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Genotipificación de la región codificante de SPOCK1 en el cáncer colorrectal: 
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RESUMEN  

 

El cáncer colorrectal es una enfermedad de amplia distribución mundial con 

índices de morbimortalidad elevados. Su origen es multifactorial, por lo que es 

imprescindible el estudio de múltiples genes junto con factores ambientales que 

inciden en su causa para entender la etiología de la patología. SPOCK1 es un 

gen relacionado con el desarrollo de diferentes tipos de cáncer. Variaciones en 

su secuencia nucleotídica podrían estar relacionadas con el fenotipo de la 

enfermedad En el presente estudio se realizó la genotipificación de la región 

codificante del gen SPOCK1 en tejidos tumorales de pacientes con cáncer 

colorrectal que ingresaron al servicio de cirugía del hospital de Méderi. Para esto 

se realizó la extracción de ADN en sangre, tejidos adyacentes y tejidos tumorales 

de 39 pacientes. La amplificación se realizó con PCR convencional y el tamaño 

de los amplicones confirmado por electroforesis en gel de agarosa para su 

posterior secuenciación. Con ayuda de herramientas bioinformáticas como 

FinchTV, Muscle Sequence alignment, y bases de datos como Ensembl.org se 

realizó lectura de las secuencias. Se encontraron polimorfismos no codificantes 

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

relación con mutaciones o polimorfismos de la región codificante de SPOCK1.  

Palabras clave: Cáncer colorrectal, genotipificación, bioinformática, 

SPOCK1 
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1. INTRODUCCIÓN 

¿Existen variantes de secuencia en la región codificante de SPOCK1 

potencialmente relacionadas con el fenotipo del cáncer colorrectal? 

     Según la American cáncer society el cáncer colorrectal ( CCR) es una 

enfermedad con altos índices de morbimortalidad, siendo el tercer cáncer con 

más casos registrados por año a nivel mundial1. La mayoría de los diagnósticos 

se realizan en estadios avanzados de la enfermedad, por lo que es necesario 

recurrir a tratamientos invasivos. Estos procedimientos al igual que cualquier 

cirugía implican otros riesgos como las hemorragias e infecciones2.  

     El avance de la tecnología, especialmente en materia de biología molecular 

para el seguimiento de la enfermedad, ha permitido que la utilización de los 

procedimientos invasivos se reduzca3. Sin embargo, la complejidad de la biología 

molecular del cáncer subraya la necesidad de fortalecer la búsqueda de nuevos 

marcadores de diagnóstico y pronostico. Además, entre el 10% y el 30% de los 

pacientes con cáncer colorrectal poseen antecedentes familiares, por lo que la 

descripción de marcadores moleculares facilita la implementación de medidas 

preventivas de asesoramiento genético.4 

El presente estudio es un aporte a la búsqueda de marcadores moleculares del 

cáncer colorrectal, para ello se genotipificó la región codificante de tejidos 

tumorales procedentes de 39 pacientes con esta patología. Este proceso tiene 

como fin la búsqueda 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 oncoproteína 5, 6, 7, 8, 9, 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 región codificante de SPOCK1 pueden 

relacionarse potencialmente con la etiología del cáncer colorrectal.   

 

2.2 Objetivos específicos 

 Establecer la importancia de SPOCK1 en el cáncer colorrectal. 

 Identificar variantes presentes en la secuencia nucleotídica de 

SPOCK1. 

 Analizar las variantes encontradas en la secuenciación de SPOCK1 de 

tejidos tumorales.  
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3. ANTECEDENTES 

La palabra cáncer es atribuida a Hipócrates en el siglo V a.C. quien diferenció 

dos clases de carcinomas rectales, los formadores de úlceras y los no 

formadores de úlceras. Las primeras referencias sobre el cáncer colorrectal 

fueron encontradas por George Ebers en un papiro del año 1500 a.C. 

perteneciente al Nuevo Reino de Egipto10. En la actualidad la comprensión del 

CCR en términos macroscópicos es imprescindible. Sin embargo, la biología 

molecular de la patología sigue siendo motivo de investigación. En un principio 

se intentó dar explicación a la función de diferentes oncogenes retrovirales, pero 

hasta 1979 se logró la transmisión de ADN murino tratado con carcinógenos 

químicos. Este fue transfectado a células de fibroblastos de ratón (NIH3T3), 

produciendo focos de células aberrantes. El estudio concluyó que los procesos 

carcinogénicos estaban fuertemente relacionados con la alteración del ADN de 

las células diana11. Esto permitió describir posteriormente la existencia de 

oncogenes humanos12. En 1982 fue posible aislar el primer oncogen humano 

(Harvey ras gene, H-ras) a partir de células de cáncer de vejiga T24 y tumores 

extraídos quirúrgicamente. Los genes fueron activos en células de tejido tumoral 

pero no en células normales, identificando mutaciones de tipo somático13. El 

hallazgo de oncogenes humanos promovió la investigación en genes supresores 

de tumores. Para 1971 se conocía la existencia del gen Rb1 (gen supresor de 

tumores) que producía la proteína del retinoblastoma (Rb). Sin embargo, su 

participación en procesos tumorogénicos se desconocía. Para 1987 se logró el 

clonaje de cDNA de Rb1 demostrando su expresión como una fosfoproteína 

nuclear de 110 KDa. Estudios adicionales encontraron, en el aislamiento de 

material genético de tumores oculares de retinoblastoma, variaciones de 

secuencia nucleotídica. Estás generaban una pérdida de su función supresora. 

La proteína es capaz de unirse a factores de transcripción como E2F deteniendo 

el ciclo célular en la fase G114, 15 . El gen P53 fue descubierto a finales de los 70s. 

Sin embargo su acción supresora se conoció hasta 1989. Mutaciones de su 

secuencia confieren alta susceptibilidad a desarrollar cáncer. Al igual que la 

proteína Rb, la P53 se encuentra aumentada en presencia de alteraciones del 

ADN dando una regulación transcripcional. Esto detiene el ciclo celular en fase 

G116, 17. El conocimiento de los genes supresores de tumores permitió identificar 
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que la acción aditiva de los mismos puede dar lugar a diferentes tipos de cáncer 

como el CCR18. En 1990 Fearon y Vogelstein establecieron la secuencia 

adenoma-carcinoma (epitelio normal, adenoma inicial, adenoma displásico y 

carcinoma). Esta evolución consta de dos mecanismos principales: la 

inactivación del gen APC y la supresión de la familia de genes Mismatch (MMR) 

(fig.1)19, 20, 21 

 

En la actualidad se conoce una amplia cantidad de genes implicados en la 

fisiopatología del CCR, las técnicas en inmunohistoquímica y los avances en 

biología molecular han hecho posible la identificación de nuevos oncogenes22. A 

continuación se muestran algunos de los genes que participan en la 

fisiopatología del cáncer como el colorrectal incluyendo a SPOCK1 (tabla 1). 

