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Genotipificacion de la region codificante de SPOCK1 en el cancer colorrectal:

hacia la descripcion de nuevos marcadores moleculares de la enfermedad

RESUMEN

El cancer colorrectal es una enfermedad de amplia distribucién mundial con
indices de morbimortalidad elevados. Su origen es multifactorial, por lo que es
imprescindible el estudio de mdultiples genes junto con factores ambientales que
inciden en su causa para entender la etiologia de la patologia. SPOCK1 es un
gen relacionado con el desarrollo de diferentes tipos de cancer. Variaciones en
su secuencia nucleotidica podrian estar relacionadas con el fenotipo de la
enfermedad En el presente estudio se realizd la genotipificacién de la region
codificante del gen SPOCK1 en tejidos tumorales de pacientes con cancer
colorrectal que ingresaron al servicio de cirugia del hospital de Méderi. Para esto
se realizo la extraccion de ADN en sangre, tejidos adyacentes y tejidos tumorales
de 39 pacientes. La amplificacion se realiz6 con PCR convencional y el tamafio
de los amplicones confirmado por electroforesis en gel de agarosa para su
posterior secuenciacion. Con ayuda de herramientas bioinformaticas como
FinchTV, Muscle Sequence alignment, y bases de datos como Ensembl.org se
realizé lectura de las secuencias. Se encontraron polimorfismos no codificantes

en las regiones intronicas. Sin embargo, en la regién codificante no se
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encontraron variaciones, por lo que se concluye que el fenotipo del CCR no tiene

relacion con mutaciones o polimorfismos de la region codificante de SPOCKL.

Palabras clave: Céancer colorrectal, genotipificacién, bioinformatica,
SPOCK1
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1. INTRODUCCION

¢ Existen variantes de secuencia en la region codificante de SPOCK1

potencialmente relacionadas con el fenotipo del cancer colorrectal?

Segun la American cancer society el cancer colorrectal (CCR) es una
enfermedad con altos indices de morbimortalidad, siendo el tercer cancer con
mas casos registrados por afio a nivel mundiall. La mayoria de los diagndésticos
se realizan en estadios avanzados de la enfermedad, por lo que es necesario
recurrir a tratamientos invasivos. Estos procedimientos al igual que cualquier

cirugia implican otros riesgos como las hemorragias e infecciones?,

El avance de la tecnologia, especialmente en materia de biologia molecular
para el seguimiento de la enfermedad, ha permitido que la utilizacion de los
procedimientos invasivos se reduzca®. Sin embargo, la complejidad de la biologia
molecular del cancer subraya la necesidad de fortalecer la busqueda de nuevos
marcadores de diagndstico y pronostico. Ademas, entre el 10% y el 30% de los
pacientes con cancer colorrectal poseen antecedentes familiares, por lo que la
descripcion de marcadores moleculares facilita la implementacién de medidas

preventivas de asesoramiento genético.*

El presente estudio es un aporte a la busqueda de marcadores moleculares del
cancer colorrectal, para ello se genotipificé la regidn codificante de tejidos
tumorales procedentes de 39 pacientes con esta patologia. Este proceso tiene
como fin la blsqueda de variantes de secuencia que puedan estar
potencialmente relacionadas con el fenotipo tumorogenico. SPOCK1 ha sido
propuesto como un oncogen que da lugar a una oncoproteina > 789 por lo que
su estudio es el siguiente paso para proponerlo como marcador molecular

candidato.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar si variantes presentes en la region codificante de SPOCK1 pueden

relacionarse potencialmente con la etiologia del cancer colorrectal.

2.2 Objetivos especificos

e Establecer la importancia de SPOCKZ1 en el cancer colorrectal.

e Identificar variantes presentes en la secuencia nucleotidica de
SPOCK1.

e Analizar las variantes encontradas en la secuenciacion de SPOCK1 de

tejidos tumorales.
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3. ANTECEDENTES

La palabra cancer es atribuida a Hipdcrates en el siglo V a.C. quien diferencio
dos clases de carcinomas rectales, los formadores de Ulceras y los no
formadores de Ulceras. Las primeras referencias sobre el cancer colorrectal
fueron encontradas por George Ebers en un papiro del afio 1500 a.C.
perteneciente al Nuevo Reino de Egipto°. En la actualidad la comprensién del
CCR en términos macroscopicos es imprescindible. Sin embargo, la biologia
molecular de la patologia sigue siendo motivo de investigacion. En un principio
se intentd dar explicacion a la funcién de diferentes oncogenes retrovirales, pero
hasta 1979 se logré la transmision de ADN murino tratado con carcin0genos
quimicos. Este fue transfectado a células de fibroblastos de ratén (NIH3T3),
produciendo focos de células aberrantes. El estudio concluy6 que los procesos
carcinogénicos estaban fuertemente relacionados con la alteracién del ADN de
las células dianall. Esto permiti6 describir posteriormente la existencia de
oncogenes humanos?!?. En 1982 fue posible aislar el primer oncogen humano
(Harvey ras gene, H-ras) a partir de células de cancer de vejiga T24 y tumores
extraidos quirdrgicamente. Los genes fueron activos en células de tejido tumoral
pero no en células normales, identificando mutaciones de tipo somatico®. El
hallazgo de oncogenes humanos promovio la investigacion en genes supresores
de tumores. Para 1971 se conocia la existencia del gen Rb1 (gen supresor de
tumores) que producia la proteina del retinoblastoma (Rb). Sin embargo, su
participacion en procesos tumorogénicos se desconocia. Para 1987 se logré el
clonaje de cDNA de Rbl demostrando su expresion como una fosfoproteina
nuclear de 110 KDa. Estudios adicionales encontraron, en el aislamiento de
material genético de tumores oculares de retinoblastoma, variaciones de
secuencia nucleotidica. Estas generaban una pérdida de su funcion supresora.
La proteina es capaz de unirse a factores de transcripcion como E2F deteniendo
el ciclo célular en la fase G14 15 El gen P53 fue descubierto a finales de los 70s.
Sin embargo su accion supresora se conocié hasta 1989. Mutaciones de su
secuencia confieren alta susceptibilidad a desarrollar cancer. Al igual que la
proteina Rb, la P53 se encuentra aumentada en presencia de alteraciones del
ADN dando una regulacién transcripcional. Esto detiene el ciclo celular en fase

G1'6.17_El conocimiento de los genes supresores de tumores permitié identificar
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gue la accion aditiva de los mismos puede dar lugar a diferentes tipos de cancer
como el CCR®. En 1990 Fearon y Vogelstein establecieron la secuencia
adenoma-carcinoma (epitelio normal, adenoma inicial, adenoma displasico y
carcinoma). Esta evolucibn consta de dos mecanismos principales: la
inactivacion del gen APC y la supresion de la familia de genes Mismatch (MMR)
(fig.1)19 2021

[ 1

Mutacién LOH Mutacién 18g LOH Mutacién P53 Otras
APC 5q K-ras Mutacion DCC 17p LOH

Figura 1. Secuencia Adenoma- Carcinoma. LOH (Loss of heferozygosity), APC {(Adenomafous
polyposis coli), DCC (Deleted in colorectal carcinoma). Imagen adaptada de Fearon y
Vogelstein, 19,20y 21

En la actualidad se conoce una amplia cantidad de genes implicados en la
fisiopatologia del CCR, las técnicas en inmunohistoquimica y los avances en
biologia molecular han hecho posible la identificaciéon de nuevos oncogenes??. A
continuacion se muestran algunos de los genes que participan en la

fisiopatologia del cancer como el colorrectal incluyendo a SPOCK1 (tabla 1).

Tablal. Descripcion de algunos genes implicados en la fisiopatologia del cancer
como el colorrectal incluyendo a SPOCK1.

Gen Descripcion autores

K-RAS Se localiza en el cromosoma 12 y participa en las vias de | Roa et al.,2016

sefalizacion PI3K/ PTEN/AKT, estudios realizados en 2016
en 109 adenocarcinomas primarios colorrectales mostraron
46 pacientes con mutaciones en la region codificante
principalmente en aquellos mayores de 40 afos. Este gen

es utilizado como marcador de respuesta al tratamiento?2.
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APC

Por sus siglas en inglés Adenomatous polyposis coli es un
gen supresor de tumores localizado en el cromosoma 5 y
aparece en mas del 80% de los casos de cancer colorrectal
esporadico. En 2014 Rua et al., genotipificé el exon 15 del
gen APC (region con mayor cantidad de mutaciones
reportadas) en tejidos tumorales de 30 pacientes con
cancer colorrectal esporadico, encontrando mutaciones en
el 26,7 % de los casos?*. Sin embargo estudios realizados
por Vasovcak et al, en 2011 con 103 pacientes
demostraron hasta un 60% de mutaciones en los casos,
estas variaciones dan lugar a una proteina truncada con
pérdida de su funcién?. En la revision realizada por Zhang
et al., en 2017, se propone que la disrupcién de la
interaccion de la region terminal de la proteina truncada
APC con B -catenin reduce la interaccién con la E-

Cadherinas promoviendo los procesos de metastasis.?®

RuUa et al.,2014
Vasovcak et al., 2011
Zhang et al., 2017

SMAD4

Es un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma
4, da lugar a una proteina de 522 aminoacidos que hace
parte de la ruta de sefalizacion del TGF-B (factor de
crecimiento transformante beta), el cual se une a la
superficie de la célula activando una serie de proteinas
pertenecientes a la familia SMADS especificamente
SMAD4 que se une a dominios especificos del ADN
regulando procesos de proliferacién y division celular, por lo
gue cumplen con funciones inhibidoras y activadoras?’.
Estudios realizados por Zhang et al, en el 2014
demostraron que el silenciamiento de SMAD4 induce
procesos de tumorogénesis, migracién, invasion vy
resistencia a agentes quimioterapéuticos como el 5-
fluorouracil en lineas celulares CT26 (proveniente de
adenocarcinoma indiferenciado colonico murino), de tal
forma que las lineas celulares a las que se les silencio el

gen presentaban mayor confluencia celular en comparacion

Zhao et al., 2018
Zhang et al.,2014
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al control. Ademas, presentaban activacion de la ruta AKT
inhibiendo finalmente la apoptosis?®.

FBXW7

Es un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma
4 que da lugar a la proteina de reconocimiento del sustrato
SCF (Skpl-Cull-F-box-protein) parte fundamental del
complejo E3 ubiquitina ligasa, que regula negativamente
diferentes oncoproteinas como la ciclina E que participa en
el ciclo celular (transicion fase G1/S)?°.Un estudio realizado
por Korphaisarn et al., entre 2009 y 2015 que incluia 855
pacientes con cancer colorrectal encontré6 que FBXW?7 se
encontraba afectado por variaciones missense en el 7,5%
de los casos (527 pacientes)®. Sin embargo estudios
realizados previamente por Akhoondi et al., utilizando 1556
pacientes con diferentes tipos de cancer entre ellos 523 con
cancer colorrectal encontrdé una incidencia de mutaciones
missense en este gen del 43% y en los pacientes con
cancer colorrectal en un 9%. Se evidencid un
empeoramiento de los pacientes con mutaciones missense
por lo que permiti6 concluir que la sobrevida de los

individuos con esta variacion es menor31,

Korphaisarn
al.,2017

et

Akhoondi et al., 2007
Hung et al.,2018

BRAF

Es un gen ubicado en el cromosoma 7, da lugar a la
proteina B-RAF, la cual participa en la sefalizacién del
EGFR (factor de crecimiento epidérmico), que finalmente da
lugar a proliferaciéon celular seguida de angiogénesis. Esta
ruta no se activa sin la union del EGFR con su respectivo
receptor. Sin embargo mutaciones en el gen BRAF llevan
a procesos tumorogénicos®?.Este gen hace parte de la ruta
MAPK (proteinas quinasas activadas por mitdgenos),
comenzando con una GTPasa la cual activa la familia de
proteinas RAS que incluye a B-RAF, esta fosforila la
MEK1/2 (quinasa fosforilada y activada) que a su vez
fosforila la ERK (quinasa regulada por sefales

extracelulares), que tiene la capacidad de activar diversidad

Barras et al., 2015
Strickler et al., 2017

Kayhanian
2017

et al,
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de factores de transcripcién induciendo el ciclo celular con
consecuente proliferacion33. Mutaciones oncogénicas en
BRAF se encuentran en un 10% de los casos de CCR
estudiados, ensayos clinicos realizados por Kayhanian
entre el 2010 y 2014 en 503 pacientes demostré que el
12%(59 individuos) de ellos tenian mutaciones en este gen,
para cada uno de los pacientes fue realizado un expediente
gue incluia datos demograficos y tratamiento, de tal forma
gue fue posible evaluar la refraccion de los pacientes con
mutaciones en BRAF a los tratamientos quimioterapéuticos
y al ser un estudio prospectivo disminucion en la sobrevida
en comparacion a los pacientes wild type (normales) con

respecto a este gen34.

PIK3CA

Es un gen ubicado en el cromosoma 3 que da lugar a la
subunidad catalitica de la PI13K (fosfatidil inositol 3 quinasa),
mutaciones en este gen han sido reportadas en 10 a 20%
del total de casos de cancer colorrectal, siendo los exones
9 y 20 los que poseen mayor cantidad de variaciones
registradas®®. Esta proteina participa como segundo
mensajero en la ruta PI3K/AKT inhibiendo la apoptosis.
Estudios clinicos realizados por Wang et al.,, en 2018
evaluaron la efectividad de tratamientos quimioterapéuticos
de primera linea como FOLFOX en 440 pacientes con
cancer colorrectal, encontrdndose que 9,55% (42
pacientes) presentaban mutaciones en PIK3CA con
refraccion al tratamiento. Ademas fue evaluado el
comportamiento de lineas celulares de CCR como HCT116
en presencia de FOLFOX y perifosin(agente
guimioterapéutico) con técnicas moleculares como PCR en
tiempo real y western blot, demostrando una disminucion
de la apoptosis por sobreexpresion de la proteina AKT y
AKT fosforilada en contraste con las células wild type (sin
mutacion en la secuencia del gen PIK3CA) lo que

Cathomas et al.,2014
Wang et al., 2018
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demuestra la resistencia que confiere esta variacion en la

patologia3®.

GNAS

Es un gen ubicado en el cromosoma 20 que codifica para la
subunidad alfa de la proteina G, esta es expresada siempre
que existan sefiales de transduccion trasmitidas por
hormonas y factores de crecimiento, la mutacion
caracteristica de este gen se produce en el codén 201, lo
gue conlleva a la activacion del gen de la adenilato ciclasa
inactivo que al unirse a la subunidad alfa se activa y da lugar
al cAMP activando la PKA (proteina quinasa A) y finalmente
la fosforilacion de diferentes sustratos entre ellos factores
de transcripcion que aumentan la proliferacion3’. Un estudio
realizado por Zauber et al., en 2016 demuestra la presencia
de la mutacion en el gen GNAS en 10 de 50 tejidos de tipo
adenocarcinoma velloso de cancer colorrectal. La principal
caracteristica de estos 10 tejidos era su cobertura de mas
del 50% de mucina38. Estudios realizados previamente por
Nishikawa et al., en 2013 utilizando 186 tejido tumorales en
los que encontré 16 adenocarcinomas mucinosos de bajo
grado con mutaciones en el gen GNAS concluyen que estas
variaciones son o6rgano especificas y se encuentran
principalmente en tejidos productores de mucina. Sin
embargo su causa aun es incierta. Ademas se realizaron
ensayos en lineas celulares de cancer colorrectal HT29 con
GNAS mutante y wild type, evidenciando un aumento del

crecimiento celular y produccién de mucina®.

Pietrantonio et al.,
2016

Zauber et al.,2015
Nishikawa et al.,
2013

SPOCK1

También llamado testican 1, es un gen ubicado en el
cromosoma 5, da lugar a la proteina SPOCK1, se hara
énfasis en la siguiente seccion. Se ha visto implicada en
diversidad de procesos tumorogénicos en varios tipos de
cancer como el pancreatico, estudios realizados por
Damhofer et al., en 2013 evaluaron la interaccién entre

células Capan-2 cells (linea celular de cancer pancreatico)

Damhofer et al.,2013
Wang et al.,2018
Yang et al.,2016
Chen et al.,2017
Song et al., 2015
Zhao et al., 2016
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y un microambiente que simulaba los compartimientos
estromales a partir de lineas celulares de fibroblastos (el
tumor se da siempre que haya interaccion con la matriz
extracelular). Se observo la formacion de esferas similares
a un tumor epitelial pancreatico en comparacion al control
que carecia de un co-cultivo de fibroblastos, ademas, el
estudio utilizé 36 tejidos tumorales pancreéticos a los que
se les realiz6 inmunohistoquimica con la adicion de
anticuerpos anti-SPOCK1, evidenciando su expresion
extracelular en comparacion a tejidos sanos*°.

