniesta et al, 2005 [21] have 
indicated that such a method can introduce biases in interpreting 
genotype results. Additionally, the authors have proposed the 
biological possibility of inbreeding in the population or selection 
for a specific allele. With regard to SNP2 (synonymous variant, W, 
A/T) c.738T>A), the mutation was not identified in the studied 
groups (CMT and control), exhibiting monomorphic characteristics. 
Although this SNP2 is described in the Ensembl database,, there 
are no genotyping data in reference populations. Di Giacomo 
et al. (2022) [22], using an AmpliSeq panel for BRCA1 variant 
identification in a population sample of 22 dogs, identified 12 SNPs 
(10 with nonsynonymous changes). These authors identified two 
SNPs in exon 10 that differed from the one identified in this work. 

 

 
Exon 10–SNP1 c.715G>A 

Allelic Frequencies 

 and X2 for HWE  

Allele G 

With tumors 

(CMT) 

 

0,933 

No tumors 

(C) 

 

0,893 

Reference 

Population 

 

0,968 

Allele A 0,067 0,107 0,031 

X2 and P (HWE) 0.0765 P0.70 0,202 P0.50 16.03 P<0.001 

 

 
Phylogenetically, the amplified sequence demonstrated greater 

homology with Canis lupus dingo and Canis lupus familiaris 
indicating an evolutionary divergence from the genus Vulpes and 
Nyctereutes as expected (FIG. 2). Recent taxonomic revisions 
propose that the dingo should be classified as Canis familiaris, 
which is the appropriate taxonomic designation for ancient, modern 
dog breeds and their hybrids [23]. 

 

 

FIGURE 2 Neighbor–joining genetic distance tree, generated using the amplified 

sequence with the tBlastn multiple alignment program within the Canidae family.  
The consensus sequence amplified in this study is represented by the blue circle 

 

 
 

 

 

 

 

 

FIGURE 1. Partial multiple alignment of the amplified intron 9–10/exon 10 

sequence of the BRCA1 gene from 15 female canines with tumors (T1–T15) and 

control females (C1–C14). The REF sample corresponds to the reference sequence 

ENSCAFG00845006070 from Ensembl (Canis Lupus familiaris). At position 27021, 

the SNP1 polymorphism (letter R, in violet) is observed 

 

 

 

With regard to the impact of the amino acid substitution resulting 
from SNP1 on the brc1 protein (Gly/Ser at position 239), the SIFT 
analysis returned a score of 0.08 (indicating a tolerated amino acid 
substitution), whereas substitutions with scores < 0.05 are regarded 
as “detrimental,” signifying a potential alteration in protein function. 
Similarly, PolyPhen–2 analysis classified the substitution as benign 
with a score of 0.007 (sensitivity 0.96, specificity 0.75). In this 
program, values closer to 1 are predicted with higher confidence 
to be detrimental (in contrast to the SIFT scale). 

In primates, there is evidence that BRCA1 evolves through 
positive selection, whereby mutations confer resistance 
advantages to viral infections. This could explain its evolution 
and the transmission of cancer–related mutations [24]. 

This study confirmed that the splice initiation region of the 
largest exon of BRCA1 in canines, despite presenting SNP–type 
polymorphisms, does not affect the functionality of the coding 
protein and is not associated with tumors in female canines. 

 
CONCLUSIONS 

It has been demonstrated that distinct mutations in the BRCA1 
gene are associated with mammary tumors in female canines. 
In this study, no statistically significant relationship was found 
between the SNP1 marker and mammary tumors in the problem 
and control groups. Furthermore, the amino acid substitution 
resulting from this mutation is regarded as being benign to the 
brc–1 protein. From a phylogenetic perspective, the amplified 
intron 9–10/exon 10 sequence demonstrated homology with 
Canis lupus familiaris and a more distant relationship with other 

TABLE II 

Allelic Frequencies: Observed allelic frequencies of 

SNP1 and Chi–square (X2) results for HWE 
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genera, such as Vulpes and Nyctereutes, within the Canidae family. 
Consequently, it can be concluded that mutations in this splicing 
region of the largest exon of BRCA1 are not associated with the 
occurrence of mammary tumors in this group of animals. 

This is the beginning of a line research at DNA in female dogs 
with mammary tumors, and the next step to deepen this work can 
be achieved by increasing samples number. 