Tabla1. Descripción de algunos genes implicados en la fisiopatología del cáncer 

como el colorrectal incluyendo a SPOCK1. 

Gen Descripción  autores 

K-RAS Se localiza en el cromosoma 12 y participa en las vías de 

señalización PI3K/ PTEN/AKT, estudios realizados en 2016 

en 109 adenocarcinomas primarios colorrectales mostraron 

46 pacientes con mutaciones en la región codificante 

principalmente en aquellos mayores de 40 años. Este gen 

es utilizado como marcador de respuesta al tratamiento23. 

Roa et al.,2016 
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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 más del 80% de los casos de cáncer colorrectal 

esporádico. En 2014 Rúa et al., genotipificó el exón 15 del 

gen APC (región con mayor cantidad de mutaciones 

reportadas) en tejidos tumorales de 30 pacientes con 

cáncer colorrectal esporádico, encontrando mutaciones en 

el 26,7 % de los casos24. 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 proteína truncada con 

pérdida de su función25. En la revisión realizada por  Zhang 

et al., en 2017, se propone que la disrupción de la 

interacción de la región terminal de la proteína truncada 

APC con β -catenin reduce la interacción con la E-

Cadherinas promoviendo los procesos de metástasis.26 

Rúa 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 proteína de 522 aminoácidos que hace 

parte de la ruta de señalización del TGF-β (factor de 

crecimiento transformante beta), el cual se une a la 

superficie de la célula activando una serie de proteínas 

pertenecientes a la familia SMADS específicamente 

SMAD4 que se une a dominios específicos del ADN 

regulando procesos de proliferación y división celular, por lo 

que cumplen con funciones inhibidoras y activadoras27. 

Estudios realizados por Zhang et al., en el 2014 

demostraron que el silenciamiento de SMAD4 induce 

procesos de tumorogénesis, migración, invasión y 

resistencia a agentes quimioterapéuticos como el 5-

fluorouracil en líneas celulares CT26 (proveniente de 

adenocarcinoma indiferenciado colónico murino), de tal 

forma que las líneas celulares a las que se les silenció el 

gen presentaban mayor confluencia celular en comparación 

Zhao et al., 2018 

Zhang et al.,2014 
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al control. Además, presentaban activación de la ruta AKT 

inhibiendo finalmente la apoptosis28. 

FBXW7 Es un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma 

4 que da lugar a la proteína de reconocimiento del sustrato 

SCF (Skp1-Cul1-F-box-protein) parte fundamental del 

complejo E3 ubiquitina ligasa, que regula negativamente 

diferentes oncoproteínas como la ciclina E que participa en 

el ciclo celular (transición fase G1/S)29.Un estudio realizado 

por Korphaisarn et al., entre 2009 y 2015 que incluía 855 

pacientes con cáncer colorrectal encontró que FBXW7 se 

encontraba afectado por variaciones missense en el 7,5% 

de los casos (527 pacientes)30. Sin embargo estudios 

realizados previamente por Akhoondi et al., utilizando 1556 

pacientes con diferentes tipos de cáncer entre ellos 523 con 

cáncer colorrectal encontró una incidencia de mutaciones 

missense en este gen del 43% y en los pacientes con 

cáncer colorrectal en un 9%. Se evidenció un 

empeoramiento de los pacientes con mutaciones missense 

por lo que permitió concluir que la sobrevida de los 

individuos con esta variación es menor31. 

Korphaisarn et 

al.,2017 

Akhoondi et al., 2007 

Hung et al.,2018 

 

 

 

BRAF Es un gen ubicado en el cromosoma 7, da lugar a la 

proteína B-RAF, la cual participa en la señalización del 

EGFR (factor de crecimiento epidérmico), que finalmente da 

lugar a proliferación celular seguida de angiogénesis. Esta 

ruta no se activa sin la unión del EGFR con su respectivo 

receptor. Sin embargo mutaciones en el gen BRAF  llevan 

a procesos tumorogénicos32.Este gen hace parte de la ruta 

MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos), 

comenzando con una GTPasa la cual activa la familia de 

proteínas 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 señales 

extracelulares), que tiene la capacidad de activar diversidad 

Barras et al., 2015 

Strickler et al., 2017 

Kayhanian et al., 

2017 
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de factores de transcripción induciendo el ciclo celular con 

consecuente proliferación33. Mutaciones oncogénicas en 

BRAF se encuentran en un 10% de los casos de CCR 

estudiados, ensayos clínicos realizados por Kayhanian 

entre el 2010 y 2014 en 503 pacientes demostró que el 

12%(59 individuos) de ellos tenían mutaciones en este gen, 

para cada uno de los pacientes fue realizado un expediente 

que incluía datos demográficos y tratamiento, de tal forma 

que fue posible evaluar la refracción de los pacientes con 

mutaciones en BRAF a los tratamientos quimioterapéuticos 

y al ser un estudio prospectivo disminución en la sobrevida 

en comparación 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 catalítica de la PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa), 

mutaciones en este gen han sido reportadas en 10 a 20% 

del total de casos de cáncer colorrectal, siendo los exones 

9 y 20 los que poseen mayor cantidad de variaciones 

registradas35. Esta proteína participa como segundo 

mensajero en la ruta PI3K/AKT inhibiendo la apoptosis. 

Estudios clínicos realizados por Wang et al., en 2018 

evaluaron la efectividad de tratamientos quimioterapéuticos 

de primera línea como FOLFOX en 440 pacientes con 

cáncer colorrectal, encontrándose que 9,55% (42 

pacientes) presentaban mutaciones en PIK3CA con 

refracción al tratamiento. Además fue evaluado el 

comportamiento de líneas celulares de CCR como HCT116 

en presencia de FOLFOX y perifosin(agente 

quimioterapéutico) con técnicas moleculares como PCR en 

tiempo real  y western blot, demostrando una disminución 

de la apoptosis por sobreexpresión de la proteína AKT y 

AKT fosforilada en contraste con las células wild type (sin 

mutación 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 variación en la 

patología36.  