También se ha visto fuertemente implicado en cancer de
pulmén, ensayos realizados por Wang et al., en 2018
evaluaron la expresion de ARN mensajero producto de
SPOCK1 en tejidos de cancer de pulmén de células no
pequefias y tejido adyacente a la neoplasia. La extraccién
de ARN total, la retrotranscripcion por RT-PCR (PCR con
retrotranscriptasa) y la cuantificacion por PCR en tiempo
real, utilizando primers especificos para SPOCK1
permitieron concluir que la expresion de ARN mensajero en
tejidos tumorales es mayor que en tejido adyacente no
afectado por el cancer, este hecho motivd a los
investigadores a realizar estudios adicionales en lineas
celulares provenientes de neoplasias pulmonares como
A549 y HCC-827. Con la utilizacion de si-SPOCK1 (small
interfering RNA) silenciaron la expresién del gen seguido de
la medicion del crecimiento celular por MTT (ensayo
colorimétrico  relacionado al metabolismo celular)
encontrando una disminucién significativa con respecto al
control (células A549 Y HCC-827 transfectadas con si-RNA
negative control) 41,

A nivel cerebral, experimentos realizados por Yang et al.,
en 2016 utilizando las lineas celulares de glioma U251 y

U87MG demostraron que la sobreexpresion de SPOCK1
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facilita la proliferacion y migracion en células de glioma,
para esto la linea U251 fue transfectada con un vector de
expresion (pEGFP-N1) que contenia el cCADN completo de
SPOCK1 y Mediante transwell chambers (ensayo de
migracion e invasion celular) se demostré la participacion
de este gen en procesos metastasicos. La linea U87MG fue
transfectada con si-RNA contra SPOCK1, encontrando en
los ensayos de proliferacion celular realizados con el kit
comercial cell-counting kit 8 (homologo a los ensayos MTT)
inhibicién de la proliferacion celular®?,

Con respecto al cancer gastrico, estudios realizados por
Chen et al., en 2017 utilizando tejidos de adenocarcinoma
primario gastrico y tejido adyacente al afectado de 102
pacientes, encontraron a partir de inmunohistoquimica y
western blot una sobreexpresion del gen en la neoplasia
con respecto al tejido sano. Ademas, evaluaron en lineas
celulares provenientes de cancer de estdmago (AGS,
SNU216, SGC7901, MKN45, MGC803 y KATO-III) con el
silenciamiento del gen, transfectandolas con sh-SPOCK1
(short hairpin RNA SPOCK1) la disminucion de los
procesos de migracion y proliferacion in-vitro, hecho que
subraya la participacion del oncogén en metastasis*3.

En el es6fago, ensayos generados por Song et al., en 2015
en lineas celulares de carcinoma esofagico de epitelio
escamoso Eca 109, se determind la interaccion de la
oncoproteina con las fibras de F-actina del citoesqueleto
celular, evidenciando un cambio conformacional que
terminaba en la separacion de baso-lateral apical de este
epitelio, esto se demostré con el silenciamiento del gen con
si-RNA vy otro cultivo de la misma linea sin silenciar. Se
observd el aumento de la expresion de marcadores
mesenquimales (e.g vimentina) y la disminucion de los

marcadores epiteliales (e.g E-cadherina), lo que permite
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concluir que ademas influye en el proceso de transicion
epitelio mesénquimal, hecho que permite desdiferenciarlas
y facilitar su migracién para posterior invacion4.

Otro hecho a resaltar sobre este gen, es su capacidad de
activar la via PI3K/AKT inhibiendo la apoptosis,
experimentos desarrollados por Zhao et al.,, en 2016
encontraron que al silenciar el gen con sh-SPOCK1 en la
linea celular de CCR HCT116, disminuian en western blot
los niveles de PI3K y AKT fosforilado en comparaciéon al
control (células HCT116 transfectadas con sh-RNA

aleatorio) “°.

4. MARCO REFERENCIAL
4.1 Generalidades

El término neoplasia define la proliferaciéon anormal de las células de un
tejido. Se clasifican en malignas y benignas. Todas las neoplasias de tipo
maligno se denominan cancer®. El adenocarcinoma constituye el 95% de los
casos de cancer colorrectal (CCR). Los tumores carcinoides desarrollados por
las células productoras de hormonas a nivel intestinal, los tumores estromales
producto de las células intersticiales de Cajal, los linfomas y los sarcomas

representan el 5% 4.
4.2 Causas

Uno de los principales factores de riesgo del CCR es la edad. El 3% de los casos
ocurre antes de los 40 afios, el resto de los casos (97%) después de esta edad*®.
Sin embargo, estudios epidemiol6gicos demuestran un incremento en la
susceptibilidad al desarrollo de CCR en la poblacion joven?® 4%, Existen multiples
causas que contribuyen al origen del cancer, como la herencia, (el 5% al 10% de
los casos son hereditarios), la exposicién prolongada a sustancias quimicas, los
procesos infecciosos (e.g. Epstein-Barr y Helicobacter pylori), las radiaciones
ionizantes, entre otros, contribuyen al desarrollo de esta enfermedad. Los habitos

de vida como el consumo de alcohol (el cual produce inhibicion de los
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mecanismos de reparacion del ADN), enfermedades como la colitis ulcerativa
crénica, la dieta, la falta de ejercicio, predisponen para desarrollar el CCR®°,
Ademas se ha demostrado que el calcio reduce la hiperploriferacion epitelial y su

bajo consumo aumenta el riesgo de desarrollar adenomas®?.

Son diversos los procesos moleculares que originan el CCR como: la metilacion
de los promotores de genes supresores de tumores que inactivan su expresion,
cambios en la proteina K-RAS (la cual inicia una cascada de sefalizacion que
modifica la expresion de genes que participan en la regulacion del ciclo celular,
la migracion, la proliferacién, apoptosis y quimiotaxis) 2% y mutaciones en el
gen TP53 el cual participa en la respuesta celular frente a dafios en el ADN
ocasionando la apoptosis. TP53 se encuentra mutado en el 42% de los casos de
CCR®4. La via de sefializacion PI3K/AKT es estimulada por la activacién de
receptores de membrana tirosina quinasa fosforilando el receptor de insulina
IRS, lo que genera cambios conformacionales en la subunidad p85 de la PI3K®®,
Las modificaciones estructurales permiten la union de la subunidad catalitica
pl10 originando una PI3K activa. Este proceso termina con la aparicion del
segundo mensajero PIP3 que acciona la proteina AKT. Esta proteina participa a
su vez en la inhibicion de la apoptosis (union AKT-BAX) y el crecimiento celular

(activacion de mTOR) ®6,
4.3 Epidemiologia

Segun el Instituto Nacional de Cancerologia (INC), a nivel mundial se presentan
17,2 casos de CCR por cada 100 000 habitantes®’. Esta patologia se ubica en el
tercer lugar de incidencia, 663 000 casos corresponden a hombres y 571 000
corresponden a mujeres, de los cuales aproximadamente 8,2 casos del total,
fallecen %8. En Colombia, se presentan aproximadamente 4107 casos nuevos por
afo, lo que ubica esta enfermedad en el cuarto lugar de todos los tipos de cancer
59, Los paises con mayores indices de morbimortalidad se sitian en Europa y
Norte América (fig. 2). Las tasas mas bajas se encuentran en Africa y el sur de
Asia. Sin embargo, estos indicadores estan sujetos a la accesibilidad de la
poblacibn a los servicios diagnésticos del CCR, como la
colonoscopia®®.Globocan estima un aumento significativo del nimero de casos

de cancer colorrectal para 2040(fig.3)5.
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Figura 2. Tasas de incidencia de cancer colorrectal en hombres y mujeres a nivel
mundial. Fuente World health organization, International Agency For Research

on Cancer globocan, 2018 ©2,
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Figura 3. Proyeccidn del aumento en numero de casos de cancer colorrectal para

el 2040. Para 2018, 18 078 957 millones de casos reportados, al 2040 se espera
un aumento del 63,1% es decir un total de 29 532 994 millones de casos. Fuente
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World health organization, International Agency for Research on Cancer
globocan, 2018 1,

4.4 Signos y sintomas

En el CCR la rectorragia es uno de los sintomas caracteristicos, junto con los
cambios en el flujo intestinal, la pérdida de peso y el dolor abdominal. La anemia
por deficiencia de hierro, las masas palpables en la zona rectal y la fosa iliaca

derecha, constituyen los principales signos clinicos para el médico®2.
4.5 Clasificacion tumoral

La clasificacion TNM es un sistema utilizado para describir la extensién del tumor
(T), la afectacibn o no de los ganglios (N), y la ausencia o presencia de
metastasis (M). El sistema de clasificacion de Dukes es homologo al TNM, pero
se diferencia por la nomenclatura pues en este caso se utilizan las letras A, B1,
B2, C y D®3. El primer estadio del CCR es el “0” llamado también carcinoma in
situ. En el estadio | se produce invasion de la submucosa y la muscularis propia.
El estadio Il se caracteriza por una afectacion de la subserosa ademas de la
diseminacién hacia tejidos adyacentes. En el estadio Ill se produce metéastasis
hacia diferentes ganglios linfaticos, principalmente a los perirrectales, (la
sobrevida para estos pacientes a 5 afios es del 40% al 72%). El estadio IV se
caracteriza por metastasis a diferentes érganos®*. Histolégicamente el CCR se
caracteriza por una formacion glandular con debris necréticos y desmoplasia
(exceso de tejido conectivo) . La Organizacion Mundial de la Salud propone
como variantes de la enfermedad: los adenocarcinomas mucinosos
(caracterizados por largas estructuras glandulares con depdsitos de mucina
extracelular), los adenocarcinomas con células en anillo de sello (que se
distinguen por la presencia de una gran vacuola mucinosa intracitoplasmatica) y
los carcinomas medulares (que estructuralmente poseen lamelas de células

epiteliales neoplasicas con cromatina laxa y un gran nucléolo) 6.
4.6 Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica son ampliamente utilizadas en el

diagnéstico de diferentes patologias incluyendo el cancer. Para el caso del CCR
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las citoqueratinas CK20 y CK7 y el factor de transcripcion CDX2 constituyen los

marcadores mas importantes®’: 68,
4.7 Tratamiento

El tratamiento de eleccion del CCR depende del estadio y la localizacion. En una
etapa inicial, el tratamiento se reduce a una escision del tumor por métodos
quirirgicos®®. En estadios avanzados es comun el uso de 5-fluorouracil, un
anélogo de la pirimidina que interrumpe la sintesis de ADN y ARN. Sin embargo,
la Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado diferentes agentes
quimioterapéuticos y biologicos para el tratamiento del CCR (e.g. oxaliplatin,
irinotecan, regorafenib, bevacizumab, aflibercept, cetuximab, panitumumab,

entre otros) '°.
4.8 Fisiopatologia del cancer colorrectal

El colon, en condiciones normales presenta un equilibrio en la expresion de sus
genes (e.g. APC) 7. Sin embargo, multiples variables pueden generar
alteraciones que aumentan la proliferacion y disminuyen la apoptosis en las
criptas intestinales, ocasionando focos de glandulas aberrantes que
macroscopicamente se definen como pélipos’?. En los casos de CCR hereditario
se producen mutaciones germinales en genes como APC y MYH. Sin embargo,
estas alteraciones no explican por completo la etiologia de la enfermedad
porque, en su gran mayoria, el CCR depende también de la interaccion de
factores epigenéticos y ambientales’®. La poliposis adenomatosa familiar (FAP)
es una enfermedad autosémica dominante predecesora del CCR, es el producto
de mutaciones nonsense y frameshift del gen APC en el 95% de los casos. Se
caracteriza por focos de criptas aberrantes y el desarrollo de multiples adenomas
en el periodo de la adolescencia. Como tratamiento preventivo a los pacientes
afectados se les realiza una colectomia profilactica, lo que disminuye el riesgo
de ser diagnosticados con cancer después de los 40 afios’*. Se han definido
variantes representativas de la FAP: el sindrome de Gardner, que presenta
hipertrofia congénita del epitelio pigmentado de la retina y osteomas en craneo
y huesos largos, el sindrome de Turcot caracterizado por la presencia de
neoplasias malignas en colon y el sistema nervioso central (e.g el glioblastoma

multiforme y el meduloblastoma) *°.
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4.9 Impacto proteico de las mutaciones nonsense, missense y frameshift.

Las mutaciones nonsense se caracterizan por variaciones puntuales que dan
lugar a un codon de parada prematuro. El resultado es una proteina truncada.
Se han descrito CGA (Arg) - TGA y CAG (GIn) -TAG como las dos variaciones
mas frecuentes’® 77. Al igual que las nonsense las mutaciones missense se
caracterizan por variaciones puntuales. Sin embargo, estas producen el cambio
de un aminoacido por otro’®. Las mutaciones frameshift generan un
desplazamiento del marco de lectura por adicion o delecion de un niumero de
nucleétidos que no es multiplo de 3. La proteina producto es traducida
completamente diferente a la original, generalmente con colas aberrantes en la

porcién c-terminal’®,
5. DESCRIPCION DEL GEN SPOCK1

SPOCK1 (también llamado Testican-1) es un gen ubicado en el brazo largo
del cromosoma 5. Consta de 11 exones con un total de 4846 pares de bases
(pb) que se traduce en una proteina de 439 amino&cidos®. El primer exén no es
codificante. Los exones 2,3 y 4 albergan los 2 primeros dominios de
osteonectina. Los exones 5 y 6 codifican el dominio homologo de Kazal y el
tercero de osteonectina. El exdn 8 codifica el cuarto dominio de osteonectina y
el exén 10 el dominio CWCV®. La proteina fue aislada como un fragmento
proteolitico del plasma seminal humano. SPOCK1 se expresa en la matriz
extracelular de diferentes tejidos (e.g. prostata, testiculos, ovarios, entre otros).
Estructuralmente posee un dominio homélogo a la folistatina (Kazal) y dominios
de union al calcio extracelular (osteonectina). En la regiéon C-terminal se
encuentra un dominio homoélogo a la tiroglobulina con un motivo CWCV que
posee dos sitios de anclaje a glicosaminoglicanos. Se ha descrito una
modificacion postraduccional de SPOCKL1 caracterizada por la uniéon de heparan
sulfato y condroitin sulfato que le permiten interactuar con la membrana celular
en diferentes tipos de cancer &. El dominio osteonectina/SPARC facilita la unién
al calcio extracelular. EI dominio homdélogo a la folistatina funciona como inhibidor
de la serina proteasa (enzima proteolitica) 8. El bucle denominado mano-EF se

ha descrito como una estructura de unién al calcio®! (Fig.4).
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Fig.4 estructura del gen y la proteina SPOCK1. Adaptada de Charbonnier et
al.199781. 8283 |lystracion realizada por Orlando Pineda

5.1 Matriz extracelular y SPOCK1

La matriz extracelular (MEC) esta conformada por proteoglicanos, proteinas
estructurales y de adhesion. Estas interactlan activamente con la célula
asociandose a cascadas de sefializacion para promover la diferenciacién y
migracion celular®®. Debido a su modificacion postraduccional SPOCK1 es
considerado un proteoglicano, el cual desarrolla diferentes procesos en la matriz
extracelular®®. Se caracteriza por ser un inhibidor de proteasas, como las
metaloproteinasas y catepsina L que participan en procesos de metastasis y
angiogénesis® 8 Al ser parte de la MEC le permite no ser degradado. Sus
multiples dominios facilitan la interaccién simultanea con elementos de la matriz.
Entre ellos se encuentran los glicosaminoglicanos como el heparan sulfato y
condroitin sulfato que se unen al core proteico, adhieren citoquinas, factores de
crecimiento y morfégenos. Ademas, sirven como receptores de proteasas

regulando su actividad y distribucion espacial. Una sus funciones mas
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importantes es facilitar la interaccién de la MEC con las células adyacentes®.
Sin embargo, la unién de SPOCK1 con la célula aun es incierta por lo que esto
constituye una posible explicacion®. Estas interacciones se relacionan con la
activacion de la ruta de sefializacion PISK/AKT inhibiendo la apoptosis. Se
encontré que el silenciamiento de SPOCK1 disminuye la proliferacion de las
células de céncer colorrectal por supresion de PISK/AKT demostrando su
expresion en lineas celulares de origen tumoral (fig.5)88%, La transicién epitelio-
mesenquimal (EMT) es un proceso de transformacion celular que facilita la
migracion. La presencia de SPOCK1 se ha asociado a la disminucion de la
expresion de marcadores epiteliales (e.g. E-cadherina) y con el aumento de los
marcadores mesenquimales (e.g. vimentina y N-cadherina) facilitando la EMT.
La pérdida de las caracteristicas epiteliales, los cambios conformacionales y la

disyuncién celular, permiten al tumor alcanzar estadios metastasicos®.

MODIFICACION POSTRADUCCIONAL
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Fig. 5. Esquematizacion de la sintesis de SPOCK1, su modificacion postraduccional
(uniébn de heparan y condroitin sulfato en la regiéon c terminal). Interaccion del
proteoglicano con receptores de la membrana celular y la activacion de la ruta PI3K/AKT

inhibiendo la apoptosis®® L. llustracion realizada por Orlando Pineda.
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6. MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio es de tipo observacional analitico prospectivo. Se incluyeron
39 hombres y mujeres adultos que ingresaron al servicio de cirugia del hospital
de Méderi con diagnosticos de neoplasias colorrectales. Los individuos fueron
sometidos a intervenciones quirdrgicas que permitieron la extraccion del tejido
tumoral y adyacente. Por flebotomia se obtuvo sangre periférica en tubos con
EDTA. Con respecto al tamafio de la muestra, no es posible determinar la
cantidad de individuos en los que se pueden identificar mutaciones relacionadas
con el desarrollo de la patologia, debido al desconocimiento y la complejidad de
la biologia molecular del cancer. Se contribuy6 a la ampliacién del banco de
material genético del CIGGUR con la recepcion progresiva de los diferentes

tejidos provenientes del hospital (Tabla 2).

Tabla 2. Universo, poblacion, muestra y variables.