During the course of this work, two sample banks were created, 
one of blood and the other of DNA from female dogs with mammary 
tumors. These samples will be use in future studies. We also intend 
to study other gene sequences and their variants in a larger number 
of animals. Likewise, we hope to include the study of epigenetics in 
female dogs with mammary tumors compared to healthy animals 
in the future. 
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1 BRCA1 and BRCA2 Gene Analysis in Dogs with Familial Mammary Tumors 

2 

3 There are few studies that study at the molecular level families of dogs with a history of mammary tumors. 

4 Therefore, we thought it appropriate to study different families of 4 breeds of dogs with a history of 

5 mammary tumors where we worked on regions of the BRCA1 and BRCA2 genes in which different 

6 mutations have been described, according to the Ensembl website. 

7 The breeds studied were Poodle, Boxer, Uruguayan Cimarron and Great Dane. 

8 

9 The study protocol was approved by the Ethics and Animal Use Committee (CEUA) under 

10 protocol number 2157. 

11 
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13 

14 BRCA1 and BRCA2 Gene Analysis in Dogs with Familial Mammary Tumors 

15 

16 

17 Abstract 

18 

19 Objective: This study aimed to analyze single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the intron 9– 

20 10/exon 10 region of the BRCA1 gene and in exon 10 of the BRCA2 gene in canines of the following 

21 breeds: Great Dane, Boxer, Uruguayan Cimarrón, and Poodle that have a familial history of mammary 

22 tumors. 

23 Materials and Methods: DNA was extracted from 15 animals. Polymerase chain reaction (PCR), 

24 followed by automated sequencing, and subsequent analysis with various bioinformatics tools, was 

25 employed to analyze the SNPs and to perform comparative analyses with those of other canine breeds 

26 and members of the Canidae family. Allelic and genotypic frequencies were calculated and compared with 

27 those of reference populations. 

28 Results: No novel allelic variants were identified in the study sample compared with the reference 

29 breeds. For BRCA1, SNP1 c.715G>A was detected with an allelic frequency of 0.966 for the G allele 

30 and 0.033 for the A allele. In the case of BRCA2, SNP2 c.1341G>A was monomorphic (GG), and no 

31 significant differences were observed relative to the reference population. Phylogenetic analysis revealed, 

32 as expected, that the amplified BRCA2 sequence exhibited higher homology with Canis lupus dingo and 

33 Canis lupus familiaris. 

34 Conclusion: In this cohort of dogs with a familial history of mammary tumors, no novel SNPs were 

https://orcid.org/0000-0002-0118-6535
https://orcid.org/0000-0002-0118-6535
mailto:oncologiafvetudelar@gmail.com
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1 identified in the regions analyzed. Statistically, the allele frequencies for the previously described SNPs 

2 did not differ significantly from those of the reference population. These results contribute to our 

3 understanding of genetic variability in genes implicated in canine mammary tumorigenesis. 

4 

5 Keywords: Canine mammary tumors; BRCA1 gene; BRCA2 gene. 

6 

7 Introduction 

8 

9 Mammary tumors represent the most prevalent neoplastic condition in female dogs, posing a 

10 significant challenge in veterinary oncology. Their annual incidence rates vary considerably with 

11 geographical location and contributory factors, such as early spaying practices and socioeconomic 

12 conditions [1]. In countries with low rates of ovariectomy, mammary neoplasms are exceedingly 

13 common, accounting for approximately 50 to 70% of tumors detected in intact females. Notably, 

14 the overall rate of neoplasm development in dogs is nearly double that seen in humans [2]. 

15 At the time of diagnosis, 60% of affected female dogs present with multifocal tumors—either 

16 confined to a single mammary gland, dispersed across different glands, or manifesting sequentially 

17 along the contralateral chain. Specifically, 37% of these cases displaying heterogeneous 

18 histopathological characteristics [3]. 

19 Furthermore, the overwhelming predilection for mammary tumors in female dogs (97–100% 

20 incidence compared to 0–3% in males) is particularly marked in older, intact females, with a higher 

21 frequency documented in the inguinal mammary glands [4]. 

22 Genetically, investigations in both human and canine mammary cancers have underscored the 

23 crucial role of tumor suppressor genes, most notably BRCA1 and BRCA2. These genes modulate 

24 cancer risk via variations such as DNA single nucleotide polymorphisms (SNPs) [5,6]. 