GNAS Es un gen ubicado en el cromosoma 20 que codifica para la 

subunidad alfa de la proteína G, esta es expresada siempre 

que existan señales de transducción trasmitidas por 

hormonas y factores de crecimiento, la mutación 

característica de este gen se produce en el codón 201, lo 

que conlleva a la activación del gen de la adenilato ciclasa 

inactivo que al unirse a la subunidad alfa se activa y da lugar 

al cAMP activando la PKA (proteína quinasa A) y finalmente 

la fosforilación de diferentes sustratos entre ellos factores 

de transcripción que aumentan la proliferación37. Un estudio 

realizado por Zauber et al., en 2016 demuestra la presencia 

de la mutación en el gen GNAS en 10 de 50 tejidos de tipo 

adenocarcinoma velloso de cáncer colorrectal. La principal 

característica de estos 10 tejidos era su cobertura de más 

del 50% de mucina38. Estudios realizados previamente por 

Nishikawa et al., en 2013 utilizando 186 tejido tumorales en 

los que encontró 16 adenocarcinomas mucinosos de bajo 

grado con mutaciones en el gen GNAS concluyen que estas 

variaciones son órgano específicas y se encuentran 

principalmente en tejidos productores de mucina. Sin 

embargo su causa aún es incierta. Además se realizaron 

ensayos en líneas celulares de cáncer colorrectal HT29 con 

GNAS mutante y wild type, evidenciando un aumento del 

crecimiento celular y producción de mucina39.     

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 proteína SPOCK1, se hará 

énfasis en la siguiente sección. Se ha visto implicada en 

diversidad de procesos tumorogénicos en varios tipos de 

cáncer como el pancreático, estudios realizados por 

Damhofer et al., en 2013 evaluaron la interacción entre 

células Capan-2 cells (línea celular de cáncer pancreático) 

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 líneas celulares de fibroblastos (el 

tumor se da siempre que haya interacción con la matriz 

extracelular). Se observó la formación de esferas similares 

a un tumor epitelial pancreático en comparación al control 

que carecía de un co-cultivo de fibroblastos, además, el 

estudio utilizó 36 tejidos tumorales pancreáticos a los que 

se les realizó inmunohistoquímica con la adición de 

anticuerpos anti-SPOCK1, evidenciando su expresión 

extracelular en comparación a tejidos sanos40. 

 También se ha visto fuertemente implicado en cáncer de 

pulmón, ensayos realizados por Wang et al., en 2018 

evaluaron la expresión de ARN mensajero producto de 

SPOCK1 en tejidos de cáncer de pulmón de células no 

pequeñas y tejido adyacente a la neoplasia. La extracción 

de ARN total, la retrotranscripción por RT-PCR (PCR con 

retrotranscriptasa) y la cuantificación por PCR en tiempo 

real, utilizando primers específicos para SPOCK1 

permitieron concluir que la expresión de ARN mensajero en 

tejidos tumorales es mayor que en tejido adyacente no 

afectado por el cáncer, este hecho motivó a los 

investigadores a realizar estudios adicionales en líneas 

celulares provenientes de neoplasias pulmonares como 

A549 y HCC-827. Con la utilización de si-SPOCK1 (small 

interfering RNA) silenciaron la expresión del gen seguido de 

la medición del crecimiento celular por MTT (ensayo 

colorimétrico relacionado al metabolismo celular) 

encontrando una disminución 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 líneas celulares de glioma U251 y 

U87MG demostraron que la sobreexpresión de SPOCK1 
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facilita la proliferación y migración en células de glioma, 

para esto la línea U251 fue transfectada con un vector de 

expresión (pEGFP-N1)  que contenía el cADN completo de 

SPOCK1 y Mediante transwell chambers (ensayo de 

migración e invasión celular) se demostró la participación 

de este gen en procesos metastásicos. La línea U87MG fue 

transfectada con si-RNA contra SPOCK1, encontrando en 

los ensayos de proliferación celular realizados con el kit 

comercial cell-counting kit 8  (homologo a los ensayos MTT) 

inhibición de la proliferación celular42. 

Con respecto al cáncer gástrico, estudios realizados por 

Chen et al., en 2017 utilizando tejidos de adenocarcinoma 

primario gástrico y tejido adyacente al afectado de 102 

pacientes, encontraron a partir de inmunohistoquímica y 

western blot una sobreexpresión del gen en la neoplasia 

con respecto al tejido sano. Además, evaluaron en líneas 

celulares provenientes de cáncer de estómago (AGS, 

SNU216, SGC7901, MKN45, MGC803 y KATO-III) con el 

silenciamiento del gen, transfectandolas con sh-SPOCK1    

(short hairpin RNA SPOCK1) la disminución de los 

procesos de migración y proliferación in-vitro, hecho que 

subraya la participación del oncogén en metástasis43.  

En el esófago, ensayos generados por Song et al., en 2015 

en líneas celulares de carcinoma esofágico de epitelio 

escamoso Eca 109, se determinó la interacción de la 

oncoproteína con las fibras de F-actina del citoesqueleto 

celular, evidenciando un cambio conformacional que 

terminaba en la separación de baso-lateral apical de este 

epitelio, esto se demostró con el silenciamiento del gen con 

si-RNA  y otro cultivo de la misma línea sin silenciar. Se 

observó el aumento de la expresión de marcadores 

mesenquimales (e.g vimentina) y la disminución de los 

marcadores epiteliales (e.g E-cadherina), lo que permite 
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concluir que además influye en el proceso de transición 

epitelio mesénquimal, hecho que permite desdiferenciarlas 

y facilitar su migración para posterior invación44.  

Otro hecho a resaltar sobre este gen, es su capacidad de 

activar la vía PI3K/AKT inhibiendo la apoptosis, 

experimentos desarrollados por Zhao et al., en 2016 

encontraron que al silenciar el gen con sh-SPOCK1 en la 

línea  celular de CCR HCT116, disminuían en western blot 

los niveles de PI3K y AKT fosforilado en comparación al 

control (células HCT116 transfectadas con sh-RNA 

aleatorio) 45. 

 

 

4. MARCO REFERENCIAL  

 4.1 Generalidades 

      El término neoplasia define la proliferación anormal de las células de un 

tejido. Se clasifican en malignas y benignas. Todas las neoplasias de tipo 

maligno se denominan cáncer46. El adenocarcinoma constituye el 95% de los 

casos de cáncer 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% 47. 

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 años, el resto de los casos (97%) después de esta edad48. 

Sin embargo, estudios epidemiológicos demuestran un incremento en la 

susceptibilidad al desarrollo de CCR en la población joven48, 49. Existen múltiples 

causas que contribuyen al origen del cáncer, como la herencia, (el 5% al 10% de 

los casos son hereditarios), la exposición prolongada a sustancias químicas, los 

procesos infecciosos (e.g. Epstein-Barr y Helicobacter pylori), las radiaciones 

ionizantes, entre otros, contribuyen al desarrollo de esta enfermedad. Los hábitos 

de vida como el consumo de alcohol (el cual produce inhibición de los 
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mecanismos de reparación del ADN), enfermedades como la colitis ulcerativa 

crónica, la dieta, la falta de ejercicio, predisponen para desarrollar el CCR50. 