Universo Poblacion Muestra Variables

» Personas » Personas que * Tejidos » Grado
colombianas ingresaron al tumorales, histol6gico de
con servicio de tejidos los tumores
neoplasias cirugia del adyacentes al « Edad de los
colorrectales. hospital de afectado y pacientes

Méderi con sangre
cualquier tipo periférica.
de neoplasia

colorrectal.

6.1 Consideraciones éticas

De acuerdo con los principios establecidos por el consejo de organizaciones
internacionales de ciencias médicas (CIOMS) y en la resolucién colombiana
8430 de octubre 04 de 1993 y debido a qué esta investigacion se consideré como
investigacién de riesgo minimo y en cumplimiento con los aspectos mencionados
en el articulo 6 de la presente resolucion este estudio se desarrollé contando con
el Consentimiento Informado y por escrito del sujeto de investigacion o su
representante legal con las excepciones dispuestas en la Resolucion 8430 de

1993(ver anexos formato consentimiento informado)y previa aprobacion del
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proyecto por parte del Comité de ética en Investigacion de la Universidad del

Rosario y el hospital universitario Mayor Méderi.

Los tejidos fueron enviados al servicio de anatomia patoldgica del hospital de

Méderi. Su resultado se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcién anatomopatodlogica de los tejidos tumorales de diferentes

pacientes.TT: tejido tumoral. Fuente: Hospital de Méderi servicio de patologia.

TT Descripcion anatomopatélogica

1
3
5

\l

10
11
12

18

19

20

21

22

23

Tumor de comportamiento incierto

Tumor maligno de recto

Adenocarcinoma de tipo intestinal, infiltrante
moderadamente diferenciado

Adenocarcinoma de colon bien diferenciado con
componente mucinoso originado en adenoma
velloso infiltrante hasta la submucosa

Tumor maligno del colon descendente
Adenocarcinoma bien diferenciado de colén con
presencia de lagos de moco en un 15%
Adenocarcinoma de tipo intestinal bien
diferenciado ulcerado infiltrante hasta el
mesocolon

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado
Polipos hiperplasicos, tumor maligno del colon
sigmoide.

Adenocarcinoma infiltrante a submucosa
originado de adenoma velloso con displasia de
alto y bajo grado en ciego.

Adenocarcinoma de colon infiltrante de tipo
intestinal moderadamente diferenciado que
compromete hasta la serosa con componente
mucinoso del 30%.

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
ulcerado, bien diferenciado que se extiende
hasta la serosa.

Adenocarcinoma de patron clasico
moderadamente diferenciado y ulcerado
Adenocarcinoma de colon de patrén
convencional, moderadamente diferenciado
infiltrante a todo el espesor de la pared colonica
hasta la serosa.

Adenocarcinoma infiltrante de tipo intestinal
moderadamente diferenciado.

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
moderadamente diferenciado que se extiende
hasta la muscular mucosa.

Edad del paciente

72 afnos
26 afos
58 afos
68 afos
72 afos
61 afios
80 arios
53 afios

81 afios

77 anos

50 afos

67 afos

46 anos

74 afos

75 afos

84 afos

Sexo

Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Femenino
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24

25

26

27

28
29

32

50

51

52

53

54

515)

56

57

58

59

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
moderadamente diferenciado que se extiende
hasta la serosa.

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante,
ulcerado moderadamente diferenciado que se
extiende hasta la serosa.

Adenocarcinoma de patron convencional
moderadamente diferenciado, ulcerado,
infiltrante hasta la serosa.

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante,
ulcerado moderadamente diferenciado que se
extiende hasta el mesocolon.

Adenoma tubulo-velloso displasia de alto grado
Adenocarcinoma de tipo usual moderadamente
diferenciado en un 90% con componente de
adenocarcinoma mucinoso en un 10% infiltrante
hasta la serosa.

Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
ulcerado moderadamente diferenciado
Adenomas predominantemente tubulares, otros
tubulovellosos con displasia de bajo grado
compatible con poliposis adenomatosa familiar.
Adenocarcinoma de colon, bien diferenciado que
infiltra hasta la subserosa

Adenocarcinoma de tipo intestinal usual
moderadamente a mal diferenciado, ulcerado,
infiltrante a toda la pared.

Adenocarcinoma de tipo intestinal usual
ulcerado, moderadamente diferenciado,
infiltrante a toda la pared y focalmente a la grasa
del meso, con formacién y perforacion de
plastrén.

Adenocarcinoma de tipo mucinoso
Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
ulcerado, moderadamente diferenciado que se
extiende hasta la capa muscular.
Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante
ulcerado, moderadamente diferenciado que se
extiende hasta el mesocolon

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado
ulcerado

Adenocarcinoma de colon pobremente
diferenciado que infiltra todo el espesor de la
pared

Adenocarcinoma de colon moderadamente
diferenciado ulcerado que infiltra todo el espesor
de la pared con compromiso del tejido adiposo
pericoldnico.

65 anos

79 afios

33 afos

64 afos

74 afnos
80 afios

63 afos

18 afios

81 afios

56 afios

84 afos

60 afios

47 afos

54 afios

77 anos

78 afos

73 afos

Femenino

Masculino

Femenino

Femenino

Femenino
Masculino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino

Masculino

Masculino
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60 Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante 79 afios Masculino

ulcerado, moderadamente diferenciado que se
extiende hasta el mesocolon

61 Adenoma velloso con neoplasia intraepitelial 67 anos Masculino
glandular de bajo grado, displasia leve a
moderada

62 Adenocarcinoma de patrén clasico 75 afios Masculino

moderadamente diferenciado con componente
mucinoso del 10%.

63 Adenocarcinoma de tipo intestinal usual 70 afios Masculino

moderadamente diferenciado, ulcerado,
infiltrante a toda la pared y focalmente a la grasa
del mesocolon.

64 Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante 70 afios Masculino

ulcerado moderadamente diferenciado que se
extiende hasta la serosa.

65 Adenocarcinoma de tipo intestinal 74 afos Masculino

moderadamente diferenciado con componente
Mucinoso

6.2 Extraccion de ADN en sangre periférica

Luego de recibidas las muestras, en un tubo Falcon se agregaron 6ml de buffer
de lisis de gldébulos rojos y 3ml de sangre. Se agitaron hasta homogenizar. Esta
solucion fue colocada en un agitador por 15 minutos a temperatura ambiente. Se
realizé una centrifugaciéon a 4500 rpm por 10 minutos a 4°C y se descarto el
sobrenadante. Todo el proceso se realiz6 2 veces. El pellet resultante fue
desprendido y se adicionaron 4 ml de solucion de lisis de glébulos blancos. Se
puso en vortex hasta homogenizar. Se agregaron 10uL de proteinasa K a una
concentracion de 50 ug/pL, mezclandose vigorosamente en un vortex. Se
llevaron las muestras al bafio seroldgico (se precalenté a 56°C) y se incub6 por
4 horas agitando las muestras cada hora. Se agregé 800uL de solucion
precipitante de proteinas. Se homogenizé mediante vortex y se llevo a -20°C por
5 minutos. Se centrifugd a 4500rpm durante 20 minutos a 4°C.Previamente se
alicuotaron 3ml de isopropanol por cada muestra y se llevé a -20°C.Se retiré y
se le adicion¢ el sobrenadante de la muestra. Se mezclé suavemente hasta
observar el material correspondiente al ADN “mota”. Fue retirado el ADN vy
transferido a un tubo Eppendorf seguido de una centrifugacién a 13000g por 5
minutos. Los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente. Se agregd 200 uL

de buffer de elucion TE 1xy se conservo a 4°C hasta utilizacién. Su cuantificacion
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se realiz6 con NanoDrop One Thermo scientific® teniendo en cuenta la relacion

260/280 y 260/230°. (Ver anexos preparacion de reactivos)
6.3 Extraccion de ADN en tejido tumoral y adyacente
6.3.1Dia 1

A los tejidos criopreservados se les retird el etanol y se dejaron secar por 10
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se cortaron en fragmentos de =
0,5cm? y se dispusieron en tubos Eppendorf. Se adicion6 600 ul de TNES buffer
(Tris, NaCl, EDTAy SDS) y 22 uL de proteinasa k, a una concentracion 50 ug/uL
y se agitd fuertemente. Se incub6 a 56°C en el bafio serolégico previamente
precalentado. Posteriormente, se insertdé el homogenizador en cada tubo
evitando que existiera contaminacion cruzada entre tejidos (se limpio el
homogenizador con hipoclorito de sodio a 5000ppm). Se incubd a 56°C toda una

noche.
6.3.2 Dia 2

Se adicion6 a cada tubo 170uL de NaCl 6M. Se mezclé manualmente durante
20 segundos y se centrifugé a 13000 rpm durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue transferido a nuevos tubos Eppendorf. Se agregé
etanol al 100% en una relacién 1:1 con respecto al sobrenadante. Se mezclo
suavemente y se incub6 a -20°C por 2 horas. Posteriormente, se centrifugd a
13000 rpm por 20 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. Se realizé un
lavado con 700 uL de etanol al 100%, centrifugandose a 13000 rpm por 2 minutos
a4°C. Se descarté el sobrenadante y se realizaron dos lavados mas. Se descarté
el sobrenadante y se dej6 secar el pellet a temperatura ambiente por 2 horas. Se
adicionaron 200 uL de TE 1x y se dejé en incubacion a 4°C por toda una noche.
Se cuantific6 con NanoDrop One Thermo scientific® teniendo en cuenta la

relacion 260/280 y 260/230%. (Ver anexos preparacion de reactivos)

6.4 Amplificacion y secuenciacion de la region codificante del gen
SPOCK1

Los procesos de amplificacion y secuenciacion se realizaron por PCR

convencional, electroforesis en gel de agarosa y secuenciacion de Sanger.
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6.5 Disefio de primers

Para el disefio de los primers de amplificacion y secuenciacion se utilizé la
herramienta bioinformética Primer3 (Tabla4). Se realiz6 la solicitud de sintesis a
través de https://www.elimbio.com/ perteneciente a la compafiia Elim

Biopharmaceuticals.

Tabla 4. Secuencias de primers correspondientes a cada exon.

EXON PRIMERS SECUENCIA AMPLICON
ESPERADO(PB)

Forward 5 GCACTCGGAGAATAGACGAGAC 3 803

Ex6n 2 hSPOCK1_267_Seq_F

Reverse 5 ATCACGGTTAGGAGAAGTCGGAAG 3

hSPOCK1_Int2_R

Forward 5CGCTGTTTCTATACTGGGCTGAAA 3 720

hSPOCK1_Int2_-251

Reverse 5GTACCCTTGACAGTCTCCCAGGAT 3’

hSPOCK1_Int3_428 R

Forward 5 ATCTGAAGTCGGGAGTTTGAGACC 3° 540

hSPOCK1_Int3_-

303 _F

Reverse 5 AAATGGCGACCCTAACACTATGCT 3’

hSPOCK1_Int4 122 R

Forward 5 CTTCTGGGACAAAATCCTCTGCTT3’ 567

hSPOCK1_Int4 -

191 F

Reverse 5 ATCACATGCCATTCTCAGAACCAT3’

hSPOCK1_Int5 249 R

Forward 5 GTGGAGAAGATGCCTCAAAGTGAA3 735

hSPOCK1_Int5_-

356_F

Reverse 5"CTCCCACACCATAGCGAATATGACS3’

hSPOCK1_Int6_264 R

Forward 5 GCAAAACTGCAAGAGCAAGCTTTAS3’ 688

hSPOCK1_Int6_-

348 F

Reverse 5 GTACCACAGCATGCTTACGGTCAT3’

hSPOCK1_Int7_223 R

Forward 5 TTGGGGATTTTTCCCCTTTAGAACS’ 710

hSPOCK1_Int7_-

247 F

Reverse 5 CCAAAGGGAGGAACAGACAGAAGT3’

hSPOCK1_Int8 241 R

Forward 5 TGGATTCAGAACACTTCCCCACTAZ’ 760

hSPOCK1_Int8_-

363 _F

Reverse 5 GTTTGAGCACTTGAGAGCACCATT3’

hSPOCK1_Int9 334 R

Forward 5 TGGTTGGGCAAAGTATTGGTAATGS3’ 1361

hSPOCK1_Int9_-

445 F

Reverse 5 CCTTGGTGCCTTGGAGTCTTAGAT3’

hSPOCK1_3'UTR_R
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Nota de aclaracion

El exdn 1 no es codificante por lo que no se incluy6 en esta region ni se tuvo en
cuenta en el disefio de primers. Cada paciente recibié un consecutivo TT (tejido

tumoral) acompafado de un nimero para proteger su identidad.
6.6 Amplificacion de laregion codificante de SPOCK1
La PCR convencional se realiz6 utilizando los reactivos de la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos utilizados en la PCR convencional.

Reactivos Volumen Concentracioén
final

Master mix 2X promega 8uL 2X

Primer Forward 2uL 10 pM

Primer Reverse 2uL 10 uM

H20 destilada 11lpL -0-

ADN a amplificar 2uL 200ng

Total 25uL

6.7 Programacion del termociclador
Los exones fueron estandarizados siguiendo las condiciones de la tabla 6.

Tabla 6. Programacioén del termociclador.

Proceso Temperatura | Tiempo N de
ciclos
Desna_tu_rqllzamon 95°C 10min 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C 40seqg
Annealing 57-66°C 40seg 35
Extension 72°C 1min
Extension final 72°C 10min 1
Almacenamiento 4°C Infinito 1

6.8 Electroforesis en gel de agarosa

Se verificé el tamafio de cada amplicdn por electroforesis en gel de agarosa al

1%.Se sembraron 4 uL de la master mix con los primers, el ADN y el agua en
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cada pozo, como control negativo se utilizd master mix con primers y agua
omitiendo el uso de ADN. Como agente intercalante se afiadié Bromuro de etidio
(10 pL por cada 100ml de TE 1X (Tris, EDTA) con agarosa) Se utilizé el marcador
de peso molecular de la marca 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen Thermo
scientific®. Se dejo correr por 60 minutos a 100 voltios en TE 1x. (Ver anexos

preparacion de reactivos)

6.9 Secuenciacion de Sanger

Aquellas muestras que mostraran una sola banda del peso molecular esperado
en el gel de agarosa y contaran con un volumen 2 10 pL Se enviaron a secuenciar
a Elim Biopharmaceuticals. Se envioé 3 L por primer a una concentracion de 3
HM.

6.10 Procedimiento de purificacion

En Elimbiopharmaceuticals los residuos de primers en el producto de PCR fueron
degradados por exonucleasa |. Los dNTPs no utilizados fueron defosforilados
por fosfatasa alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase). Posteriormente las

enzimas se inactivaron sometiéndolas a calor.
6.11 Lectura de secuencias

El analisis de las secuencias nucleotidicas fue realizado utilizando la herramienta
bioinforméatica de alineamientos Multiple Sequence Alignment MUSCLE

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) comparando la secuencia de cada

exdbn con su secuencia wild type encontrada en Ensembl.org

(https://lwww.ensembl.org/index.html). Los electroforetogramas fueron revisados

manualmente. Las variantes halladas fueron tamizadas en las bases de datos

confirmando su previa descripcion.
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7. RESULTADOS
7.1 Datos demogréficos

De los 39 pacientes el 8% (3 pacientes) corresponden a menores de 40 afios y
el 92% (36 pacientes) a mayores de 40 afios. El 38%(15 pacientes)
corresponden a mujeres y el 62%(24 pacientes) corresponden a hombres. El
87% (34 pacientes) poseen adenocarcinomas en diferentes estadios, el 13 %(5

pacientes) padecen de otro tipo de tumores malignos que hacen parte del CCR.
7.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN gendémico en sangre de los 39 pacientes mostré
valores entre 200 ng/ pL (menor cantidad obtenida) y 1173 ng/ pL (mayor
cantidad obtenida) con una relacion 260/280 entre 1,87 y 2,01 y una relacién
260/230 entre 1,82y 2,07.

La cuantificacion del ADN gendmico en tejido tumoral de los 39 pacientes mostro
valores entre 134,7 ng/ pL (menor cantidad obtenida) y 990 ng/ uL (mayor
cantidad obtenida) con una relacion 260/280 entre 1,7 y 1,96 y una relacion
260/230 entre 1,83 y 1,90. Resultados similares se evidenciaron en tejido
adyacente con 264ng/ pL (menor cantidad obtenida) y 1056 ng/ uL (mayor
cantidad obtenida) con una relacion 260/280 entre 1,87 y 1,92 y una relacion
260/230 entre 1,80y 1,97.

Las concentraciones de ADN y las relaciones de absorbancia permitieron

establecer la pureza entre aceptable y 6ptima.
7.3 PCR Yy corrido electroforético

Fue necesario estandarizar la temperatura de anillamiento de cada uno de los
exones, encontrando la presencia de una sola banda en temperaturas entre 57
y 64 °C (tabla 7)
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Tabla 7.Temperaturas de anillamiento de los primers para cada uno de los

exones.

XON TEMPERATURA DE ANILLAMIENTO
57 °C
62 °C
66 °C
64 °C
64 °C
64 °C
60 °C
64 °C
0-11 64 °C

m

PO ~NOOThWN

El corrido electroforético se realizé con el ADN de tejidos tumorales de pacientes
diferentes tomados aleatoriamente, se observo la presencia de una sola banda
para cada uno de los exones. A continuacion se muestran los corridos

electroforéticos.