25 Comparative studies have revealed significant genetic similarities between canine and human 

26 mammary tumors [7]. Hereditary breast cancer in humans, accounting for 5–10% of all cases, is 

27 primarily associated with pathogenic variants in BRCA1 and BRCA2. Carriers of these variants 

28 have a lifetime risk up to 85% to develop breast cancer [8,9]. However, despite the established 

29 importance of BRCA1 and BRCA2 as biomarkers and therapeutic targets in human oncology, their 

30 role in canine mammary cancer remains underexplored [10]. Most genetic variations identified in 

31 these genes in canine are SNPs—occurring within both coding and non-coding regions—and may 

32 influence tumor development [11]. For example, Decuadro et al. [12] examined exons 22 and 23 

33 of BRCA1 and exons 11 and 27 of BRCA2 in two cohorts of female dogs (one with mammary 

34 tumors and one comprising healthy controls) and found no significant association between the 
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1 identified SNPs and disease status. Moreover, the Ensembl Dog (ROS_Cfam_1.0) database 

2 documents a missense SNP, c.715G>A (resulting in a non-synonymous change, R, G/A), within 

3 the intron 9–10/exon 10 initiation region of the BRCA1 gene [13]. 

4 Recent studies in dogs employing next-generation sequencing (NGS) AmpliSeq techniques for 

5 BRCA1 and BRCA2 have yielded comprehensive variant databases that promise to deepen our 

6 understanding of mammary cancer in the future [5]. 

7 Additionally, several studies have demonstrated a certain breed predisposition for tumors in 

8 specific canine breeds such as Poodle, Yorkshire Terrier, Dachshund, Labrador, Cocker Spaniel, 

9 and Boxer, suggesting a substantial genetic component [14, 1]. 

10 Genetic factors are further emphasized by evidence that certain familial lineages within these 

11 breeds exhibit markedly higher tumor risks [15]. 

12 Evolutionary studies in primates have revealed that both BRCA1 and BRCA2 are subject to 

13 positive selection, yet the mechanisms driving this diversifying selection in these crucial DNA 

14 repair genes remain incompletely understood [16]. In canines, sequence analysis of the intron 9– 

15 10/exon 10 region of BRCA1 has demonstrated homology with Canis lupus familiaris and 

16 comparatively more distant relationships with other Canidae genera [13]. 

17 In light of this background, the objective of this study is to examine, from an evolutionary 

18 perspective and via allelic frequency analysis, the SNPs present in the intron 9–10/exon 10 region 

19 of BRCA1 and in a segment within exon 10 of BRCA2. This investigation will be conducted in a 

20 population of dogs encompassing four breeds with direct familial ties characterized by a history of 

21 mammary tumors. 

22 

 
23 Materials and methods. 

24 This work was conducted at the Genetics and Animal Improvement Unit Laboratory and the 

25 Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine at the University of the Republic 

26 (Uruguay). 

27 Animal Description 

28 A total of 15 dogs from four breeds with an age range of 2 to 15 years (study population, P) were 

29 included: 6 Great Danes (4 females and 2 males), all offspring of a female with a histopathologically 

30 confirmed diagnosis of simple tubular carcinoma; 3 Boxers (sibling females), daughters of a female 

31 with histopathologically confirmed cystic papillary carcinoma; 4 Uruguayan Cimarrón (3 females 

32 and 1 male) from the local breed (Standard Fédération Cynologique Internationale CI No. 353), 

33 with a maternal history of histopathologically confirmed simple carcinoma; 2 Poodles (females) 

34 with a maternal history of histopathologically confirmed complex carcinoma, as per the 

https://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiaris/Info/Index?db=core
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1 classification described by Goldschmidt et al. [17]. 

2 Note that for the Great Dane and Boxer groups, the dams were diagnosed with mammary cancer 

3 but were unavailable to participate in the study; in contrast, the dams of the Uruguayan Cimarrón 

4 and Poodle breeds were diagnosed with mammary cancer and were included in the sampling. Table 

5 1. 

6 

7 Molecular DNA Studies. 

8 Peripheral blood samples (2–5 mL) were collected from the selected animals under strict aseptic 

9 conditions, in accordance with an animal welfare protocol administered by private veterinarians 

10 who provided the samples for this study. Blood was drawn into EDTA-containing tubes and 

11 stored at –18 degrees Celsius (°C). Genomic DNA was isolated using the Quick DNATM 

12 Miniprep Plus Kit (Zymo Research). DNA concentrations were subsequently quantified using a 

13 NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) by measuring 

14 absorbance at 260 nm. 