Además se ha demostrado que el calcio reduce la hiperploriferación epitelial y su 

bajo consumo aumenta el riesgo de desarrollar adenomas51. 

Son diversos los procesos moleculares que originan el CCR como: la metilación 

de los promotores de genes supresores de tumores que inactivan su expresión, 

cambios en la proteína K-RAS (la cual inicia una cascada de señalización que 

modifica la expresión de genes que participan en la regulación del ciclo celular, 

la migración, la proliferación, apoptosis y quimiotaxis) 52,53 y mutaciones en el 

gen TP53 el cual participa en la respuesta celular frente a daños en el ADN 

ocasionando la apoptosis. TP53 se encuentra mutado en el 42% de los casos de 

CCR54. La vía de señalización PI3K/AKT es estimulada por la activación de 

receptores de membrana tirosina quinasa fosforilando el receptor de insulina 

IRS, lo que genera cambios conformacionales en la subunidad p85 de la PI3K55. 

Las modificaciones estructurales permiten la unión de la subunidad catalítica 

p110 originando una PI3K activa. Este proceso termina con la aparición del 

segundo mensajero PIP3 que acciona la proteína AKT. Esta proteína participa a 

su vez en la inhibición de la apoptosis (unión AKT-BAX) y el crecimiento celular 

(activación de mTOR) 56. 

4.3 Epidemiología 

Según el Instituto Nacional de Cancerología (INC), a nivel mundial se presentan 

17,2 casos de CCR por cada 100 000 habitantes57. Esta patología 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 58. En Colombia, se presentan aproximadamente 4107 casos nuevos por 

año, lo que ubica esta enfermedad en el cuarto lugar de todos los tipos de cáncer 

59. Los países con mayores índices de morbimortalidad se sitúan en Europa y 

Norte América (fig. 2). Las tasas más bajas se encuentran en África y el sur de 

Asia. Sin embargo, estos indicadores están sujetos a la accesibilidad de la 

población a los servicios diagnósticos del CCR, como la 

colonoscopia60.Globocan estima un aumento significativo del número de casos 

de cáncer colorrectal para 2040(fig.3)61. 
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Figura 2. Tasas de incidencia de cáncer colorrectal en hombres y mujeres a nivel 

mundial. Fuente World health organization, International Agency For Research 

on Cancer globocan, 2018 61. 

 

Figura 3. Proyección del aumento en número de casos de cáncer 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 61. 

4.4 Signos y síntomas 

En el CCR la rectorragia es uno de los síntomas característicos, 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 clínicos para el médico62. 

4.5 Clasificación tumoral 

La clasificación TNM es un sistema utilizado para describir la extensión del tumor 

(T), la afectación o no de los ganglios (N), y la ausencia o presencia de 

metástasis (M). El sistema de clasificación 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 D63. El primer estadio del CCR es el “0” llamado también carcinoma in 

situ. En el estadio I se produce invasión de la submucosa y la muscularis propia. 

El estadio II se caracteriza por una afectación de la subserosa además de la 

diseminación hacia tejidos adyacentes. En el estadio III se produce metástasis 

hacia diferentes ganglios linfáticos, principalmente a los perirrectales, (la 

sobrevida para estos pacientes a 5 años es del 40% al 72%). El estadio IV se 

caracteriza por metástasis a diferentes órganos64. Histológicamente el CCR se 

caracteriza por una formación glandular con debris necróticos y desmoplasia  

(exceso de tejido conectivo) 65. La Organización Mundial de la Salud propone 

como variantes de la enfermedad: los adenocarcinomas mucinosos 

(caracterizados por largas estructuras glandulares con depósitos de mucina 

extracelular), los adenocarcinomas con células en anillo de sello (que se 

distinguen por la presencia de una gran vacuola mucinosa intracitoplasmática) y 

los carcinomas medulares (que estructuralmente poseen lamelas de células 

epiteliales neoplásicas con cromatina laxa y un gran nucléolo) 66. 

4.6 Inmunohistoquímica 

Las técnicas de inmunohistoquímica son ampliamente utilizadas en el 

diagnóstico de diferentes patologías incluyendo el cáncer. Para el caso del CCR 
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las citoqueratinas CK20 y CK7 y el factor de transcripción CDX2 constituyen los 

marcadores más importantes67, 68. 

4.7 Tratamiento 

El tratamiento de elección del CCR depende del estadio y la localización. En una 

etapa inicial, el tratamiento se reduce a una escisión del tumor por métodos 

quirúrgicos69. En estadios avanzados es común el uso de 5-fluorouracil, un 

análogo de la pirimidina que interrumpe la síntesis de ADN y ARN. Sin embargo, 

la Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado diferentes agentes 

quimioterapéuticos y biológicos para el tratamiento del CCR (e.g. oxaliplatin, 

irinotecan, regorafenib, bevacizumab, aflibercept, cetuximab, panitumumab, 

entre otros) 70. 

4.8 Fisiopatología del cáncer colorrectal 

El colon, en condiciones normales presenta un equilibrio en la expresión de sus 

genes (e.g. APC) 71. Sin embargo, múltiples variables pueden generar 

alteraciones que aumentan la proliferación y disminuyen la apoptosis en las 

criptas intestinales, ocasionando focos de glándulas aberrantes que 

macroscópicamente se definen como pólipos72. 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 etiología de la enfermedad 

porque, en su gran mayoría, el CCR depende también de la interacción de 

factores epigenéticos y ambientales73. La poliposis adenomatosa familiar (FAP) 

es una enfermedad autosómica 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 múltiples adenomas 

en el periodo de la adolescencia. Como tratamiento preventivo a los pacientes 

afectados se les realiza una colectomía profiláctica, lo que disminuye el riesgo 

de ser diagnosticados con cáncer después de los 40 años74. Se han definido 

variantes representativas de la FAP: el síndrome de Gardner, que presenta 

hipertrofia congénita del epitelio pigmentado de la retina y osteomas en cráneo 

y huesos largos, el síndrome de Turcot caracterizado por la presencia de 

neoplasias malignas en colon y el sistema nervioso central (e.g el glioblastoma 

multiforme y el meduloblastoma) 75. 
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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 codón de parada prematuro. El resultado es una proteína truncada. 