Fig.6A. En esta figura se observa un corrido electroforético en TE1X con una sola
banda por pozo sembrado revelada con bromuro de etidio, indicando la
amplificacion del exdén 2 correspondiente a 803 pares de bases(pb),se
sembraron los productos de amplificacién de los distintos tejidos tumorales de la
siguiente manera, en el pozo 1 se sembro el tejido tumoral 7, en el pozo 2 se
sembro el tejido tumoral 8, en el pozo 3 se sembré el tejido tumoral 9, en el pozo
4 se sembro el tejido tumoral 10 en el pozo 5 se sembro el tejido tumoral 11, en
el pozo 6 se sembrd el marcador de peso molecular(ver anexo marcador de

peso) y en el pozo 7 se sembr6 el control negativo que carece de band
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Fig.6B.En esta figura se observa un corrido electroforético en TE1X con la
presencia de una sola banda por pozo sembrado revelada con bromuro de etidio
correspondiente a los productos de amplificacion de los diferentes tejidos
tumorales para el exdn 3 de 720 pares de bases (pb) con menor intensidad que
la figura 6A. En el pozo 1 se sembr6 el marcador de peso molecular, en el pozo
2 se sembro el tejido tumoral 1, en el pozo 3 se sembro el tejido tumoral 3, en el
pozo 4 se sembro el tejido tumoral 4 no hubo amplificacién por lo que no se
observa presencia de banda, en el pozo 5 se sembroé el tejido tumoral 5, en el
pozo 6 se sembro el tejido tumoral 6, en el pozo 7 se sembré el tejido tumoral 7
no hubo amplificacion, en el pozo 8 se sembro el tejido tumoral 8, en el pozo 9
se sembro el tejido tumoral 9, en el pozo 10 se sembro el control negativo en
donde no hubo amplificacion. Se utiliz6 mayor cantidad de muestras por la

dificultad de amplificacion del exén 3.
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Controles
Exon 4 Exon 5 Exon 6 negativos
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2000pb
500pb —
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Fig.6C. En esta figura se observa un corrido electroforético en TE1X revelado
con bromuro de etidio en donde se evidencia la presencia de una sola banda por
pozo sembrado de distintos tamafios correspondientes a los productos de
amplificacion de los diferentes tejidos tumorales en los exones 4 de 540 pares
de bases (pb) (pozos 2,3 y4), 5 de 567 pb (pozos 5,6 y 7) y 6 de 735pb (pozos
8,9y 10). En el pozo 1 se sembré el marcador de peso molecular, en el pozo 2
se sembré el tejido tumoral 7, en el pozo 3 se sembro el tejido tumoral 8, en el
pozo 4 se sembro el tejido tumoral 10. En el pozo 5 se sembro el tejido tumoral
7, en el pozo 6 se sembrd el tejido tumoral 8 y en el pozo 7 se sembro el tejido
tumoral 10, en el pozo 8 se sembré el tejido tumoral 7, en el pozo 9 se sembro
el tejido tumoral 8 en el pozo 10 se sembré el tejido tumoral 10 en donde se
aprecia una banda tenue, en los pozos 11y 12 se sembraron controles negativos

sin amplificacion.
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Fig.6D. En esta figura se observa un corrido electroforético en TE1X revelado
con bromuro de etidio en donde se evidencia una sola banda por pozo sembrado
correspondiente a los productos de amplificacion de los diferentes tejidos
tumorales para el exén 7 de 688pb (pozos 2, 3, 4, 5y 6) el exén 8 de 710 pb(
pozos 8, 9, 10, 11,y 12, el ex6n 9 de 760 pb ( pozos 14, 15, 16, 17y 18) y el
exén 10-11 de 1361 pb (pozos 2b,3b,4b,5b y 6b). En el pozo 1 se sembrod el
marcador de peso molecular, en el pozo 2 se sembré el tejido tumoral 7, en el
pozo 3 se sembro el tejido tumoral 8, en el pozo 4 se sembro el tejido tumoral 9,
en el pozo 5 se sembr6 el tejido tumoral 10, en el pozo 6 se sembré el tejido
tumoral 11, en el pozo 7 se sembro el marcador de peso molecular, en el pozo 8
se sembré el tejido tumoral 7, en el pozo 9 se sembro el tejido tumoral 8, en el
pozo 10 se sembro el tejido tumoral 9, en el pozo 11 se sembrd el tejido tumoral
10, en el 12 se sembro el tejido tumoral 11, en el pozo 13 se sembré el marcador
de peso molecular, en el pozo 14 se sembro el tejido tumoral 7, en el pozo 15 se
sembré el tejido tumoral 8, en el pozo 16 se sembré el tejido tumoral 9, en el
pozo 17 se sembr el tejido tumoral 10, en el pozo 18 se sembré el tejido tumoral
11, para todos los casos anteriormente nombrados hubo amplificacion, el gel fue
dividido en dos por lo que en la siguiente mitad se corri6 en el pozo 1b el
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marcador de peso molecular, en el pozo 2b el tejido tumoral 7, en el pozo 3b el
tejido tumoral 8, en el pozo 4b el tejido tumoral 9, en el pozo 5b el tejido tumoral
10, en el pozo 6b el tejido tumoral 11, en el pozo 7b el marcador de peso
molecular y en los pozos 8b, 10b, 11by 12b se sembraron los controles negativos

gue no muestran amplificacion.

En los 39 tejidos tumorales se amplificé cada uno de los exones, su producto de
amplificacion fue corrido en geles de agarosa al 1%, los tejidos que no mostraran
amplificacion se repetian disminuyendo la temperatura de anillamiento hasta que
mostraran una sola banda, en caso de no mostrarla se cambiaba la alicuota de
ADN del paciente correspondiente. Para el caso de las bandas tenues se repitio

su amplificacion utilizando mayor cantidad de ADN.

7.4 Secuenciacion y alineamiento

La secuenciacion de la regién codificante completa de SPOCK1 en 39 pacientes
no mostrd variaciones de secuencia. Sin embargo, se encontraron variaciones
en las regiones intronicas. Los alineamientos fueron realizados utilizando la
secuencia Wild type encontrada en la base de datos Ensemble y se etiqueto WT
(wild type) hSPOCK (nomenclatura del gen) y el exén, la muestra fue etiquetada
como hSPOCK1 el nimero del tejido tumoral y el exén, ademas se sefiald la

parte correspondiente al exdn como se muestra en la figura 7A.

Fig.7A

WThSPCCKERZ
hSPOCKITT] 2ex2

WThSPCCKER2
hEPGCEITT1Zex2

WThSPOCKE2
hEPOCKITT1 2802

WThSPCURERZ
hEPGCKITT1 Zex2

WThSPCCKE®2
hEPOGCEITT1Zex?

WThSPOCKE:2
hEPOCRITT1Zex2

WThSPLOKE=2
hEPGUKITTI 2ex2

WThSPOUKEXZ
hSPOCEITTI Zex

CECASCCTCCTOGT TOS TAGATGAGTCCCCCAT TC A TOAGAGGHGT COCTGEG T TAGAS
——————— TCCTCETTCGTAGAT GACTCCCCCATTCGTCAGAGGEETCCCTGEGTC TAGAG

R R RN RN AR AN R R TR A AN A RN AR NN AR T T REARERTERNN TR

GCGCGACAGECGCCCCAGGTEOGCCAGCECTGCCCGTECCICECCGCGGREGTCCCOGCCTT
GLGLGRACAGECGCCCCAGETELGLEAGCECTGCCCGTEILCECCGLEGEGTCCCLECLTC

B L e e R

CGGGLTEEEECGCTGGEACGLL TEEETGCCOGEEECTCGLGECCGCCOGUCCTOTTCGET
CEGELTEGEELECTGEGACGLL TEEETECCCGEEECTUGLEELUGCCCECCCTOTTLGUT
B L L Lt L T T T TR P P e
CATCGUCCTOUGUECOCTGL LU GLAGATGCUGEUGATLGCGETGT TGECGEUGELLGLT
CATCGICCTGEOGCGOCCTGLCOCGoRG

P R R e e R T

GUGECGTEETGCTT CCTCCAAGTCGAGAGC CGGRCACT TEGEACGCGC TCGCCGHAGECGCE

AR A R R AR R R R A A A A AR AR AR A RN R H A AR AR AR AR R RN R w A AR AR A Ak Rk

GGCCCCAACCACGGCAATTTCC TAGACAAT GACCAG TGO TGAGCACCGTC TCC O AGTAC

Gkt hkdhd bk hn kb b d kb n ko d kA kR bk h

GARCCGGGRACARGTACTGGARCCGOT TTCCAGACGTGAG TACCGHOGCCACCCGEITCTGE
ITGAGTACCOGCGCOACCOGECCITES

B L L s L E T T T T S R

GEGELGCEERGCC T TCGGRGEEHALCCCTGAAGL GHEETTEEEGETGTGTGTGTETGTET
GEGECGLEEAGCCTCTCGGAGEREACCCCTG—————————————————————————————
WHW W RN W WA R W N FEHERHRNRAN F T
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Fig.7A. Se observa el alineamiento del exon 2 en el tejido tumoral 12 con la
secuencia wild type, se evidencia un alineamiento completo del exén sin
variaciones, los sitios de splicing correspondientes a los nucledtidos AG y GT
carecen de polimorfismos y la regién intronica secuenciada no muestra cambios,
los resultados fueron iguales en el exon 2 de los 39 pacientes. No se observé

presencia de dobles picos en el electroforetograma.
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hSPOCELITT1lex3

WIhSPOCELlex3

Fig.7B
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CITGARCCRRTATRRTCRTTGATTCGTITTGITITARAR RRARACTGRARTTTGATTATCR

hEPOCELITTlax3 CTTGRCCART AT AR TCATTCATTCETTITTGITITAR R R AR R R ACTERRATTTCATTATCRE
S O P
WIhEPOCElex3 AT TR R AT T AR T T T LT AR T CCACTECTITCATTCATCEARCACACTRT
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Fig. 7B. Se observa el alineamiento del exén 3 en el tejido tumoral 1, se evidencia
un alineamiento completo del exdn sin variaciones, los sitios de splicing se
encuentran wild type, y las regiones intronicas no presentan variacién, sin
embargo, al revisar manualmente el electroforetograma se encontré un doble
pico en donde hay un cambio de una adenina por una guanina en la posicién
187-437 en uno de los alelos (heterocigoto) razon por la que se observa en el
electroforetograma y no en el alineamiento ( Fig.7B.1)
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Fig.7C
WILhSPOCKlexd ARRE R R TTAR R TTTOCCTGGAGETCCTARRCCCTGCCCTCCTITCTTIEITTITIICGCCT
hEPOCKITTZ0exd AR AR TT AR TTTCCCTGGAGETCCTARRCCCTGCCCTCCTTCTTGITTITITIGCCT
RS AL S E L R RS AL S AL R L E RS LR E S AL R R R R RS L R R R R R L S
WThSBEOCK1lexd
hEPOCKITTZ0exd
EE R R L T R T T T R T T I TR Y
WThSBEOCK1lexd =T
hSPOCKITTZ0exd GT
EE R L R E T L T I T IR LS Y
WThSBEOCK1lexd MGG CLEEAAGECCEEEEGCTEEGEECTGEEAGGCATTCTGCAGCTEECAGATCTGREGE
hSPOCKITTZ0exd ARAGGCAGGARAGECCOGEEGECTEGEGECT GG EA——————————
EE S AL L L RS LSS AL SRS LT

Fig.7C. Se observa el alineamiento completo del exén 4 del tejido tumoral 20 sin
cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios
de splicing. La revision de los electroforetogramas no mostré dobles picos en

ninguno de los pacientes.

WThSEOCKexS CTTCTGGGACAARATCCTCTGCTTCCTATCAATGAGTTERAGCARATGEARGTGCTGECT
RSEOCKITTLZex5R e TGCTICCTATCAATGAGTTGGAGCARATGEARGTGCTGECT 197D
AR AR E IR AR R AR F R AR R SR A R R EF AR IR AR E TR
WThSEOCKeXS ARGGCCCTCAGGATCCCTTBGCCTEETTGEATAGTCCTTTATTTATTTGECCTITTATTC
hSEOCKITT12ex5R ARGGCCCTCAGGATCCCTTAGCCTEETTEEATAGTCCTTTATTTATTTGECCTITTATTC
EE R R e R e R e
WThSEOCKexS TGGEAACTTAGAGGAAAGECTCATAGGGTCTGEAGCTTCAACTAATTTATCCCCTTTITT
RSEOCKITTL2ex5R TGEEAACTTAGAGEARAGACTCATAGGGTCTGEARCTTCAACTAATTTATCCCCTTTTTT
R R R AR F TR F R I A F R TR F I FFF I I TR I I IR T I IR FT R IR TR I AR I A TR TR AR
WIhSPOCKeXS CICATICTTT
hSEOCKITT12ex5R CTCATCTTT
EE R R e L e P L P T
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RSEOCKITTL2ex5R
EE R L e e L R R L e I R ]
WThSPOCKexS GETTGETTTICITETCTTTTIATGTTATCARRARTACTTCATE
hSEOCKITT12ex5R GETTGGTTTICTITETCT TTTTATGTTATCARRARTACTTCATG
R R e e s L e L R R R R e ]
WThSEOCKexS TCGGCTTGTTCTAACACT ICTCTATGCCAARACTBAGECT TEGEAAGCETEETGEGCTCC
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WThSPOCKexS ABGCCTTGOCCTTGAGAAGC TECTECATTAGCAGACTCAGAGATETTCTCTEGCCATERR
hSEOCKITT12ex5R AGGCCTTGCCCTTGAGAAGCTGCTECATTAGCAGACTCAGAGATETTCTCTGGCCATAGR
EE R R e R e R e
WThSEOCKexS GACARGCARAATAANRATATTCTATCCTETETAACTGGEC TG T TOGAGEGAAAGAAGAR
hSEOCKITT12ex5R 7o
EEEFEEE

Fig.7D. Se observa el alineamiento completo del exén 5 del tejido tumoral 12 sin
cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios
de splicing, la revision de los electroforetogramas no mostrd dobles picos para
ninguno de los pacientes.
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Fig.7E
WIhSEOCKex6 TETTAAGTTTCATATTAATAATTITATT T TAGARATAGTGACAGTAGGGT TTACCATCAT
nSPOCKITTTex6 —————————————— MATTTTATTTTAGARATAGTGACAGTAGGGT TTACCATCAT
FEEFENREEFRL I EFAA TR I I A TR AR AN TR AT TR F
WIhSEOCK=x6 TAAAGEARGTCTTCTAGGGCT TCCACAGTGT TTTTAGRAGTTATCCTCTGCATTTGETAA
hSPOCKITTTex6 TAAAGEAAGTCTTCTAGGECT TOCACAGT T TTTTAGRAGTTATCCTCTRCATTTAETAR
KEEF AN EE AT ERFEFER I I I EF A I I EFANAERALE TR I TR I TR A TR E AT ERE R
WThSEOCKex6 ARTATARARGGCCATTTCTTATTIAGTATTCTGTAATTGAGACCTCTACCTGAGETCGAC
hSPOCKITTTex6 ARTATARARGGCCATTTCTTATTIAGTATTCTGTAATTGAGACCTCTACCTGAGETCGAC
KEEF AN EE AT ERFEFER I I I EF A I I EFANAERALE TR I TR I TR A TR E AT ERE R
WIThSPOCKex6 CTCTCCCTGCITTGTCTTTGCTTTTETGARGCARAGEGCACTGCT AT TTCTTAGGAGGCS
hSPOCKITT7ex6 CTCTCCCTGCITTGTCTTTGCTTTTETGARGCARAGEGCACTGCT AT TTCTTAGGAGGCS
KEEF AN EE AT ERFEFER I I I EF A I I EFANAERALE TR I TR I TR A TR E AT ERE R
WIThSPOCKex6 BEGTAGEGETCTETTATGGCTGCATICTTARGACCTETTETGTCTCTCTTTTGER
hSPOCKLTTTex6 BEGTAGGGETCTGTTATGECTGCATICT TARGACCTGTTGTGTCTCTCTITIGCA
KR E AR EEE R A RIS E I A I E IR I F LA AL R I I A I AT I TR E AL
WThSPOCKHex6
hSPOCKITT7ex6
R X R I e I L LR I L R L R L L LI LR L L E R LR E R L
WThSPOCKex6 GETGRGTGAG
hSPOCKITTTex6 GETGRGTGAG
LR X R R L L L R R L R R LR L R R LR L L L R R Ly
WThSPOCKex6 GETTTCCTTCAGAGRATTCGTCGGCACGAATCGGEEETCACAGAGGETTGATGTGECCGA
nSPOCKLTTTex6 GETTTCCTTCAGAGRATTCGTGGGCAGGAATGEGGEETCACAGAGGETTGATGTGGCCGA
HEE I EFF R FFFF A S EFFFH I FFFF I FF IS I F AL R F IS EFFF I E T EF IS FEF TS E
WIThSPOCKex6 GCTCTGTCCCAGGCACTAGGARCARACT GGACARATCAGCAGACATCACAGETAAGTACT
hSPOCKITTTex6 GCTCTGTCCCAGGCACTAGGARCARACT GGACARATCAGCALA — ——————————
A E R A R R A AN E R F I EFFF I EF A XA FFA AT TSI EE R
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Fig.7E. Se observa el alineamiento completo del exén 6 del tejido tumoral 7, no
se evidencian variaciones, los sitios de splicing y las regiones intronicas no
presentan cambios, sin embargo, al revisar manualmente el electroforetograma
se observa un doble pico correspondiente al cambio de una timina por una
adenina en la posicion 589+115 en uno de los alelos raz6n por la cual se observa