15 Subsequently, PCR amplification was performed to target regions within the BRCA1 and BRCA2 

16 genes where distinct mutations have been previously documented, as referenced in the Ensembl 

17 database (http://www.ensembl.org/index.html). The primer sets used were as follows: 

18 

19 BRCA1 Primers (for amplification of a segment within intron 9–10/exon 10 region; amplicon size: 

20 281 bp) [13]: 

21 

22 BRCA1 F: AGGTGCTTTATTTCCACTCCCC 

23 BRCA1 R: TCATGCTGTAATGAGCTGGCA 

24 

25 BRCA2 Primers (for amplification of a segment within exon 10; amplicon size: 301 bp), which 

26 were designed using the Primer-Blast tool [18]: 

27 

28 BRCA2 F: AGCCCTTTGGGAATGGAACT 

29 BRCA2 R: TCAAGACACTGCCCTTCGTT 

 

30 PCR amplification was performed to completion on a Multigene II thermal cycler (Labnet 

31 International, Inc., USA). Amplification conditions comprised an initial denaturation at 95°C for 

32 5 minutes, followed by 35 cycles of 1) denaturation at 95°C for 30 seconds, 2) annealing at 56°C 

33 for 30 seconds, and 3) extension at 72°C for 30 seconds. A final extension was carried out at 72°C 

34 for 5 minutes, in accordance with the protocol described by Decuadro et al. [12]. The PCR 

http://www.ensembl.org/index.html
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1 products for all 15 samples were subsequently subjected to automated Sanger sequencing (both 

2 forward and reverse strands) using an ABI 3500 sequencer (Thermo Fisher Scientific, USA) by 

3 GENEXA (Uruguay) for SNP identification, using Mega V11 software [19] for raw read analysis. 

 

4 In Silico and Statistical Analysis 

 

5 Sequence alignments for the 15 amplified regions of BRCA1 and BRCA2 were performed using 

6 the open-source software BioEdit [20]. The obtained sequences were then compared against 

7 reference sequences from the canine genome and from breeds available in the Ensembl Dog 

8 database (ROS_Cfam_1.0), including Boxer, Great Dane, Basenji, and German Shepherd. Genetic 

9 variability calculations and Chi-square tests for allelic frequency comparisons between the study 

10 population (P) and the reference population (PR) were conducted using the freeware POPGENE 

11 version 1.32. Statistical significance was defined as p<0.05 [21]. Reference population genotype 

12 data were downloaded from the Ensembl Dog ROS_Cfam_1.0 database. For SNP1 (c.715G>A 

13 in BRCA1), the reported reference population comprised 216 animals with the following 

14 genotypes: 204 homozygotes for guanine (G/G), 10 heterozygotes guanine- adenine (G/A), and 

15 2 homozygotes for adenine (A/A). For SNP2 (c. 1341 G>A in BRCA2), the reference population 

16 consisted of 218 animals with the following genotypes: 209 G/G homozygotes, 8 G/A 

17 heterozygotes, and 1 A/A homozygotes. Finally, the consensus sequence derived from the 15 

18 samples was utilized the online BLAST algorithm (Basic Local Alignment Search Tool) to 

19 construct a Neighbor-Joining genetic distance tree of the amplified exon 10 sequence of BRCA2, 

20 incorporating available genomic information from various species within the Canidae family [22]. 

 

21 

 
22 Results and Discussion 

23 The selection of breeds for this study was based on previous investigations reporting a higher 

24 incidence of canine mammary tumors (CMT) in small breeds, while also including large breeds [1, 

25 14]. In our country, the high prevalence of Poodles and Uruguayan Cimarrón dogs justifies their 

26 inclusion. Additionally, the Boxer, a breed well documented for its high prevalence of oncologic 

27 pathologies and the Great Dane, representing a large breed that has been scarcely studied at a 

28 molecular level, were also selected [15]. Although familial canine neoplasia remains poorly 

29 characterized, several studies have noted a higher incidence in crossbred animals compared to 

30 purebreds [23]. 

 

31 Sequence alignments performed with BioEdit on the amplified regions of the BRCA1 and BRCA2 

32 genes, and compared with reference sequences available from Ensembl (including Boxer, Great 

https://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiaris/Info/Index?db=core
https://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiaris/Info/Index?db=core
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1 Dane, Basenji, and German Shepherd), did not reveal any novel variants. Specifically, for SNP2 

2 c.1341G>A in exon 10 of BRCA2, it was observed that the Boxer and Basenji breeds consistently 

3 display an Adenine (A) at the targeted nucleotide, whereas the Great Dane and German Shepherd 

4 exhibit a Guanine (G). Although extensive genomic datasets are now available primarily generated 

5 by the Dog10K project, many canine genetic variation studies have traditionally relied on a single 

6 reference genome from the Boxer breed (i.e., “Tasha”) [24]. In this context, Nguyen et al. [25] 

7 have emphasize that depending on a single reference genome may impact genetic variability studies 

8 based on sequencing. They further caution that inherent inbreeding in modern dog breeds could 

9 bias genetic variability assessments, both within and between canines, when a single reference 

10 genome from a particular breed is used. 