Se han descrito CGA (Arg) →TGA  y CAG (Gln) →TAG como las dos variaciones 

más frecuentes76, 77. Al igual que las nonsense las mutaciones missense se 

caracterizan por variaciones puntuales. Sin embargo, estas producen el cambio 

de un aminoácido por otro78. Las mutaciones frameshift generan un 

desplazamiento del marco de lectura por adición o deleción de un número de 

nucleótidos que no es múltiplo de 3. La proteína producto es traducida 

completamente diferente a la original, generalmente con colas aberrantes en la 

porción c-terminal79. 

5. DESCRIPCIÓN 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 proteína de 439 aminoácidos80. El primer exón no es 

codificante. Los exones 2,3 y 4 albergan los 2 primeros dominios de 

osteonectina. Los exones 5 y 6 codifican el dominio homólogo de Kazal y el 

tercero de osteonectina. El exón 8 codifica el cuarto dominio de osteonectina y 

el exón 10 el dominio CWCV81. La proteína fue aislada como un fragmento 

proteolítico del plasma seminal humano. SPOCK1 se expresa en la matriz 

extracelular de diferentes tejidos (e.g. próstata, testículos, ovarios, entre otros). 

Estructuralmente posee un dominio homólogo a la folistatina (Kazal) y dominios 

de unión al calcio extracelular (osteonectina). En la región C-terminal se 

encuentra un dominio homólogo a la tiroglobulina con un motivo CWCV que 

posee dos sitios de anclaje a glicosaminoglicanos. Se ha descrito una 

modificación postraduccional de SPOCK1 caracterizada por la unión de heparán 

sulfato y condroitín sulfato que le permiten interactuar con la membrana celular 

en diferentes tipos de cáncer 82. El dominio osteonectina/SPARC facilita la unión 

al calcio extracelular. El dominio homólogo a la folistatina funciona como inhibidor 

de la serina proteasa (enzima proteolítica) 83. El bucle denominado mano-EF se 

ha descrito como una estructura de unión al calcio81 (Fig.4). 
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5.1 Matriz extracelular y SPOCK1 

La matriz extracelular (MEC) está conformada por proteoglicanos, proteínas 

estructurales y de adhesión. Estas interactúan activamente con la célula 

asociándose a cascadas de señalización para promover la diferenciación y 

migración celular84. Debido a su modificación postraduccional SPOCK1 es 

considerado un proteoglicano, el cual desarrolla diferentes procesos en la matriz 

extracelular85. Se caracteriza por ser un inhibidor de proteasas, como las 

metaloproteinasas y catepsina L que participan en procesos de metástasis y 

angiogénesis86, 87. Al ser parte de la MEC le permite no ser degradado. Sus 

múltiples dominios facilitan la interacción simultánea con elementos de la matriz. 

Entre ellos se encuentran los glicosaminoglicanos como el heparán sulfato y 

condroitín sulfato que se unen al core proteico, adhieren citoquinas, factores de 

crecimiento y morfógenos. Además, sirven como receptores de proteasas 

regulando su actividad y distribución espacial. Una sus funciones más 

Fig.4 estructura del gen y la proteína SPOCK1. Adaptada de Charbonnier et 

al.199781, 82,83. Ilustración realizada por Orlando Pineda 
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importantes es facilitar la interacción de la MEC con las células adyacentes85. 

Sin embargo, la unión de SPOCK1 con la célula aún es incierta por lo que esto 

constituye una posible explicación88.  Estas interacciones se relacionan con la 

activación de la ruta de señalización PI3K/AKT inhibiendo la apoptosis. Se 

encontró que el silenciamiento de SPOCK1 disminuye la proliferación de las 

células de cáncer colorrectal por supresión de PI3K/AKT demostrando su 

expresión en líneas celulares de origen tumoral (fig.5)89,81. La transición epitelio-

mesenquimal (EMT) es un proceso de transformación celular que facilita la 

migración. La presencia de SPOCK1 se ha asociado a la disminución de la 

expresión 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 características epiteliales, los cambios conformacionales y la 

disyunción celular, permiten al tumor alcanzar estadios metastásicos90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Esquematización de la síntesis de SPOCK1, su modificación postraduccional 

(unión de heparán y condroitin sulfato en la región c terminal). Interacción del 

proteoglicano con receptores de la membrana celular y la activación de la ruta PI3K/AKT 

inhibiendo la apoptosis89, 81. Ilustración realizada por Orlando Pineda. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

El siguiente estudio es de tipo observacional analítico prospectivo. Se incluyeron 

39 hombres y mujeres adultos que ingresaron al servicio de cirugía del hospital 

de Méderi con diagnósticos de neoplasias colorrectales. Los individuos fueron 

sometidos a intervenciones quirúrgicas que permitieron la extracción del tejido 

tumoral y adyacente. Por flebotomía se obtuvo sangre periférica en tubos con 

EDTA. Con respecto al tamaño de la muestra, no es posible determinar la 

cantidad de individuos en los que se pueden identificar mutaciones relacionadas 

con el desarrollo de la patología, debido al desconocimiento y la complejidad de 

la biología molecular del cáncer. Se contribuyó a la ampliación del banco de 

material genético del CIGGUR con la recepción progresiva de los diferentes 

tejidos provenientes del hospital (Tabla 2). 

Tabla 2. Universo, población, muestra y variables. 

 

 

 

 

 

 

6.1 Consideraciones éticas 

De acuerdo con los principios establecidos por el consejo de organizaciones 

internacionales de ciencias médicas (CIOMS) y en la resolución colombiana 

8430 de octubre 04 de 1993 y debido a qué esta investigación se consideró como 

investigación de riesgo mínimo y en cumplimiento con los aspectos mencionados 

en el artículo 6 de la presente resolución este estudio se desarrolló contando con 

el  Consentimiento  Informado  y  por  escrito  del  sujeto  de  investigación o su 

representante legal con las excepciones dispuestas en la  Resolución 8430 de 

1993(ver anexos formato consentimiento informado) y previa aprobación del 

Universo

• Personas 
colombianas 
con 
neoplasias 
colorrectales.

Población

• Personas que 
ingresaron al 
servicio de 
cirugía del 
hospital de 
Méderi con 
cualquier tipo 
de neoplasia 
colorrectal.

Muestra

• Tejidos 
tumorales, 
tejidos 
adyacentes al 
afectado y 
sangre 
periférica. 

Variables

• Grado 
histológico de 
los tumores 

• Edad de los 
pacientes 
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proyecto por parte del Comité de ética en Investigación de la Universidad del 

Rosario y el hospital universitario Mayor Méderi. 

Los tejidos fueron enviados al servicio de anatomía patológica del hospital de 

Méderi. Su resultado se describe en la tabla 3. 