en el electroforetograma pero no en el alineamiento (Fig.7E.1).
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HThSDOCKexT CCARRACTECARCACCAACCTITATCCCETTACCARAACTCATCTCICATICICTETCTT Fig.7F
hSDOCK1TT1ZexT - -TCTETCTT
e ke e e
HThSDOCKexT CTCACCATECTACRCARCCETCACRCCACTECACCTIECTTICACACCACACACGCCATE
hSDOCK1TT1ZexT CTCACCANGCTACACAACCETEACACCACTECARCTTECTTICACACCACACACGCCATE
ke e e ke e ke ol e e e ke ke o e e e ke e e o e e e e e e ke e e e e B e e ke B
HTRSDOCK=xT CARATTCARCTTCTCRACARACCCTECTIECCCTEEEECTCTAGECTCTCTTITTETOND
hSDOCK1TT1ZexT CARATTCARCTTCTCAACARRCCCTECTIRCCCTCEEECTCTAGECTCTCITITTETONS
ke e e e e ke o e e e e ke e o e e ke e e o e e e e e e ke e e e e B e e ke B
HTRSDOCK=xT ACTCTTICTTICIACTARCACCRTCTTTECECTCTITICCACETGACCTARCASTTATAT
hSPOCK1TT1Zex7 ACICITIGITIGIACTARCAGCRTCTTTGEEEICTITICCRCGTGAGGTARCASTTATAT
AR AR RN E A E AR AR AR E R E A AN AR SR A S AR A A AR SRR AR AR RS E A SRR AR E RN
HTRSDOCK=xT CETEETICEATACRARCETTTECT T TRARCETECCTTICCCASTACOCCTECACACAGAR
hSPOCK1TT1Zex7 CETGETIGEATACRARGETTITECI TTRARCATECCTTIGCCARTAGOCCTECACACAGAR
AR A A RN EREA S ARSI EAEAEAS AN ERELNE SRR A SRS A A R AR RS SN SRR AR E RSN
HTRSDOCK=xT CECAEARACCCCCCARCCCCATTETCTETTCTETTTCCTITICTCT.
hSPOCK1TT1Zex7 CECAEAARGCCCCCARCCCCATTEICTGITCIEITTGCTITICICT.
AR AR RN E A E AR AR AR E R E A AN AR SR A S AR A A AR SRR AR AR RS E A SRR AR E RN
HThSDOCKexT
hSDOCK1TT1ZexT
AR AR RN E A E AR AR AR E R E A AN AR SR A S AR A A AR SRR AR AR RS E A SRR AR E RN
HThSDOCKexT TRAGACCATTTTAR
hSDOCK1TT1ZexT TAAGACCATTTTAR
ke e e e e ke o e e e e ke e o e e ke e e o e e e e e e ke e e e e B e e ke B
HThSDOCKexT ATATCACATTTCCTCAATTTATTACACATTEATTTAGECTTACCAATATCATTTGEEEET
hSDOCK1TT1ZexT ATATCACATTTCCTCAATTTATTACACATTEATTTACECTTACCAATATCATTTGECECT
ke e e e e ke o e e e e ke e o e e ke e e o e e e e e e ke e e e e B e e ke B
HTRSDOCK=xT CARARACACCCATTACATTARATATATACTTTEACTTTARR TATCTOCCARTCTCARRAR
hSDOCKITT1ZexT CARARACACCCATTACATTARATATATACTITEACTTTARAT -~~~ - - === == == ===
ke e e e e bl o e e e e ke o o e e ke e e e e e e e e

/\

Fig.7F. Se observa el alineamiento completo del exén 7 del tejido tumoral 12 sin
variaciones, los sitios de splicing carecen de modificaciones, en la region
intronica se evidencia el cambio de una guanina por una adenina en la posicién
590-78 y en el electroforetograma se encuentra un solo pico correspondiente a

una variacion homocigota (Fig.7F.1)
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WThSPOCKexd CTTARARACARARCARRARRACACARRATATTCTAGAGARCCACTARATCTGTATGCTGE Fig.7G
hSPEOCKITT1ZexE e e TATTCTAGAGARCCACTARATCTGTATGECTGE )
Ly R L L R
WThSPOCKexa GALGEARACAGCCTCAGGAAGGGAGT CAGETGGECCTTGECATCTTCTTERGGCAGALAG
hSPOCKITT12exg GALGGAAACAGCCTCAGGAAGGGAGT CAGETGGECCTTGECATCTICTTGGGGCAGALLG
R R R R R R IR R R I R R F R A F R I I I F R I AR IR AR R E X TR T IR T I AR AR
WIhSPOCKexa CTGGGEAGTGAGCAGGEAGRARRGCATCAGECTIGGTGGCAGCTGAGRTATGCCTTTTGT
nSPOCKITT1Zext CTGEEEAGTEAGCAGGEAGEARRGCATCAGECTIGETGECAGCTEAGRTATGOCTTTTET
R A KA E R AR AR I TR I I F A I IR F TR I ETFFIAI TR I AR FIFAAFFTF AT I A AT I AT R T A TR
WIhSPOCKexa TTGECAG
hSPOCKHITT12ex8 TTGECAG
EE bR R )
WThSPOCKexd
hSPOCKITT1ZexE
EE )
WThSPOCKexd
hSPOCKITT1ZexE
EE )
WThSPOCKexd GETALGGTGGEA
hSPEOCKITT1ZexE GETALGGTGGEA
R R A E R F KRR A R R R A F R R R A A R R I I I F R F AR F I A A FE TR F TR T I A XTI A E T E AR
WThSPOCKexa TGGEAGEETTEEGGTCCCTARCCCAGRGCAROCTTGCTGGAGCAGAGGAGEACTECETATE
hSPOCKITT12exg TGGAGGGTTEEGGTCCCTABCCCAGGGCAGCCTIGCTGGRGCAGAGGAGEACTECGTATG
R R R R R R IR R R I R R F R A F R I I I F R I AR IR AR R E X TR T IR T I AR AR
WIhSPOCKexa ACTATGAATTGGGCAGRGAGCCRCAGCCAGAGAATARATAATTCATTCCATTTRATGOCA
nSPOCKITT1Zext ACTATGAATTGGGCAGRGAGCCRACAGCCAGAGAATARATAATTCATTCCATTTRATGOCA
R A KA E R AR AR I TR I I F A I IR F TR I ETFFIAI TR I AR FIFAAFFTF AT I A AT I AT R T A TR
WIhSPOCKex3 GGCCCARAGTCTCATTTICTICCAGTTTATTTCTECTTTTAATGTGGTATACTAGARRRAC
RSPOCKITT12exE GECCCARAGTCTCATTTCTIC ARG ———————————— = ——————————m———
EE A B E S R AL RS R R L L ]

Fig.7G. Se observa el alineamiento completo del exén 8 del tejido tumoral 12 sin
cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios
de splicing, la revision de los electroforetogramas no mostré dobles picos para

ninguno de los pacientes.

WIhSPOCKaxS CEARRRRGTCCATTACACCACCTATTAGATACTIGETATITECITGAGTTECTACTaGes | Fig.TH
hSPOCEAITT1Z2exS ——————————CATTACACCACCTATTACATACT TGETATT TECT TEACT TGETACTAGAR
e e e
WIhSPOCKaxS ACRARARTTICTATGCAATCCARGTCECCCCCARATACTATTTIAACTCCATTCTCETAT
hSPOCEAITT1ZexS AGAARAATTTCTATGCAATGCAAGTCECCCCCARATACTATTTTAACTCCATTETCSTAT
e e e 8 e e e e e el s e o 8 e e
WThSDOCKaxS CACETTTCTTTTITAACTACTARCACTALTCECCCEAATTTETTTTCTTCCATACTALCE
RSPOCELTT1Zexs CACEITTGCITTITITAACTAGTARCACTARTGCCOCEARTITCTITICTICCATAGTARCE
e e e 8 e el e e ol e o o 8 e e
WThSPOCKaxS ECATATGGARCRATTCCACTCCCAGETETETCATTETCTACATTTCACATCRAAGACTGAR
hSDOCEITT1Zexs CCATATCOAACRATTCCACTCCCACCTETCTCATTEICTACATTTCACATCRAACACTCAR
e e B e B e B e BB B A B B B Ak A e S A B
WIhSPOCKaxS ETCARTCATTAGCEATTATACTCCATACCATCTEGRAGCTGACTTTCAGARRTTATTTTT
hSPOCEITT1ZexS ETCALTCATTACCEATTATACTCCATACCATCTEGRAGCTEACTTTCAGARRTTATTTTT
o B e e e B B ke B B 8 B B B A e e S B
WThSPOCKexS T
hSPOCEITT1ZexS T
o S S A A S A A R S A A A S
WIhSDPOCKaxS CTARGTACAATTTCTTCCCACTCATTIARRCARCTAATTARCCCACCCATETCC
hSPOCELITT1Zexs CTRAGTACAATTTCITCCCACTCATTIARRACAACTAATTARCCCACCCATETCC
e e e b e e e e e e e e e e e e e o e e e e o e
WIhSDOCKax:S CTTGTAATCATCACCATCCCRATECT TATTCAATTACCECTACTCTTTCATCARACALAT
hSDOCELTT1ZexS CITCTARTGATCACCACCCCARTGETTATTCARTTACCCCTACTCTTTCATCARACARAT
e e e 8 e e e e e 0 e 8 e e
WThSDOCKaxS ECCTTCTTITARCCCCACECACAGCTCTICCACECAECTCEACATARACACRECACTGED
hSDOCELITT1Zexs CCCTTETTTTARCCCCACCCACAGCTCTICCACECACCTEEACATARACACRECACTGED
e e e 8 i e e 8 e o e e o 8 e e
WThSPOCKexS TEETTGAARACTECTETETETTCCT TCOGCACGARGAGAGETCACCCAGEEOCEARGTCC
hSDOCELITT1Zexs. TERTTCAA LA CTECTATCTET IO T IO CCACE AR CACACETCARCCAGEEOCE——————
e B e Bk B B R e BB ok B A Bk A BB B S
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Fia.7THA

Fig.7H. Se observa el alineamiento completo del exdn 9 sin variaciones, los sitios
de splicing carecen de modificaciones, en la region intronica se encuentra un
cambio de una timina por una citosina en la posicion 991+71, en el
electroforetograma se observa un doble pico correspondiente a una variacion
heterocigota, en este caso es posible ver el cambio en el alineamiento y en el

electroforetograma (Fig.7H.1)

WIhSPCCH1Ex10-11 ATTACTTARTTTTOCTAGRCATCAGTTICATATTARR A GETARTGATGETATGTATCTCT .
hSPOCEITTIZ TCATATTARRRGETARTEATGETATETATCTCT Fig.7l
Siidariiiasiiseiiissesiisiiiaiiias
WTRSPCCH1Ex10-11 TAGACTTETSEERATARCACATTCTECARATETATSTATATATACACATACATATETARS
hSPOCEITTIZ TAGACTTETSEERATARCACATTCTECARATETAT S TATATATACACATACATATETRRS
R
WThSPCCH1Ex10-11 CACEATTTAGETCACTGONCAGRATAGAR GTATTCARTACATGATAGCTATTATATTON
hSPOCEITTLZ CACEATTTAGETCACTGONCAGRATAGAR GTATTCARTACATGATAGCTATTATATTON
O S S A
WThSPCCH1Ex10-11 CETTTARACRCTEACATCOT TASAGC T A TCEOETTT GGG TCTARAGET TAREEGO0D
hSPOCEITTLZ CETTTARACRCTEACATCOT TASAGC T A TCEOETTT GGG TCTARAGET TAREEGO0D
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
WThIPCCH1Ex10-11 TETARTTTTSACTAR TAGC R AT AT OO AT OO TCTECTECTEACCCTECAGCAGATAT
hSPOCEITTZ TETARTTTTSACTAA TAGC AACCATCOCCATCCTCTECTECTGACCCTECAGCAGATAT
R
WIRSPCCH1Ex10-11 TCTEACATETEAGCCCTCT TOCCTET ST TEACEEGCATTARCCCCEAGTATCAT TECAT
hSPOCEITT1Z TCTEACATETEAGCCCTCTTOCCTETEI TEACEEGCATTARCCCCEAGTATC-TCTECAT
P
WThSPCCH1Ex10-11 STCTCTEATTARRSTTECACCTITTETICNS
hSPOCEITTLZ STCTCTGATTARRETTECACCTITTETICNS
R S PPN vy ey s s v e
WThSPCCH1Ex10-11
hSPOCELITTLZ
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
WThIPCCH1Ex10-11 %
hSPOCEITTZ i)
S Liifiiiisitisiiifiiiiiiiiifitifiidiiiidiiiiiitddiidiiiiiiis
WIhSPCCH1Ex10-11 BEECCTCCTSORTEACCCOrACE ATEAO T GEETGECCTETEETTOCTCACTSCATARES
hSPOCEITTLZ BEGCCTCC TSR TEA G OO AR A TEACC T GEETGE0C T TEET TOCTCACTSCATARES
A S
WThSPCCH1Ex10-11 ATCTCTECASARGARTETTSAGREETAR T CoRGTATACATTARGTTTATAATAGASE R
hSPOCEITTLZ ATCTCTGECASARGARTETTSAGREETAR
Silidisiiisitisisissriiisiis

Fig.7l. La secuenciacion del exdn 10-11 se realiz6 como una sola utilizando los
mismos primers debido al corto tamafio del exdn que las separa, en esta imagen

se observa el alineamiento completo del exén 10 sin variaciones, los sitios de
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TT1

TT3

TTS

TT6

splicing se encuentran sin modificaciones, en la regién intronica en la posicion
992-43 se evidencia una delecién de una adenina, el exén 11 se encuentra sin

variaciones.

Los resultados anteriormente presentados fueron tamizados en la tabla 8
teniendo en cuenta su referencia de SNP( polimorfismo de un solo nucle6tido)
correspondiente a un numero de identificacion Unico encontrado en la base de
datos Ensembl, ademas se buscé la frecuencia alélica minima (MAF) y se aclar6
si corresponde a una variacion homocigota o heterocigota, cada uno de los
tejidos corresponde a un paciente diferente, la identificacion TT (tejido tumoral)
acompafiada de un numero utilizada en esta investigacion tiene como fin

proteger la identidad del paciente, el nimero indica cada uno de los pacientes.

Tabla 8. Variaciones de secuencia nucleotidica en las regiones intrénicas. Se
tuvo en cuenta el exdbn mas cercano, por ejemplo el exén 3 empieza en la
posicion 437 (teniendo en cuenta solo la region codificante) a esta posicion se le
restan 187 pares de bases es decir regién intronica y aca se sitla la variacion,
cada polimorfismo se dispuso en la tabla teniendo en cuenta la misma
consideracion, los espacios en blanco indican ausencia de variacion, es
importante resaltar que la region intronica no fue secuenciada completamente.
TT: nomenclatura de tejido tumoral en el banco de material genético de la

universidad del Rosario rs: referencia del SNP MAF: frecuencia alélica minima

Variaciones en las regiones intrénicas

2 3 4 5 6 7 8 9 10-11

€.187-437 A>G ¢.590-78G>A

MAF:0,50 MAF: 0,50

Heterocigoto Homocigoto

rs6596370 rs3777224
€.590-78G>A €.991+71T>C
MAF 0,50 MAF: 0,34
Homocigoto Heterocigoto
rs3777224 rs17521219
€.590-78G>A €.991+71T>C
MAF 0,50 MAF: 0,34
Homocigoto Heterocigoto
rs3777224 rs17521219
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€.589+115 T>A

77 MAF:O.33
Heterocigoto
rs718703
TT8
TT9
€.590-78G>A €.992-43delA
MAF 0,50 MAF 0,48
Heterocigoto rs3217011
TT10 rs3777224
€.590-78G>A €.992-43delA
MAF 0,50 MAF 0,48
TTit Homocigoto rs3217011
rs3777224
€.590-78G>A €.991+71T>C  ¢.992-43delA
TT12 MAF 0,50 MAF: 0,34 MAF 0,48
Homocigoto Heterocigoto  rs3217011
rs3777224 rs17521219
€.590-78G>A €.991+71T>C  ¢.992-43delA
TT18 MAF 0,50 MAF: 0,34 MAF 0,48
Heterocigoto Heterocigoto = rs3217011
rs3777224 rs17521219
€.992-43delA
MAF 0,48
TT19 rs3217011
€.590-78G>A €.991+71T>C
TT20 MAF 0,50 MAF: 0,34
Homocigoto Heterocigoto
rs3777224 rs17521219
TT21 €.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
1s3777224
TT22
TT23
TT24 €.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
1s3777224
TT25 €.187-437 A>G €.992-43delA
MAF:0,50 MAF 0,48
Heterocigoto rs3217011
rs6596370
TT26 €.992-43delA
MAF 0,48
rs3217011
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TT27

TT28

TT29

TT32

TT50

TT51

TT52

TT53

TT54

TTS55

TT56

TTS57

TT58

TT59

TT60

TT61

€.589+115 T>A
MAF:0.33
Heterocigoto
rs718703

€.187-437 A>G
MAF:0,50
Heterocigoto
rs6596370

¢.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224
¢.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224
¢.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224

€.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224
€.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224

€.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224

¢.590-78G>A
MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224

€.991+71T>C
MAF: 0,34
Heterocigoto
rs17521219

€.991+71T>C
MAF: 0,34
Heterocigoto
rs17521219
€.991+71T>C
MAF: 0,34
Heterocigoto
rs17521219

€.991+71T>C
MAF: 0,34
Heterocigoto
rs17521219

c.992-43delA

MAF 0,48
rs3217011

€.992-43delA
MAF 0,48
rs3217011

€.992-43delA
MAF 0,48
rs3217011
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TT62

TT63

TT64

TT65

¢.590-78G>A

MAF 0,50
Homocigoto
rs3777224

€.187-437 A>G

MAF:0,50

Heterocigoto

rs6596370

€.992-43delA
MAF 0,48
rs3217011
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8. DISCUSION

El presente estudio hace parte de un proceso de busqueda de nuevos
marcadores moleculares para el CCR, siendo una patologia de amplia
distribucion mundial, para la cual se espera un aumento en las tasas de
incidencia del 63,1% para 2040 5%.hecho que reafirma la necesidad de encontrar
nuevos marcadores de diagnoéstico temprano y el desarrollo de nuevos blancos
terapéuticos que disminuyan la cantidad de procesos invasivos con secuelas
colaterales. Sunn et al., definen como marcador molecular ideal, a aquel que
cuenta con una sensibilidad y especificidad del 100%,°® un MAF inferior al 1%
(debido al aumento de la precision del marcador para ser potencialmente

diagnéstico y pronostico).