 

11 Within the analyzed sequence of the intron 9–10/exon 10 region of BRCA1, one Boxer was found 

12 to carry SNP1 c.715G>A with a heterozygous genotype (G/A), whereas the remaining 14 animals 

13 were homozygous G/G. A Chi-square comparing allelic frequencies between the study population 

14 (P) and the reference population revealed no statistically significant differences (χ² = 0.0008, p = 

15 0.999; see Table 2). 

 

16 Decuadro et al. [13] similarly reported no significant association between this variant and 

17 mammary cancer when comparing two populations of female dogs (one with mammary tumors 

18 and one consisting of healthy females). Furthermore, these authors demonstrated that although 

19 SNP1c.715G>A results in an amino acid substitution (Gly/Ser at position 239 of protein), this 

20 change is “tolerated” and does not appear to impact protein function [13]. The rationale for 

21 investigating the effects of mutations (SNP) in these regions stems from their potential to produce 

22 a balanced array of alternative transcripts of BRCA1, which is critical to maintaining normal gene 

23 function. Dysregulation of these transcripts could, in turn, contribute to the pathogenesis of 

24 mammary cancer in humans [26]. 

25 For the sequence analysis of exon 10 of BRCA2 recognized as the second largest coding exon in 

26 terms of base pair length no genetic variability was observed for SNP2 c.1341G>A, with all 

27 animals being homozygous (G/G) (monomorphic) in the study population (P). Likewise, the Chi- 

28 square test exhibited no significant differences in allelic frequencies between the study (P) and 

29 reference populations (χ² = 0.703, p = 0.872 > 0.05; see Table 1). This SNP2c. 1341 G>A in 

30 BRCA2 produces a synonymous variant (Lys, K/K amino acid) that does not alter the structural 

31 integrity of the protein. Nonetheless, other genetic variations in canine BRCA2 whether involving 

32 coding or noncoding SNPs, insertions, or deletions may influence protein function and 

33 transcription, thereby playing a role in tumorigenesis [27]. Recent studies in our country have 
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1 evaluated mutations in different segments of the BRCA1 and BRCA2 genes and their correlations 

2 with tumor histopathology, reporting a moderate yet significant correlation between clinical 

3 presentation and histopathological findings. These studies identified 15 molecular markers (SNPs 

4 and indels) of which 6 were polymorphic SNPs [12]. 

5 Moreover, whole-genome sequencing studies by Huskey et al. [28] identified BRCA2 variants 

6 potentially associated with mammary cancer risk in various canine breeds and variable prevalence 

7 among breeds; however, though they highlighted the need for further validation of their findings. 

8 Employing a strategy similar to that applied to BRCA1 by Decuadro et al. [11], the phylogenetic 

9 analysis of the amplified exon 10 sequence of BRCA2 revealed a closer homology with Canis lupus 

10 dingo and Canis lupus familiaris, and a greater divergence from the Nyctereutes and Vulpes genera 

11 (Figure 1). Canis lupus dingo retains distinct lupine characteristics and, after humans, is Australia’s 

12 primary predator, maintaining reproductive and behavioral traits that are significantly differ from 

13 those of domestic dogs [29]. Genetically, dingoes cluster with 71% of dog breeds and wolves, 

14 suggesting that their incomplete domestication results in the sharing of many wild-type traits with 

15 the latter [30]. Recent in silico studies using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) have 

16 provided a comparative evolutionary framework between human BRCA1/BRCA2 sequences and 

17 20,000 sequences from various organisms, demonstrating that certain alleles associated with cancer 

18 in humans may function as “wild-type” alleles in other species [31]. 

19 In-depth sequence analysis of the BRCA1 and BRCA2 genes in dogs with mammary tumors, and 

20 their interspecies comparisons, will yield valuable insights from both an evolutionary and a 

21 veterinary medicine perspectives, thereby advancing our understanding of this complex pathology. 