Tabla 3. Descripción anatomopatólogica de los tejidos tumorales de diferentes 

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

TT Descripción anatomopatólogica  Edad del paciente Sexo 

1 Tumor de comportamiento incierto 72 años Femenino 

3 Tumor maligno de recto 26 años Masculino 

5 Adenocarcinoma de tipo intestinal, infiltrante 
moderadamente diferenciado  

58 años Femenino 

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

68 años Masculino 

7 Tumor maligno del colon descendente 72 años Masculino 

8 Adenocarcinoma bien diferenciado de colón con 
presencia de lagos de moco en un 15% 

61 años Femenino 

9 Adenocarcinoma de tipo intestinal bien 
diferenciado ulcerado infiltrante hasta el 
mesocolon 

80 años Masculino 

10 Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 53 años Masculino 

11 Polipos hiperplásicos, tumor maligno del colon 
sigmoide.  

81 años Masculino 

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

77 años Masculino 

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

50 años Femenino 

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

67 años Masculino 

20 Adenocarcinoma de patrón clásico 
moderadamente diferenciado y ulcerado  

46 años Masculino 

21 Adenocarcinoma de colon de patrón 
convencional, moderadamente diferenciado 
infiltrante a todo el espesor de la pared colonica 
hasta la serosa. 

74 años Femenino  

22 Adenocarcinoma infiltrante de tipo intestinal 
moderadamente diferenciado. 

75 años Femenino 

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

84 años Femenino  
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24 Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante 
moderadamente diferenciado que se extiende 
hasta la serosa. 

65 años  Femenino  

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

79 años Masculino  

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

33 años Femenino  

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

64 años Femenino  

28 Adenoma túbulo-velloso displasia de alto grado  74 años Femenino  

29 Adenocarcinoma de tipo usual moderadamente 
diferenciado en un 90% con componente de 
adenocarcinoma mucinoso en un 10% infiltrante 
hasta la serosa. 

80 años  Masculino  

32 Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante 
ulcerado moderadamente diferenciado  

63 años  Masculino  

50 Adenomas predominantemente tubulares, otros 
tubulovellosos con displasia de bajo grado 
compatible con poliposis adenomatosa familiar. 

18 años  Masculino  

51 Adenocarcinoma de colon, bien diferenciado que 
infiltra hasta la subserosa  

81 años  Femenino  

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

56 años  Femenino  

53 Adenocarcinoma de tipo intestinal usual 
ulcerado, moderadamente diferenciado, 
infiltrante a toda la pared y focalmente a la grasa 
del meso, con formación y perforación de 
plastrón. 

84 años  Masculino  

54 Adenocarcinoma de tipo mucinoso  60 años  Masculino  

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

47 años  Femenino  

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

54 años Femenino  

57 Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 
ulcerado  

77 años  Masculino  

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

78 años Masculino 

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

73 años Masculino 
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60 Adenocarcinoma de tipo intestinal infiltrante 
ulcerado, moderadamente diferenciado que se 
extiende hasta el mesocolon 

79 años Masculino 

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

67 años Masculino  

62 Adenocarcinoma de patrón clásico 
moderadamente diferenciado con componente 
mucinoso del 10%. 

75 años  Masculino  

63 Adenocarcinoma de tipo intestinal usual 
moderadamente diferenciado, ulcerado, 
infiltrante a toda la pared y focalmente a la grasa 
del mesocolon. 

70 años Masculino 

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

70 años Masculino  

65 Adenocarcinoma de tipo intestinal 
moderadamente diferenciado con componente 
mucinoso  

74 años Masculino  

 

6.2 Extracción de ADN en sangre periférica 

Luego de recibidas las muestras, en un tubo Falcon se agregaron 6ml de buffer 

de lisis de glóbulos rojos y 3ml de sangre. Se agitaron hasta homogenizar. Esta 

solución fue colocada en un agitador por 15 minutos a temperatura ambiente. Se 

realizó una centrifugación a 4500 rpm por 10 minutos a 4°C y se descartó el 

sobrenadante. Todo el proceso se realizó 2 veces. El pellet resultante fue 

desprendido y se adicionaron 4 ml de solución de lisis de glóbulos blancos. Se 

puso en vortex hasta homogenizar. Se agregaron 10μL de proteinasa K a una 

concentración de 50 μg/μL, mezclándose vigorosamente en un vortex. Se 

llevaron las muestras al baño serológico (se precalentó a 56°C) y se incubó por 

4 horas agitando las muestras cada hora. Se agregó 800μL de solución 

precipitante de proteínas. Se homogenizó mediante vortex y se llevó a -20°C por 

5 minutos. Se centrifugó a 4500rpm durante 20 minutos a 4°C.Previamente se 

alicuotaron 3ml de isopropanol por cada muestra y se llevó a -20°C.Se retiró y 

se le adicionó el sobrenadante de la muestra. Se mezcló suavemente hasta 

observar el material correspondiente al ADN “mota”. Fue retirado el ADN y 

transferido a un tubo Eppendorf seguido de una centrifugación a 13000g por 5 

minutos. Los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente. Se agregó 200 μL 

de buffer de elución TE 1x y se conservó a 4°C hasta utilización. Su cuantificación 
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se realizó con NanoDrop One Thermo scientific® teniendo en cuenta la relación 

260/280 y 260/23091. (Ver anexos preparación de reactivos) 

6.3 Extracción de ADN en tejido tumoral y adyacente 

6.3.1Día 1 

A los tejidos criopreservados se les retiró el etanol y se dejaron secar por 10 

minutos a temperatura ambiente. Las muestras se cortaron en fragmentos de ≈ 

0,5cm2 y se dispusieron en tubos Eppendorf. Se adicionó 600 μl de TNES buffer 

(Tris, NaCl, EDTA y SDS) y 22 μL de proteinasa k, a una concentración 50 μg/μL 

y se agitó fuertemente. Se incubó a 56°C en el baño serológico previamente 

precalentado. Posteriormente, se insertó el homogenizador en cada tubo 

evitando que existiera contaminación cruzada entre tejidos (se limpió el 

homogenizador con hipoclorito de sodio a 5000ppm). Se incubó a 56°C toda una 

noche.        

6.3.2 Día 2 

Se adicionó a cada tubo 170µL de NaCl 6M. Se mezcló manualmente durante 

20 segundos y se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos, a temperatura 

ambiente. El sobrenadante fue transferido a nuevos tubos Eppendorf. Se agregó 

etanol al 100% en una relación 1:1 con respecto al sobrenadante. Se mezcló 

suavemente y se incubó a -20°C por 2 horas. Posteriormente, se centrifugó a 

13000 rpm por 20 minutos a 4°C y se descartó el sobrenadante. Se realizó un 

lavado con 700 µL de etanol al 100%, centrifugándose a 13000 rpm por 2 minutos 

a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se realizaron dos lavados más. Se descartó 

el sobrenadante y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente por 2 horas. Se 

adicionaron 200 µL de TE 1x y se dejó en incubación a 4°C por toda una noche. 