En el caso de las mutaciones somaticas, dichas variaciones no deben
encontrarse en ningun tejido diferente al afectado. Ademas deben producir un
fenotipo potencialmente patoldgico o relacionarse con la enfermedad, es decir
las variantes missense de tipo sinénimas son excluidas®®. Los ensayos
realizados se basaron en la genotipificacion de las regiones exdnicas de
SPOCK1 en tumores de CCR. Se evidencié que ninguno de ellos presentaba
variantes codificantes lo que sugiere que modificaciones en la secuencia
nucleotidica no contribuyen de manera mayoritaria con el fenotipo de la
patologia. Sin embargo, mutaciones en la region promotora que conduzcan a la
modificacién de sitios de fijacion de factores de transcripcién y en consecuencia
a cambios en su expresion podrian relacionarse con el fenotipo, la complejidad
de la biologia molecular del cancer colorrectal y los limitados articulos sobre

SPOCK1 justifican el estudio de este gen en la enfermedad.

Diversidad de posiciones se han presentado con respecto a los resultados
negativos, segun Fernandez et al. , estos corresponden al 50 por ciento del
conocimiento, por tanto tan validos como aquellos resultados positivos, su no
publicacion repercute en los procesos de investigacion y extension del
conocimiento general. El international Committee of Medical Journal editor,
establece como obligatorio la publicacion de estos, que a pesar de sus
caracteristicas siguen siendo resultados. Se han abierto multiples espacios

dedicados a mostrar estos estudios (e.g biblioteca Cochrane), a pesar que los
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resultados del presente estudio sean negativos, se contribuye en el proceso de
descripcion de SPOCK1 .

Las variantes intronicas identificadas presentan un MAF entre 0,33 y 0,50. Estas
no cambian la secuencia de la proteina por lo que no se relacionan con la
tumorogénesis ademas de no cumplir con las caracteristicas de un marcador
molecular ideal®3.Por consecuente, con respecto al estadio histolégico, la
genaotipificacion de la region codificante no mostré variacion. Este hecho permite
descartarla como un marcador diagnéstico y pronostico. A pesar de los
resultados el gen y la proteina SPOCK1 son candidatos para estudios
adicionales en el CCR como oncogen y oncoproteina pues este comportamiento
se puede asociar a otras regiones del gen. Esto debido a que SPOCK1 se ha
asociado a diversos procesos bioldégicos como: interaccion célula-célula,
proliferacion y migracion. Diversidad de estudios han demostrado su
sobreexpresion en diferentes tipos de cancer como el de esoéfago, préstata,
pulmnény CCR> 6 7.8.9 SPOCK1 funciona como un inductor de la EMT, ya que
reportes evidenciaron su aumento en tumores metastasicos comparado con
tumores in situ 4. El receptor endotelial de la proteina C (REPC) participa en
procesos citoprotectores antiapoptéticos y antiinflamatorios. Experimentos
realizados en lineas celulares tumorales con expresion ectépica del REPC
demuestran que al silenciar el gen SPOCK1 disminuyo el crecimiento celular lo
que indica que el REPC necesita la proteina SPOCK1 para generar un fenotipo
tumorogénico por consiguiente esta oncoproteina interactia con otros elementos
de la bioquimica celular para producir un aumento en la proliferaciéon . En
pacientes con cancer su sobreexpresion es directamente proporcional a la
expresion de SPOCK1 6,

Por otro lado, el 92% de los pacientes poseen edades superiores a 40 afos,
desde 1990 estudios epidemiolégicos realizados por Varma et al., demostraron
susceptibilidad a desarrollar CCR después de esta edad® .Esto se debe a
aspectos inmunoldgicos  propios del envejecimiento, denominado
inmunosenescencia, que es una disminucién de las funciones del sistema
inmunitario, siendo las Natural Killer la poblacion celular mas afectada®. Estas
participan en el reconocimiento y destruccion de células tumorales por lo que la

reduccion de su actividad citotoxica carece de antagonismo frente a la replicacion
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exacerbada en tumores colorrectales®®. Sin embargo, se puede observar un 8%
de los pacientes con edades inferiores a 40 afios. Globocan estima un aumento
entre 1,5% y 1,6% de adultos jévenes con CCR®L. Esto se debe a la modificacion
de habitos dietéticos, aumento de consumo de carnes rojas, sedentarismo y
obesidad juvenil 1% .Con respecto al sexo el 38% de los pacientes corresponden
a mujeres y el 62% a hombres, estos datos se relacionan con las estadisticas
mundiales publicadas por World Health Organization, International agency for

research on canceriol,

Por otro lado, en el estudio realizado se extrajo ADN de sangre periférica, tejido
tumoral y tejido adyacente. Sin embargo, la secuenciacion solo se realiz6 de
tejidos tumorales. Esto se debe a que no fueron encontradas variaciones
codificantes en los tejidos estudiados, y los polimorfismos intronicos poseen un
MAF superior al 1%. La secuenciacion de tejido adyacente, tumoral y sangre
periférica permite determinar si la mutacion es de tipo somético o germinal. Las
mutaciones de tipo somatico solo seria posible encontrarlas en el sitio de la
lesion (tejido tumoral) mientras que las germinales se encontrarian en sangre

periférica y tejido adyacente 192,

Ademas, se omiti6 el uso de controles (tejidos sanos) por la misma razon
anteriormente expuesta. Los pacientes sanos se encontrarian Wild type en la
regién codificante como los pacientes con CCR, es decir secuenciar la regiéon
codificante de un paciente con CCR y un paciente sano daria los mismos

resultados.

Con respecto a los métodos de extraccion de ADN, en el caso de sangre
periférica se decidio utilizar el método de Salting out descrito en el current
protocols of molecular biology con base en los estudios realizados por Sanchez
et al.,, en donde comparan distintos métodos como el fenol-cloroformo con
métodos de gradientes de sales (Salting out) y kits comerciales. Encontrando
gue los reactivos de la técnica son en su gran mayoria inocuos y poco téxicos,
ademas de tener el mejor rendimiento en materia de recuperacion de ADN (entre
46ug y 54,6ug). Si el proceso es implementado correctamente tiene un
porcentaje de amplificacion por PCR convencional del 100%1°3. Sin embargo al
ser un proceso manual tiene un sesgo de error entre extraccion y extraccion.
Esto se manifestd en diversas amplificaciones en las que fue necesaria su
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repeticion, una posible explicacion a este fenomeno, es la presencia de sales
inhibidoras producto de la extraccion, ya que estas son capaces de bloquear los
sitios de unién del cofactor (i6bn Mg2+) inhibiendo la accién de la polimerasal®.

Para la extraccion de ADN de tejidos tumorales y adyacentes se tuvieron en
cuenta los estudios realizados por Armas et al., en donde comparan tres técnicas
de obtencion de material genético en tejidos. Los resultados concluyeron que un
procedimiento realizado correctamente que incluyera gradiente de sales (High
salting out) permitia rescatar mayor cantidad de ADN con respecto a técnicas
que utilizan otros reactivos (e.g xilol). Ademas la utilizacién de proteinasa K
genera una mayor eficiencia en la obtencion de material genético de alto peso

molecular (e.g ADN genémico) 195,

Con respecto a los exones Charbonier et al., establecen el primer exon como no
codificante, debido a la ausencia del codon ATG, imprescindible para iniciar el
proceso de transcripcion y finalmente de transduccion 8. Este fue previamente
descrito con base en predicciones de la region promotora (utilizacion de
herramientas bioinforméticas en desarrollo), teniendo en cuenta ubicacién de la
caja TATA, de tal forma que la secuencia inmediatamente seguida
corresponderia al primero de los 11 descritos!®. Estos planteamientos serian
posteriormente sustentados con la utilizacion de cDNA de SPOCK1 en el afio
2000, reduciendo su tamafio 162 pares de bases correspondientes al exdn
nimero 1.8° En el proceso de amplificacién se evidencio dificultad en la obtencién
de una banda en el revelado electroforético, esto se debe a la naturaleza de cada
uno de los exones y las secuencias pre y posteriores. Las zonas con gran
porcentaje de guaninas y citosinas aumentan las fuerzas intermoleculares,

dificultando su denaturalizacién y por consiguiente hibridacion de los primers 197,
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9. CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de este trabajo permite concluir que SPOCK1 es un
oncogen con una participacion significativa en diferentes tipos de cancer. Por

tanto, un candidato en estudios adicionales en el CCR.

Con respecto a la pregunta de investigacion ¢ Existen variantes de secuencia en
la region codificante de SPOCKL1 potencialmente relacionadas con el fenotipo del
cancer colorrectal? Nuestros datos excluyen la implicacion de variantes
codificantes en la etiopatologia del CCR. Por lo que esté estudio podria descartar
la regidn exodnica y los sitios de splicing como posibles marcadores moleculares

de la enfermedad.

Se concluye a partir de los experimentos realizados y la literatura revisada que
el método no comercial més eficiente para realizar extraccion de ADN en sangre

y tejido es el high salting out.

Con respecto a la poblacion se demuestra un aumento de casos de cancer

colorrectal en poblacion menor de 40 afios.
10. PERSPECTIVAS

En este marco se sugiere que variaciones en otras regiones genomicas
asociadas a SPOCK1 (e.g reguladoras) podrian relacionarse con el fenotipo. Por
consiguiente, se recomienda en estudios futuros la secuenciaciéon del promotor
de este gen (minimo 1000 pb) en mayor cantidad de muestras que permitan
evidenciar un estudio estadistico. De encontrarse se recomienda iniciar estudios
funcionales de luciferasa para reconocer la fijacion de factores de transcripcion

en la region promotora que contribuyan a su sobre expresion.
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12. ANEXOS

A continuacion se presenta el archivo plano utilizado como guia de cada uno de

los exones y el disefio de primers.

PROMOTOR (Entre colores verde y azul), 5UTR, EXON 1 Y EXON 2

gaaagcattgtgaagaattttgtgttgaggggagaggggtgatgggatggtcagacttgttctgaaagagecgcet
caggtgtctggggaatggggtgtagttgtacagagaaaggtgacaggccagtatcacttgtatacaggcagggg
aagacattaagtcccttccagceccctatttcaccaaacattgctggtatttggaaacggggtgggggatggggca
ggaccagacttctgcttctcagtgttctgtccctgtagectgatctgtttttecctectecteccecteeccteccate
taggggaactcaacaggttagtgctggggccggttctcaaggggcaggacagtggtaagcatggcatagggeat
gggagtgcagagatgcaggtgggtgcatgacttgggatgggcagtgcagatattcacttatccagggaatggca
ggacggtggttatcaaactttgccatgcataaaaaacgcctcgggagctcattaaaagtgcagacttggaaget
ttcctaaggaatgctgactcagcaagtggggcggtggggcaggaatcatttttaggaagttecgettcectetetece
acccaggtgattttgatctagataacccgacggceccttcecttttgagaatgecctccatgectggectgegtettgg
cctcatatcctcagtccectettetgtectecgecaccagectgggectgaaagectgattttagecctgecattaaga
tgtgaatgacccaggacataggcgtgggcaaggacttcatgtccaaaacaccaaaagcaatggcaacaaaagcc
aaaattgacaaatgggatctaattaaactaaagagcttctgcacagcaaaagaaactaccatcagagtgaacag
gcaacctacaacatgggagaaaattttcgcaacctactcatctgacaaagggctaatatccagaatctacaatg
aactcaaacaaatttacaagaaaaaaacaaacaaccccatcaaaaagtgggcgaaggacatgaacagacacttc
tcaaaagaagacatttatgcagccaaaaaatacatgaaaaaatgctcatcatcactggccatcagagcaatgca
aatcaaaaccactatgagatatcatctcacaccagttagaatggcaatcattaaaaagtcaggaaacaacaggt
gctggagaggatgtggagaaataggaacacttttacactgttggtgggactgtaaactagttcaaccattgtgg
aagtcagtgtggcgattcctcagggatctagaactagaaataccatttgacccagccatcccattactgggtat
atacccaaaggactataaatcatgctgctataaagccacatgcacacgtatgtgtattgcggcattattcacaa
tagcaaagacttggaaccaacccaaatgtccatcaatgatagactggattaagaaaat
tactatgcagccataaaaaaggatgagttcatgtcctttgtagggacgtggatgaaattggaaaccat
cattctcagtaaactatcgcaagaacaaaaaaccaaacaccgcatattctcactcataggtgggaattgaa-
aggggaatatcacactctggggactgtggtggggtggggggagtggggaggga
tagcattgggagatatacctaatgctagatgacgagttagtgggtgcagcgcaccagcatggcacatgtataca
tatgtaactaacctgcacaatgtgc tataattaaaaaaaaaaatagaagtaa
attaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagatgtgaatgaccacgttccgggctggggcggecgggctgtcgggeca
ggcagcgcgcggccaccagggggcgccagagecttggectegegegetecggectecteccgeccgecggacgeccgcg
ccCGAGCCAGCGAGCGAGCAGAGCACATCGCTGCGGGCTCACAAAGCGGCCAGACGCTCGGCGGCGGCGTGTGGCAG
GAGCGCAGGGGCGCGAGCCGGCGATCAGCCTTCCCGGCGACCGTGCCGCGGGAGCTCGAGCAACTCGGACTAGGGGA
CCCGGGCCGGCCCCCAAGgta cgtgcccagaggaaccccgcgcccca_ccgcggccgcctagggggctggcagggt
cagggcctggggttacctccgegegectttcttacccccgagacctcagggegetcaagggagacctttcecttagetgtcgecggggacccccagetgetgge
agcccccaccccgcttgecggagetcgggtgetgetggagecctgttcteeectetectgecccaaagecgtgtgecaccgcaccgtetgtgggagtgeggegtge

gga cccgggctccccgcttctggggaggggtaccaagcccctgataggagggcggcatctgtggg_gggtcccctgtagtt
ggacggcagcctcggattegtgacgcagectectegttcgtagatgagteccccattegtgagaggggtecctgggtctagaggegegacaggegecccaggt

gegegagegcetgeecegtgeecegecgeggggtececgectecgggetggggegetgggacgectgggtgeecggggctegeggeegeccgecctettegeteat
cgeectgegegeectgeeccgcagATGCCGGCGATCGCGGTGTTGGCGGCGGCCGCCGCGGCGTGGTGCTTCCTCCAAGTCGAG
AGCCGGCACCTGGACGCGCTCGCCGGAGGCGCGGGCCCCAACCACGGCAATTTCCTAGACAATGACCAGTGGCTGAGC

ACCGTCTCCCAGTACGACCGGGACAAGTACTGGAACCGCTTTCGAGACgtgagtaccggegecaccecggeectggggggcsc
ggagcctctcggaggggacccctgaageggggttggggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtggtigggagggggacaggt
gggcatctcccgegggggctggteggtceccagcettectgggtgeggtettgectgaaaggaactttaaagagaacttcgaaggctecatg
cgcttgectgttacctgtggcccaggtgtgtgtattcgtagggetgegggaggtgactgecactaaaatacagcacagatcaccagtagcet
gtggagaaagaggttctctgag_ggtagactttccctagctccggagaaaacctccccggggcagcg
gtggcgtggaccatctctggggtgtgtcaggagaatccctactggagaggtigggtctgggagtggtccaagcetatttatgggggageta
tttatgggagtcaggtgttgcatgtgtgtgtgtgtgtgtgttgagggaggeggtcatggcaatgggectgataaaatacaggggaggtgg
ggtggtttgaccctcggaatcttgaaacaggaacaactagceccgtgcagttggtccectgecctgaaagggaccctgggtggcagagea
ttgctectecgtgggagecctgggagtggagaaagttactcccggacacgcagaaacacacttgeggectgttictgectcaaggetgge
tgccactccccaggtgtgecccagggatgtggggcaagaggceatctggtgeagtcetttccagecagatggeatctectetgtictgtggga
gcgtctgccagcttcttcaaggactgecccagetggecagggcecatgeccttctaggggacttgggagtaccatgttttatggtacttaac
attaggaattcctgtttctgagaagccttaaatattgtaaaagtgcccaaggcataacagtaaaaaagagaaaagctttaatgttcaaa
ggcactgtttctttttgtttgtttctgatcagttttaggtgttaaactaatattttt
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OLIGO start len tm gok any 3' seq

LEFT PRIMER 9 24 64.41 45,83 8.00 0.00 caatgagatcacatggacacagga
RIGHT PRIMER 1709 24 64.01 50.00 3.00 0.00 atecacggttaggagaagtcggaag
SEQUENCE SIZE: 1810