 

22 

 
23 Conclusions 

 

24 In this study, sequence alignments and comparisons with reference breeds (Boxer, Great Dane, 

25 Basenji, and German Shepherd) revealed no novel SNPs in the analyzed cohort. For SNP1 

26 c.715G>A, located within the investigated region of BRCA1, one dog exhibited a heterozygous 

27 genotype (G/A), while the remainder of the individuals were homozygous (G/G). No genetic 

28 variability was observed for SNP2c. 1341 G>A in BRCA2, as all dogs were homozygous (G/G). 

29 In both SNPs, statistical comparisons of allelic frequencies between the study population (P) and 

30 the reference population did not yield significant differences. 

31 Moreover, phylogenetic analysis of the amplified exon 10 sequence of BRCA2 indicated a higher 

32 degree of homology with Canis lupus dingo and Canis lupus familiaris compared to the Nyctereutes and 

33 Vulpes genera. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
https://es.wikipedia.org/wiki/Nyctereutes
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1 These findings underscore the necessity of continuing molecular investigations into the BRCA1 

2 and BRCA2 tumor suppressor genes to further elucidate the complex etiology of canine mammary 

3 cancer and to further validate the canine model as a proxy for human breast cancer research. Future 

4 research hopes to increase the number of samples and perform whole genome sequencing. 

5 

6 Abbreviations. 

7 DNA: Deoxyribonucleic Acid 

 

8 BRCA1/2: Breast Cancer Genes 1 and 2 

 

9 CMT: Canine Mammary Tumor 

 

10 Indels: Insertions or Deletions 

 

11 PCR: Polymerase Chain Reaction 

 

12 SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms 
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Identification Breeds Relationship Age Sex Presence of 

mammary 

tumors 

GD1 Great Dane Son 2 Male mother with 

simple tubular 

carcinoma 

GD2 Great Dane Son 2 Male mother with 

simple tubular 

carcinoma 

GD3 Great Dane Daughters 2 Female mother with 

simple tubular 

carcinoma 

GD4 Great Dane Daughters 2 Female mother with 

simple tubular 

carcinoma 

GD5 Great Dane Daughters 2 Female mother with 
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     simple tubular 

carcinoma 

GD6 Great Dane Daughters 2 Female mother with 

simple tubular 

carcinoma 

B1 Bóxer Sister 5 Female mother with 

papillary cystic 

carcinoma 

B2 Boxer Sister 9 Female mother with 

papillary cystic 

carcinoma 

B3 Boxer Sister 9 Female mother with 

papillary cystic 

carcinoma 

C1 Uruguayan 

Cimarron 

Grandson 3 Macho mother with 

simple 

carcinoma 

C2 Uruguayan 

Cimarron 

Daughters 5 Female mother with 

simple 

carcinoma 

C3 Uruguayan 

Cimarron 

Granddaughte 

r 

3 Female mother with 

simple 

carcinoma 

C4 Uruguayan Mother 10 Female mother with 
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 Cimarron    simple 

carcinoma 

P1 Poodle Daughters 15 Female mother with 

complex 

carcinoma 

P2 Poodle Mother 13 Female mother with 

complex 

carcinoma 

1 

 
2 Table 1 

 

3 Description of the animals according to breed, relationship, age, sex, and which of the animals had 

4 a mammary tumor within each family. Mothers of Boxers and Great Danes were not included in 

5 the sample. 

 

6 

7 
 

BRCA1-Exon10- 

SNP1c.715G>A 

Allele frequencies 

P 

Population 

Reference 

Population 

Allele G 0.966 0.968 

Allele A 0.033 0.031 

G/G 0.9333 0.9444 

G/A 0.0667 0.0463 

A/A 0.0000 0.0093 

BRCA2-Exon 10- 

SNP2c.1341G>A 

P 

Population 

Reference 

Population 
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Allelic and Genotypic 

Frequencies 

Allele G 1 0.977 

Allele A 0 0.023 

G/G 1.00 0.9587 

G/A 0.00 0.0367 

A/A 0.00 0.0046 

 

 
1 Table 2: Allelic and Genotypic Frequencies of the Polymorphisms Identified in the BRCA1 and 

2 BRCA2 Sequences in the Study Population (P) and the Reference Population. Statistical 

3 significance was defined as p<0.05. 

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5 

6 

7 Figure 1: Neighbor-joining genetic distance tree generated using the amplified exon 10 sequence 

8 of BRCA2 via the tBlastn multiple alignment tool within the Canidae family. The blue circle denotes 

9 the consensus sequence generated in this study. The bootstrap support, based on 1000 replicates 

10 indicate a high value greater than 95%. 
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