Se cuantificó con NanoDrop One Thermo scientific® teniendo en cuenta la 

relación 260/280 y 260/23092. (Ver anexos preparación de reactivos) 

6.4 Amplificación y secuenciación de la región codificante del gen 

SPOCK1 

Los procesos de amplificación y secuenciación se realizaron por PCR 

convencional, electroforesis en gel de agarosa y secuenciación de Sanger. 
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6.5 Diseño de primers  

Para el diseño de los primers de amplificación y secuenciación se utilizó la 

herramienta bioinformática Primer3 (Tabla4). Se realizó la solicitud de síntesis a 

través de https://www.elimbio.com/ perteneciente a la compañía Elim 

Biopharmaceuticals.  

Tabla 4. Secuencias de primers correspondientes a cada exón.  

 

EXÓN PRIMERS SECUENCIA AMPLICÓN 
ESPERADO(PB) 

 
Exón 2 

Forward  
hSPOCK1_267_Seq_F 

5´GCACTCGGAGAATAGACGAGAC 3´     803 

Reverse 
hSPOCK1_Int2_R 

5´ATCACGGTTAGGAGAAGTCGGAAG 3´ 
 

 
Exón 3 

Forward 

hSPOCK1_Int2_-251 

5’CGCTGTTTCTATACTGGGCTGAAA 3’ 720 

Reverse 

hSPOCK1_Int3_428_R 

5’GTACCCTTGACAGTCTCCCAGGAT 3’ 

 
Exón 4 

Forward 
hSPOCK1_Int3_-
303_F 

5´ATCTGAAGTCGGGAGTTTGAGACC 3´ 540 

Reverse 
hSPOCK1_Int4_122_R 

5´AAATGGCGACCCTAACACTATGCT 3´ 

 
Exón 5 

Forward 
hSPOCK1_Int4_-
191_F 

5´CTTCTGGGACAAAATCCTCTGCTT3´ 567 

Reverse 
hSPOCK1_Int5_249_R 

5´ATCACATGCCATTCTCAGAACCAT3´ 

 
Exón 6 

Forward 
hSPOCK1_Int5_-
356_F 

5´GTGGAGAAGATGCCTCAAAGTGAA3´ 735 

Reverse 
hSPOCK1_Int6_264_R 

5´CTCCCACACCATAGCGAATATGAC3´ 

 
Exón 7 

Forward 
hSPOCK1_Int6_-
348_F 

5´GCAAAACTGCAAGAGCAAGCTTTA3´ 688 

Reverse 
hSPOCK1_Int7_223_R 

5´GTACCACAGCATGCTTACGGTCAT3´ 

 
Exón 8 

Forward 
hSPOCK1_Int7_-
247_F 

5´TTGGGGATTTTTCCCCTTTAGAAC3´ 710 

Reverse 
hSPOCK1_Int8_241_R 

5´CCAAAGGGAGGAACAGACAGAAGT3´ 

 
Exón 9 

Forward 
hSPOCK1_Int8_-
363_F 

5´TGGATTCAGAACACTTCCCCACTA3´ 760 

Reverse 
hSPOCK1_Int9_334_R 

5´GTTTGAGCACTTGAGAGCACCATT3´ 

 
Exón  
10-11 

Forward 
hSPOCK1_Int9_-
445_F 

5´TGGTTGGGCAAAGTATTGGTAATG3´ 1361 

Reverse 
hSPOCK1_ 3´UTR_R 

5´CCTTGGTGCCTTGGAGTCTTAGAT3´ 
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Nota de aclaración  

El exón 1 no es codificante por lo que no se incluyó en esta región ni se tuvo en 

cuenta en el diseño de primers. Cada paciente recibió un consecutivo TT (tejido 

tumoral) acompañado de un número para proteger su identidad.  

6.6 Amplificación de la región codificante de SPOCK1 

La PCR convencional se realizó utilizando los reactivos de la tabla 5. 

Tabla 5. Reactivos utilizados en la PCR convencional. 

Reactivos Volumen  Concentración 

final 

Master mix 2X promega  8µL 2x 

Primer Forward  2µL 10 µM 

Primer Reverse  2µL 10 µM 

H2O destilada 11µL -o- 

ADN a amplificar  2µL 200ng 

Total  25µL  

 

6.7 Programación del termociclador  

Los exones fueron estandarizados siguiendo las condiciones de la tabla 6. 

Tabla 6. Programación del termociclador. 

Proceso Temperatura Tiempo  
N° de 
ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95°C 10min 1 

Desnaturalización 95°C 40seg 

35 Annealing 57-66°C 40seg 

Extensión 72°C 1min 

Extensión final 72°C 10min 1 

Almacenamiento 4°C Infinito 1 

 

6.8 Electroforesis en gel de agarosa  

Se verificó el tamaño de cada amplicón por electroforesis en gel de agarosa al 

1%.Se sembraron 4 µL de la master mix con los primers, el ADN y el agua en 
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cada pozo, como control negativo se utilizó master mix con primers y agua 

omitiendo el uso de ADN. Como agente intercalante se añadió Bromuro de etidio 

(10 µL por cada 100ml de TE 1X (Tris, EDTA) con agarosa) Se utilizó el marcador 

de peso molecular de la marca 1 Kb Plus DNA Ladder de Invitrogen Thermo 

scientific®. Se dejó correr por 60 minutos a 100 voltios en TE 1x. (Ver anexos 

preparación de reactivos)  

6.9 Secuenciación de Sanger 

Aquellas muestras que mostraran una sola banda del peso molecular esperado 

en el gel de agarosa y contaran con un volumen ≥ 10 µL Se enviaron a secuenciar 

a Elim Biopharmaceuticals. Se envió 3 µL por primer a una concentración de 3 

µM. 

6.10 Procedimiento de purificación 

En Elimbiopharmaceuticals los residuos de primers en el producto de PCR fueron 

degradados por exonucleasa I. 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 análisis de las secuencias nucleotídicas fue realizado utilizando la herramienta 

bioinformática de alineamientos Multiple Sequence Alignment MUSCLE 

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

exón con su secuencia wild type encontrada en Ensembl.org 

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

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

confirmando su previa descripción.  
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7. RESULTADOS 

7.1 Datos demográficos  

De los 39 pacientes el 8% (3 pacientes) corresponden a menores de 40 años y 

el 92% (36 pacientes) a mayores de 40 años. 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 Cuantificación de ADN  

La cuantificación del ADN genómico en sangre de los 39 pacientes mostró 

valores entre 200 ng/ µL (menor cantidad obtenida) y 1173 ng/ µL (mayor 

cantidad obtenida) con una relación 260/280 entre 1,87 y 2,01 y una relación 

260/230 entre 1,82 y 2,07. 