INCLUDED REGION SIZE: 1B10

PRODUCT SIZE: 1701, PATIR ANWY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

hSPOCK1_-1165 F:
hSPOCKL1_Int2_R:

hSPOCK1_-790_Seq_F: CGAGCCAGCGAGCGAGCAGAGC Tm manual: 76°C

hSPOCK1 -267 Seq_F: Tm manual: 68°C
hSPOCK1_-989 Seq_R: Tm manual: 58°C

EXON 3

GATGATTATTTCAGAAACTGGAATCCCAACAAGCCCTTTGACCAAG

agtgctttcattcatggaacag

OLIGO start _len tm gck any i' seq
LEFT PRIMER 229 24 83.75 45.83 4.00 2.00 cgotgtttctatactgggotgaaa
RIGHT PRIMER 953 24 £3.93 54.17 5.00 3.00 gtacccttgacagtcoctococcaggat

SEQUENCE SIZE: 1008
INCLUDED RECICN SIZE: 1008

PRODUCT SIZE: 725, PAIR ANY COMPL: 6£.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
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hSPOCK1_Int2_-251_F:

hSPOCK1_Int3_428 R:

cgctgtttctatactgggctgaaa

gtacccttgacagtctcccaggat

Products on target templates
=NC 000005.10 Homo sapiens chromesome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 725
Features associated with this product:
testican-1 precursor

Forward primer 1 CGCTGTTTCTATACTGGGCTGARA 24
Template 137267306 ..cuucivcccanassnnassnnns 137267283

Reverse primer 1 GTACCCTTGACAGTCTCCCAGGAT 24
Template 137266582 .ocecicnansnnncnnnansnnns 137266605

EXON 4:

atctgaagtcgggag

CCCTGGACCCATCCAAGGACCCCTGCCTGAAGGTAAAATGCAGCCCTCACAAAGTGT
GTGTGACCCAGGACTACCAGACCGCCCTGTGTGTCAGCCGCAAGCACCTGCTCCCCAG

agcatagtgttagggtcg

OLIGOD start len +m gok any 3' seq
LEFT PRIMER 102 24 fd.14 50.00 4.00 1.00 atctgaagtogggagtttgagaceo
RICHT PRIMER 641 24 64.11 45.83 2.00 2.00 aaatggcgaccctaacactatgot

SEQUENCE SIZE: 996
INCLUDED REGIOCN SIZE: 996

PRODUCT SIZE: 540, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

hSPOCK1_Int3_-303_F:
hSPOCK1_Int4_122_R:
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=NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 540
Features associated with this product:
testican-1 precursor

Forward primer 1 ATCTGAAGTCGGGAGTTTGAGACC 24
Template 137140997 iuisivussvssunsssusssnas 137140974

Reverse primer 1 AARTGGCGACCCTAACACTATGCT 24
Template 137140458 ..uuiovaccncaasnsusannas 137140481

EXON 5:

cttctgggacaaaatcctctgcett

GCAAAAGAAGGGGAACGTGGCCCAGAAACACTGGGTTGGACCTTCG
AATTTGGTCAAGTGCAAGCCCTGTCCCGTGGCACAGTCAGCCATGGTCTGCGGCTCAGATGGCCACTCC
TACACATCCAAG

atggttctgagaatggcatgtgat

OLIGO start len tm gck any i' seq
LEFT PRIMER 150 24 64.10 45.83 3.00 0.00 cttctgggacaaaatcctotgett
RIGHT PRIMER 716 24 64.00 41.67 7.00 3.00 atcacatgccattctcagaaccat

SEQUENMCE SIZE: 923
INCLUDED REGICHM SIZE: 923

PRODUCT SIZE: 567, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

hSPOCK1_Int4 -191 F:
hSPOCK1_Int5_249 R:
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>NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 567
Features associated with this product:
testican-1 precursor

Forward primer 1 CTTCTGGGACAADATCCTCTGOTT 24
Template 137112752 .c.iuucuccusunsunsnussnnns 137112729

Reverse primer 1 ATCACATGCCATTCTCAGAACCAT 24
Template 137112186 ciccsccsssssssnsscassans 137112209

EXON 6:

ctgataattgttgtggtcttttgcacctattaataacattcctctctectgectgtgttectgagaattca
ttgagactttagagtaaagagctgacagaaaaatgactaaaatattaccattgctactgataaagggttyg
acaagaggatgtggattatgggcttctaatatttaatcctagaattaggtaaacatttccacggagtcac
aagctagttagaccacaggcatcctctgatgggggaagacccgtgtaaacttaggttttggacaacggaa
gcaagagcattcattcttcattgctcccaaggggaaggggctgagecctcagattaccatacagacttact
aaagggattgttactcttcccectcccaggaagagcatgtgagcaggctgagagggaccaggagtggtattce
cagcgqtgttacctccacacgggaqgagt_tggagggggttcctgga
ccagataggactctacagatgttaagtttcatattaataattttattttagaaatagtgacagtagggtt
taccatcattaaaggaagtcttctagggcttccacagtgtttttagaagttatcctctgcatttggtaaa
atataaaaggccatttcttatttagtattctgtaattgagacctctacctgaggtcgacctctceccecctget
ttgtctttgcttttgtgaagcaaagggcactgctgtttcttaggaggcggggtaggggtctgttatgget
gecattcttaagacctgttgtgtctectecttttgcagTGCAAATTGGAGTTCCATGCTTGTTCTA
CTGGCAAAAGCCTCGCCACCCTCTGTGATGGGCCCTGTCCCTGTCTCCCAGAGCCTGAGCC
ACCAAAGCACAAGGCAGAAAGGAGTGotgagtgagggtttccttcagagaattcgtgggecag

gaatggggggtcacagagggttgatgtggccgagctctgtcccaggcactaggaacaaactggagaaa
tgagcagacatgacaggtaagtactccagatttagggaccctaaaccgaattgccttcaactaccattaa
aaagatqaacaagagcctttgaaaataatcctqttagaccaggatatccactaggttcttttaqag-

gagctgtttttcagcatctaagaccggacctgccctggggtacatcttag
tctttcttgaactctaatcttttgaatcctttgaacttctcaaggccaaatatcaaaacagagactgcag
agatgtcacaacagtggagagagttctcccctaaagtatttctttattaatatattctgecttgtaaggeca
gcacagagccaggggacagatgaaagagaatacctccctaagggtaactgtttectecttectgtggectgaga
gggccaggaaagcttgggctcatttggatgttttcatgatggagaaagtaatgttgtcccactggtctca
gcctctttttgagecttecttggtgagacccaagatagacgtttgaatttgecttectgtggaattcaget
ttctcagctgtagttggcttttcttggaaattgttgcatttctectctetectcectetectetetectgtgtgtg
tgtgtgtgtgtgtgtgtatgcttatgttttaaaatctaggagtgatttgtaatggagtggaatgaatggg
gtatgagcgtttatctatctggctctttataagctatgttgtcttttccagggcaaataaatgatgaaga
tttcaaatctaaatgtgatcatggtgacttcaggaatattgtgtttaaaggctctttaggaggtttaagt

caggatgtggaaggacgttgtaaaccatgaaacactgtgattacaaataatctccagttat
tattcttgatttcta

0OLIGO start _len tm gck any 3' seqg
LEFT PRIMER 12 24 63.98 45,83 4.00 1.00 gtggagaagatgocctcaaaghtgaa
RIGHT PRIMER 746 24 63.B6 50.00 4.00 1.00 cteccacaccatagcgaatatgac

SEQUENCE SIZE: 921
INCLUDED REGION SIEZE: 921

PRODUCT SIZE: 735, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

hSPOCK1_Int5_-356_F:
hSPOCK1_Int6_264 R:
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=NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 735
Features associated with this product:
testican-1 precursor

GTGGAGAAGATGCCTCARAGTGAA 24
137068162

Forward primer 1
Template 13TDEBLBS .ucucvusucsunusnnnasnnns
CTCCCACACCATAGCGAATATGAC 24
137067474

Reverse primer 1
Template 137067451

EXON 7:

aactgcaagagcaagcttta

gcaa

CCTGCACAGACAAGGAGTTGCGGAACCTTGCCTCCCGGCTGAAGGATTGGTTTGGAGCTC
TCCACGAGGATGCGAACAGAGTCATCAAGCCCACCAGCTCCAACACAGCCCAAGGCA

gctgtggtac

OLIGO start len tm ack any 3’
LEFT PFRIMER 49 24 64.07 41.67 6.00 2.00
RIGHT PRIMER 736 24 64,44 50.00 8.00 3.00
SEQUENCE SIZE: 915

INCLUDED REGION SIZE: 915

PRODUCT SIZE: 688, PAIR ANY COMPL: 6.00, BPAIR 3' COMPL:

hSPOCKZ1_Int6_-348 F: gcaaaactgcaagagcaagcttta
hSPOCK1 Int7_223 R: e s

seq

gcaaaactgocaagagcaagettta
gtaccacagecatgettacggtcat

2.00
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=NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 6B8
Features associated with this product:
testican-1 precursor

Forward primer 1 GCARARCTGCAAGAGCARGCTTTA 24
Template 136992948 ..cccvsuusssncosvnnnsnns 136952925

Reverse primer 1 GTACCACAGCATGCTTACGSTCAT 24
Template 136992261 ...ccvsuucssnccsvnnnsnns 1369592284

EXON 8:

caaagtgcttagaagcatgctttctatatagcaacagacgttcacttttatcattggggtattccagaaa
aatacaactagccctagaaatccagtttatggaataacctgagattgcacgggacctttgattctgaaaa
aagttgagttttaaatctgggacatgtctacagtagactcaatatcccgagtgttgagctaagtgttatt
attttagtgcatacactttccattgtggaaacaaataattctttaagaaaacaacttcttctcccecccagg
gaaataagaaagaaattattgtctgagttgatttggattccatctcatggatctccttaggggattgcag
aagagaagagtggggaacagaggcaggcacctggcttgttttgccattaacattcagactgcttggattt
aaaggtcctctgggatgcaagcggtgcttctggattatgctatgttgtttcatttcactgectatecctttt
aaaaatattttattttggttttccagtattttttgaaatacgaaagcatagtttttggtaccataagcta
tacctctcactcaccatgtttctattatttctttcaggcacaccccattttaagcaaatgaaaacacata
tttatatcacagatatgttaacattggggatttttcccctttagaacatattttcctcaaatgatgactt
ttaaaccatttcacttaaaaacaaaacaaaaaaacacaaaatattctagagaaccactaaatctgtatgce
tgggaaggaaacagcctcaggaagggagtcaggtgggccttggcatcttcecttggggcagaaagctgggga
gtgagcagggaggaaagcatcaggcttggtggcagctgagatatgccttttgtttggca
JGGTTTGACACTAGCATCCTGCCCATCTGCAAGGACTCCCTGGGCTGGATGTTCAACAAGTTGG
ACATGAACTATGACCTCCTGCTTGACCCTTCAGAGATCAATGCCATCTACCTGGATAAGTACGAGCCCTG
TATCAAGCCTCTTTTCAACTCGTGTGACTCCTTCAAGGATGGCAAGCTTTCTAACAATGAGTGGTG

CTACTGCTTCCAGAAGCCTGGAGgtaaggtgggatggagggttggggtccctageccaggge
agccttgctggagcagaggaggactgcgtatgactatgaattgggcagagagccacagccagagaata
aataattcattccatttaatgccaggcccaaagtctcatttcttccagtttatttctgecttttaatgtgg
tatactagaaaaaccaagagtataaatcaagtagtcagtt_ggaagt
ctctcaactgtccgtattttcatctatacaatgggtatagaaaccttcatgacataatccaaaggtcact
gtgagctctcaatgtaaaaaataccttaaaaatgtaagagacaatgaaaatcattctcattgagaaagtc
acttgtcagtttctctaggataagttcagatttatactaagtgtcctagacaagaatattttggttataa
ataaactccagctaatgaaaaaaagaggcaagatttggggaatagaagaaaagataccaggatatttcat
ataacccaaagtcagacaggttggcctgctgggggattcagattaaggacaggaagccagtggcaggtgce
cctgactttacctccecctectgtcectggggggtgcacctgagtatggcagtcacagttaatgggaccagaaga
gacaggcccacatcgggagaacatacaactacaggcatagctggtatatcccaccgccaggaaaggagga
tggctgctaatatgaaagtatttaagttatgtatgcatagacaatacacacacaacaaaaaacgtgggta
ttcagtgaaaggtaagtatgtgtgtatgggatttcaagatatgttcttaaaattactagtcaaaaggcat
gtgccttttaaaatttgagcaattgacctcacctccaaagaggtggtaacaatttttactttcaccaaag
atatatgagaatacctattctctatggcgttaccaagcttcttgatttatgagttaggttyg

aacatctgtaca

OLIGO start _len tm gck __any 3' seqg
LEFT PRIMER 70 24 64.35 41.67 &.00 0.00 ttggggattttteccceotttagaac
RICHT PRIMER 779 24 64.12 50.00 2.00 1.00 ccaaagggaggaacagacagaagt

SEQUENCE SIEE: 91B
INCLUDED REGION SIEE: 918

BRODUCT SIZE: 710, PAIR ANY COMPL: &.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

hSPOCKL1 _Int7_-247 F: tcoogatciticocctitaganc

hSPOCK1_Int8_241_R: E6daa66Gag0aacagacagaadt
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=NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 710
Features associated with this product:
testican=-1 precursor

Forward primer 1 TTGEEGATTTTTCCCCTTTAGRAS 24
Template 13698BB90 ..cciveccvonnansnannnmnan 136988867

Reverse primer 1 CCARAGGGAGGAMNCAGACRAGAAGT 24
Template 136988181 ..ccivccsnosusnsnanannnn 136988204

EXON 9:

caagaagtcaacaaaatgtattttacaagcagtttctctcatggaacaagcagcaagaccaggtagcatt
gtgcagtctacagggtaagagttgtaaatggttgcttagatactttatatgcaagtgtggggcctgcaga
aagaggcagtatcagccaaagataagaactcagagaaccagaactcctctgccaaggacaggatgaacca
tgaacaaatagcagaactcccagagccacaaggtctgcaaaggcaaatcatggtaaaactctgaagaatg
aatgaggtcacttttcattttgcttagaatgaaactaacttcttttctatgacatgcattttgccgctga
ggacccagaggctgggacaggtgaattcagctaggaggtggcagagcctagatacaaagtctcatcagtyg
cttctccagatctcttctgtatcttcatagttgtccctcaaagectattttactttecctgggggtggtga
ggtctgaagtaaccattcctatccatcctttecctacaggaaaacctaggctatataagtatttgtcacct
ctggttagttcgtctg_ataagccttggctgattacttgcttcctga
tagaaaggaaaaagtccattacaccacctattagatacttggtatttgcttgagttggtactagaaagaa
aaatttctatgcaatgcaagtggcccccaaatactattttaagtgcattgtggtatgaggtttgtttttt
aactagtaacactaatggcccgaatttgttttcttgcatagtaacagcatatggaacaattccactccca
ggtgtgtcattgtctacatttcacatcaagagtgaagtcaatcattagcgattatactccataccatct
ggaagctgactttcagaaattattttttagGTCTCCCTTGCCAGAATGAAATGAACAGAAT
TCAGAAGCTGAGTAAGGGGAAAAGCCTGTTGGgtaagtacaatttcttgccactcatttaaaca
actaattaagccagccatgtcccttgtaatgatcagcatggcaatggttattcaattagggectagtgt
ttcatgaaagaaatgccttgttttaaccccaggcagagctcttccaggcagectggacataaacagaggac
tggctggttgaaaactgctgtgtgttccttcggcaggaagagaggtcagccagggccgaagtccagcacce
ttccccactgctaactcectcececctgatcttaggctaaaacaaatecttggectttttctaagtaagatcattyg
_tataaggtctaaaaattatagcatttcctccattccccggatagga
ttgtctgttgaaggaggcagatgggctgtactctcttcagaatttatcaaacagggttgaacgacatgta
tgtgcttaagcctatttctaccttcacctaatccctccaggaaagtatgcaggectgtttggacaccacgg
aagcaagtgggttgagtgaatgtgtgttcccctaacatgcacaacttgcagtcctctcaaagtgtcecceccect
ttagctccaagcctgcectttectceccagcacgtggaggaagtecctggcatttgtcatagaaacactggcecat
tctcattggtttgctgaagaaaggaggagcctgectttgctttecttgettttaaaaaaagaggtgtcage
tgcaacacagtaatacagaattattcccgtgaagcattcagaggcagatgcattccccaagcagectgece
atttcagaagtttctctattcatttgaaggaaatgaatagagaaggaaatgggcaagttttcttgcagat
tgtcaaatgtaggcagtctatgaattccggtgattttcttctcttaggattttttgagttatttcaaaat
gcatgtagacttccccaaagttgtcaggatttcgaactctttaggectacattcttctgectgagtaaaag
gacataaagatatatttctggtctgaaggcaaagtggctggatccctcecctccataggattttctagtgea
aagacttgtgtttgtttattgatctcatttctccatgtgggatattattttgagtgacgtacctatgatc
tgcaggtagttgtagaattagtacattgctgtttattaaaacatacattgcctcattggtaagggtc

acctgtgataagatgtctcatttaccccagtgcacatgaatga

astart _len +m gck any 3' seq
LEFT PRIMER 12 24 64 .06 45.83 5.00 2.00 tggattcagaacactteccccacta
RIGHT PRIMER B25 24 64.01 45.83 4.00 1.00 gtttgagcacttgagagcaccatt

PRODUCT SIZE: 760, PATR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3" COMPL: 1.00

hSPOCK1_Int8_-363_F:
hSPOCK1_Int9_334 R:
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=NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 760
Features associated with this product:
testican-1 precursor

Forward primer 1 TGEATTCAGAACACTTCCCCACTA 24
Template 136985565 .cucccccncncnananaananaan 136985542

Reverse primer 1 GTTTGAGCACTTGAGAGCACCATT 24
Template 1369B4B0B  .vuecveecncocnacananannan 136984829

EXON 10, 11 y 3 UTR:

cccatgattcaattacctcctgttcaattacctcccacagggtccecteccacaacacgtgggaattatga
gagctacaattcaagatgagatttgggtggggacacagccaaaccatatcaatcacttagtaacatactt
gtaaatttgtgccactagtaatccatcttgttaaaagtatataaagcataaaaaccatatgattttctca
cattaaaaatgtaatatcagtagtacccattcaagatttaaagtgaaaaattagaactaatcaaagaagg
aattttgcttaacattgggcaaattaactccagtttatcactttttttttttttttttgecctgcaaacag
ggagatagtaatagcaacaccttatggtgatattggcatggcttgatgaaataatgcaagtaaagcactt
agctattattaattacctctttcttagaggctggaagacagtgacaaggaatagcttggaaccatatgat
ccacagactggtgttgttcatagaacatttgttactagtcagaaccaagtgcagtagttaatgcgtatag
aaagttttataacaatttcacggagtcactttatg ctggacttgat
atttactagcagatgccttgggaagattacttaattttcctagacatcagtttcatattaaaaggtaatg
atggtatgtatctcttagagttgtgggaataagagattctgcaaatgtatgtatatatacacatacatat
gtaagcacgatttaggtcagtgcccagaatagaagtattcaatacatgatagctattatcattccecgttt
aaacactgacatccttagagctcatcgecgtttgggcecctctaaaggttaagggccctgtaattttgactaa
tagccaaccatccccatcecctectgectgcectgaccctgcagcagatattctgacatgtgageecctetteectyg

tgttgacgggcattaaccccgagtatcatctgecatgtctctgattaaagttgcaccttttgttec
CCcCcagGGGCCTTCATACCTCGGTGTAATGAGGAGGGCTATTACAAAGCCACACAGTGCCACGG
CAGCACGGGGCAGTGCTGGTGTGTGGACAAATATGGGAATGAGTTGGCTGGCTCCAGGAAACAGGGTGC

TGTGAGCTGTGgtgagtaaggcctcctgcatgagecccacaatgacctgggtggectgtggtt
cctcactgcataaggatctctgcagaagaatgttgagaggtaactccagtatacattaagtttataatag
aggcatagtaacc gtagctagcttggcaagtggcaggaactcactatg
accagagaagagagacagaactgctgcagacaaagggtgacttaggctgccttcacttctcatttagggt
tgtaaacctcctgggaaggtaggagcatctcaagaattctagggctcttacgagaacaaagtttgtaatyg
tatgccctgaagactcacctcagtggggcagggatgtttectgttttcagaaagtaaactgecttggtttta
ccctacaattcaggcaaaggaacccctgacgtgggtcatgaggtataagtggaaactaacctcaatgcett
tttttaatctttcagAAGAGGAGCAGGAAACCTCAGGGGATTTTGGCAGTGGTGGGTCCGTGGT
CCTGCTGGATGACCTAGAATATGAACGGGAGCTGGGACCAAAGGACAAAGAGGGGAAGCTGAGGGTGCA
CACCCGAGCCGTGACAGAGGATGATGAGGATGAGGATGATGACAAAGAGGATGAGGTCGGGTACATATGG
TAGTGCCCACAAGAAAGAGGACACAAGTTTTGCACAAAATTGCAAGTCACTTCCTATTCCTGCATTTGTI

TCTCTTCTCCATTGTTGCTCTCTATACCCGACCTAAGGTTTGGAAGA
CAACTGCTTGTTCCCAGAGGATTCTGATTTTGCATATGTTTGTATGGGAGAAAGGGTGTTGTGTTTTTTT
TTTGTTGTTGTTTATTTTTTGGATAGGGAAGTCATTGGCTTAATTAGAGCCTCCTTCCTTTCTGTGAGAT
TTTTCCAACAAGCATGTGATTTACGTGGAATTCTGACAGTGCAGGGAGCCCCAACCCTCTTAAATGTCAA
AGACCCTTTTTGATTACCCACACTGGTGGTTATTACAGCATGGTTCCCAGCCTTACAGTGTCTAAGTGCT
TCTCTTGTGTCCTGTAGATGTTGTGAAAAAGAAAAAAACAAAAAATACACCACACTGTACTTTTTCCCCC
TGCCCCCGTTACTGCCGGTGATTATTATTAAAAATTAGTTTTTTTCACATCATTATATCTGGCTTCCTAT
AAACAACAGCCTTAATTCAGTCAAGACTCCCTTTGGGGAATTCATTTTATTAAAAATTGGTGTCTGGATA
CTTCCCTGTACATGCATAAATATGCATGCATGTACAGAAAGACTGTATGTGTGTGCCTTGCACACACACC
CATACCTCTCAGAAAAAGTGTTTGGGTATCTTAAAAACTCGAAAAACAATGATAAATTTCTCAGCTTGTC

CAGACCTGGAACAAAATTTCTGGAATAAGAAATTTGTATTAAAGTCCTTTTTTGCACTAACAGTTGGCT
CTTGTAGCCTGCAGGCTGAGGAAGTCTCTTCTCTGTGCATCAGCAGAGTTACT

80



OLIGO start len tm gck any 3" seq

LEFT PRIMER 596 24 63.92 41.67 4.00 1.00 tggttgggcaaagtattggtaatg
RIGHT PRIMER 1956 24 64.01 50.00 5.00 3.00 COCTTCETGCCTTGCAGTCTTAGAT

SEQUENCE SIEZE: 2755
INCLUDED REGION SIEZE: 2755

FRODUCT SIZE: 1361, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
STl W IR W - oot tgggcaaagtattggtaatyg

hSPOCK1_3'UTR_R:
hSPOCK1 Int10_157 Seq_R: acgggagctcatgtgatttcag Tm manual: 66°C

>NC 000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 1361
Featureg assocliated with this product:
testican=1 precursor

Forward primer 1 TGETTGGCCARAGTATTGGTAATGE 24
Template 136979924 .ii.iiisssacisnssacananaa 136979901

Reverse primer 1 CCTTGGTGCCTTGGAGTCTTAGAT 24
Template 136978564 ..ciicecannssnsncasnonan 136978587

Preparacién de reactivos

Preparacion de Reactivos

Solucion de lisis de glébulos rojos (preparacién 1000 ml)

1.1 Pesar 8.3 g de cloruro de amonio.

1.2. Pesar 1 g de Bicarbonato de potasio

1.3. 2 mlde EDTA0.5 M pH 8.0

1.4. Mezclar los reactivos en un erlenmeyer que contenga 800 ml de

agua ultrapura utilizando un agitador magnético hasta homogenizacién
completa. Transferir el contenido a una probeta y completar el volumen

hasta 1000 ml con agua ultrapura. Almacenar a temperatura ambiente

Solucién de lisis celular o de glébulos blancos (preparacion 1000 ml)

1.5. 50 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0
1.6. 200 ml de SDS 10 %.
1.7. Mezclar cuidadosamente los reactivos en un Erlenmeyer que

contenga 600 ml de agua destilada utilizando un agitador magnético hasta

homogenizacion completa. Evitar la formacién de espuma. Transferir el
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contenido a una probeta y completar el volumen hasta 1000 ml con agua

destilada. Almacenar a temperatura ambiente.

SDS 10 % (preparacion para 200 ml)

1.8. Pesar 20 g de SDS

1.9. Mezclar cuidadosamente el reactivo en un Erlenmeyer que
contenga 200 ml de agua destilada utilizando un agitador magnético hasta
homogenizacion completa. Evitar la formacion de espuma. Almacenar a

temperatura ambiente

Solucién Precipitante de Proteinas (preparacion para 500 ml)

1.10. Pesar 385.4 g Acetato de Amonio

1.11. Mezclar el reactivo en un Erlenmeyer que contenga 100 ml de agua
destilada utilizando un agitador magnético hasta homogenizacién
completa. Puede requerir calentamiento ligero.

1.12. Transferir el contenido a una probeta y si es necesario completar el
volumen hasta 500 ml con agua destilada.

TE 100X (preparacion 50 ml)

1.13. 25 ml de tris-HCL 2M pH 7.5

1.14. 10 ml de EDTAO0.5M

1.15. 15 ml de agua destilada

1.16. Se mezclan las soluciones, y se debe realizar una solucién ya que
debido a que la concentracion de solucion de trabajo es 1X. Se agrega 1

ml de la solucion preparada (100X) a 99 ml de agua destilada.

EDTA 500mM pH 8.0

1.17. Pesar 9,31g de Acido -etilendiamonitetracético, sal disédica
dihidrato (PM: 372,24 g/mol)
1.18. Pre-disolver en 35ml de agua destilada.
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1.19. Ajustar a pH 8.0 con NaOH solido.

1.20. Completar a 50ml con agua destilada
Tris-HCL 2M pH 7.5 (preparacion 500 ml)

1.21. Pesar 121.1 g de Trizma

1.22. Mezclar el reactivo en un Erlenmeyer que contenga 350 ml de agua
destilada utilizando un agitador magnético hasta homogenizar.

1.23. Titular con HCL 1M para ajustar el pH a 7.5

1.24. Transferir el contenido a una probeta y completar el volumen hasta

500 ml con agua destilada.
Proteinasa K 50 ug/ul

1.25. Disolver 100 mg de Proteinasa K liofilizada en 20 ml de agua estéril.
1.26. Realizar alicutoas de 1ml y congelar a -20 °C.

TNES Buffer ( Tris, NaCl, EDTA, SDS)

a. 10 ml; Tris, pH 7.5

b. 400 mM NaCl

c. 100 EDTA

d. 0.6% SDS
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oy

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL
ROSARIO ESCUELA DE MEDICINA Y
CIENCIAS DE LA SALUD

CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y GENOMICA
(CIGGUR)

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Genotipificacién de la region codificante de SPOCKL1 en el cancer colorrectal:

hacia la descripcién de nuevos marcadores moleculares de la enfermedad

sted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion
propuesto por el Centro de Investigacion en Genética y Gendmica (CIGGUR)
de la Universidad del Rosario y el Hospital Universitario Mayor Méderi - con
la participacion de:

Dr. PAUL LAISSUE MD, MSc, PhD: Médico e Investigador, genetista

molecular.

Dr. CARLOS FIGUEROA: Médico Jefe del Servicio de Colon y Recto -
Hospital Universitario Mayor Méderi.

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la
realizacion de este estudio:

(a) La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y no implica

ningun costo para el individuo. Los materiales y reactivos del estudio

seran financiados por el proyecto de investigacion.
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(b) La naturaleza de esta investigacion, su propadsito, sus limitaciones, sus
riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion
pertinente al resultado de este, le serd explicada por el equipo de
atencion clinica.

(c) Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en
manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto,
le contestara sus preguntas.

(d) La participacion en el estudio no tendra repercusiones en su atencion
clinica, ya

gue el proyecto planteado no implica modificaciones en las
aproximaciones diagndsticas o terapéuticas.

(e) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo
permaneceran archivados por el médico tratante. Las historias médicas,
los resultados de exdmenes y la informacion que usted nos ha dado son
de caréacter absolutamente confidencial, de manera que, solamente
usted, el equipo investigador y el equipo de atencion clinica tendra
acceso a estos datos. Por ningin motivo se divulgara esta informacion
sin su consentimiento.

De acuerdo con lo establecido en la resolucién 008430 de 1993 (“Normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud”), este
estudio puede ser clasificado como una “Investigacién con riesgo minimo”. Se
cumplird con lo establecido por el Ministerio de Proteccion Social colombiano
(antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993

Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla directamente
con: PAUL LAISSUE

Centro de Investigacion en Genética y Gendmica

(CIGGUR). Facultad de Medicina.

Universidad del Rosario. Tel (57-1)2970200 (Ext. 3314)
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EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL
INDIVIDUO

OBJETIVO:

Usted como paciente estd afectado por una forma frecuente de cancer. Esta
enfermedad se presenta por la acumulacion de distintas alteraciones. Una de
ellas se relaciona con caracteristicas y cambios genéticos del tejido afectado
(el colon en este caso). El propoésito del estudio en el que Usted de manera
voluntaria va a participar se enfoca en el andlisis de algunos de estos cambios
genéticos (gen SPOCK1) para poder entender mejor su enfermedad. Los
resultados no alteraran el curso de su enfermedad, no modificaran el
diagndstico y ni el tratamiento.

PROCEDIMIENTO:

Luego de haber tomado la muestra de sangre y de tejido colorrectal (tumoral y
adyacente) para obtencion de ADN como se estipulo en el consentimiento
informado del proyecto autorizacion para la toma de muestras y realizacion de
estudios de laboratorio adicionales”, se procederd, en el laboratorio del Centro
de Investigacion en Genética y Gendmica de la Universidad del Rosario, a
procesar la muestra. Se extraeran los acidos nucleicos (ADN y ARN total) y las
proteinas que permitan efectuar distintos tipos de andlisis para analizar las
regiones codificantes del gen SPOCK1 y su expresion en el tejido colorrectal
(tumoral y adyacente).

En caso de obtener un resultado que pudiera explicar genéticamente la

enfermedad, en el mismo laboratorio, se realizaran pruebas para su validacion.

RIESGOS E INCOMODIDADES:

La participacion en este estudio representa riesgo minimo para su salud e
integridad y las molestias y efectos adversos estaran representados
exclusivamente por la toma de muestra referida en el procedimiento. El analisis
de la muestra no implica riesgo para su salud ni efectos contaminantes para el
medio ambiente. La utilizacién del ADN genémico o el ARN humano no

implica a la fecha de hoy ningun riesgo para el donante y/o quienes lo
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manipulan.

BENEFICIOS ADICIONALES:

Este estudio permitira en algunos casos realizar consejeria genética. La
consejeria genética consiste en efectuar una consulta médica en el que se le
informara, si es el caso, sobre hallazgos que pudieran ser Utiles para una mejor
comprension de su enfermedad. De esta manera usted tendra la opcion de

autorizar o no a que se realice la consejeriagenética.

Debe aclararse que este estudio no arrojara resultados directos sobre el
tratamiento, por lo cual no se ofrecera esta posibilidad a los participantes.
Ademas, no recibira un incentivo monetario, porque el estudio, ni equipo

de investigacion tiene intereses comerciales o financieros de ningun tipo.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES:

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes
responsabilidades y precauciones:

El analisis gendmico a partir de muestras de ADN y ARN humanas
provenientes de un banco de dicho material biol6gico no implica riesgos

para el paciente.

MANEJO DE RESULTADOS:

Los resultados del estudio se informaran a los participantes de manera oral y
escrita. Se efectuaré para tal fin una consulta con los especialistas clinicos y los
responsables del andlisis molecular. Se informara entonces sobre la implicacion
del gen SPOCKZ1 en el cancer colorrectal de la siguiente forma: A) No es posible
determinar si el gen SPOCK1 o esta implicado en la causa de su enfermedad.
B) El gen SPOCK1 no esta implicado en la causa de su enfermedad. C) El gen
SPOCK1 tiene una probabilidad baja de estar asociado al origen de su
enfermedad D) El gen SPOCK1 una alta probabilidad de estar asociado a la
causa de su enfermedad. En este Ultimo caso se realizara consejeria genética al

paciente.
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AUTORIZACION:

Por favor marque su decision con respecto al almacenamiento de la muestra:

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez

termine el estudio. SI__NO ___

Por favor marque su decision con respecto a la consejeria genética:

Deseo participar en la consulta médica de consejeria genética si mi caso

fuese seleccionado para esta actividad. SI_NO__

Habiendo sido enterada(o) del contenido del presente estudio, sé€ que mi
participacion en este estudio permitira realizar analisis posteriores que
ayuden al entendimiento de las causas genéticas de la enfermedad que
padezco.

Yo, con documento de

identificacion

namero: de , acepto

voluntariamente
participar en el estudio: Genotipificacion de la regidn codificante de SPOCK1 en
el cancer colorrectal: hacia la descripcion de nuevos marcadores moleculares de

la enfermedad

Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el

manejo que se le dara al material de muestra.

Fecha:
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Direccion:

Teléfono:

Firma: C.C.

Firma: Firma:
C.C.: C.C.:
Direccidn: Direccion:
Teléfono: Teléfono:
Testigo 1 Testigo 2

El Comité de Etica en Investigacion de la Universidad del Rosario
avala la ejecucion del presente proyecto de investigacion.

Puede comunicarse con nosotros en caso de tener alguna inquietud
o si desea hacernos algun comentario:

Dra. Diana Rocio Bernal, Presidente CEl - Sala de Ciencias Sociales: diana.bernalc@urosario.edu.co
Dr. Juan Guilllermo Pérez, Secretario Técnico CEl; Presidente (E) — Sala de Ciencias de la Salud:
juangu.perez@urosario.edu.co
Johanna Mayerly Gonzélez, Auxiliar Administrativa CEl: comite.etica@urosario.edu.co

e
Universidad del

Rosario

Calle 12C No. 6-25. Bogota D.C. Colombia
Teléfono: (+57)(1) 2970200. Extensién: 3295
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