La cuantificación del ADN genómico en tejido tumoral de los 39 pacientes mostró 

valores entre 134,7 ng/ µL (menor cantidad obtenida) y 990 ng/ µL (mayor 

cantidad obtenida) con una relación 260/280 entre 1,7 y 1,96 y una relación 

260/230 entre 1,83 y 1,90. Resultados similares se evidenciaron en tejido 

adyacente con 264ng/ µL (menor cantidad obtenida) y 1056 ng/ µL (mayor 

cantidad obtenida) con una relación 260/280 entre 1,87 y 1,92 y una relación 

260/230 entre 1,80 y 1,97.  

Las concentraciones de ADN y las relaciones de absorbancia permitieron 

establecer la pureza entre aceptable y óptima. 

7.3 PCR y 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 ℃ (tabla 7) 
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Tabla 7.Temperaturas de anillamiento de los primers para cada uno de los 

exones. 

EXÓN  TEMPERATURA DE ANILLAMIENTO 

2 57 ℃ 
3 62 ℃ 
4 66 ℃ 
5 64 ℃ 
6 64 ℃ 
7 64 ℃ 
8 60 ℃ 
9 64 ℃ 
10-11 64 ℃ 

 

El corrido electroforético se realizó con el ADN de tejidos tumorales de pacientes 

diferentes tomados aleatoriamente, se observó la presencia de una sola banda 

para cada uno de los exones. A continuación 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 

amplificación del exón 2 correspondiente a 803 pares de bases(pb),se 

sembraron los productos de amplificación de los distintos tejidos tumorales de la 

siguiente manera, en el pozo 1 se sembró el tejido tumoral 7, en el pozo 2 se 

sembró el tejido tumoral 8, en el pozo 3 se sembró el tejido tumoral 9, en el pozo 

4 se sembró el tejido tumoral 10 en el pozo 5 se sembró el tejido tumoral 11, en 

el pozo 6 se sembró el marcador de peso molecular(ver anexo marcador de 

peso) y en el pozo 7 se sembró 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 amplificación de los diferentes tejidos 

tumorales para el exón 3 de 720 pares de bases (pb) con menor intensidad que 

la figura 6A. En el pozo 1 se sembró el marcador de peso molecular, en el pozo 

2 se sembró el tejido tumoral 1, en el pozo 3 se sembró el tejido tumoral 3, en el 

pozo 4 se sembró el tejido tumoral 4 no hubo amplificación por lo que no se 

observa presencia de banda,  en el pozo 5 se sembró el tejido tumoral 5, en el 

pozo 6 se sembró el tejido tumoral 6, en el pozo 7 se sembró el tejido tumoral 7 

no hubo amplificación, en el pozo 8 se sembró el tejido tumoral 8, en el pozo 9 

se sembró el tejido tumoral 9, en el pozo 10 se sembró el control negativo en 

donde no hubo amplificación. Se utilizó mayor cantidad de muestras por la 

dificultad de amplificación del exón 3. 
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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 tamaños correspondientes a los productos de 

amplificación 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 

8,9 y 10). En el pozo 1 se sembró el marcador de peso molecular, en el pozo 2 

se sembró el tejido tumoral 7, en el pozo 3 se sembró el tejido tumoral 8, en el 

pozo 4 se sembró el tejido tumoral 10. En el pozo 5 se sembró el tejido tumoral 

7, en el pozo 6 se sembró el tejido tumoral 8 y en el pozo 7 se sembró el tejido 

tumoral 10, en el pozo 8 se sembró el tejido tumoral 7, en el pozo 9 se sembró 

el tejido tumoral 8 en el pozo 10 se sembró el tejido tumoral 10 en donde se 

aprecia una banda tenue, en los pozos 11 y 12 se sembraron controles negativos 

sin amplificación. 
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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 amplificación de los diferentes tejidos 

tumorales para el exón 7 de 688pb (pozos 2, 3, 4, 5 y 6) el exón 8 de 710 pb( 

pozos 8, 9, 10, 11, y 12, el exón 9 de 760 pb ( pozos 14, 15, 16, 17 y 18) y el 

exón 10-11 de 1361 pb (pozos 2b,3b,4b,5b y 6b). En el pozo 1 se sembró el 

marcador de peso molecular, en el pozo 2 se sembró el tejido tumoral 7, en el 

pozo 3 se sembró el tejido tumoral 8, en el pozo 4 se sembró el tejido tumoral 9, 

en el pozo 5 se sembró el tejido tumoral 10, en el pozo 6 se sembró el tejido 

tumoral 11, en el pozo 7 se sembró el marcador de peso molecular, en el pozo 8 

se sembró el tejido tumoral 7, en el pozo 9 se sembró el tejido tumoral 8, en el 

pozo 10 se sembró el tejido tumoral 9, en el pozo 11 se sembró el tejido tumoral 

10, en el 12 se sembró el tejido tumoral 11, en el pozo 13 se sembró el marcador 

de peso molecular, en el pozo 14 se sembró el tejido tumoral 7, en el pozo 15 se 

sembró el tejido tumoral 8, en el pozo 16 se sembró el tejido tumoral 9, en el 

pozo 17 se sembró el tejido tumoral 10, en el pozo 18 se sembró el tejido tumoral 

11, para todos los casos anteriormente nombrados hubo amplificación, el gel fue 

dividido en dos por lo que en la siguiente mitad se corrió 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, 11b y 12b se sembraron los controles negativos 

que no muestran amplificación.  

En los 39 tejidos tumorales se amplificó cada uno de los exones, su producto de 

amplificación fue corrido en geles de agarosa al 1%, los tejidos que no mostraran 

amplificación se repetían disminuyendo la temperatura de anillamiento hasta que 

mostraran una sola banda, en caso de no mostrarla se cambiaba la alícuota de 

ADN del paciente correspondiente. Para el caso de las bandas tenues se repitió  

su amplificación utilizando mayor cantidad de ADN. 

7.4 Secuenciación y alineamiento 

La secuenciación de la región codificante completa de SPOCK1 en 39 pacientes 

no mostró 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 etiquetó WT 

(wild type) hSPOCK (nomenclatura del gen) y el exón, la muestra fue etiquetada 

como hSPOCK1 el número del tejido tumoral y el exón, además se señaló la 

parte correspondiente al exón como se muestra en la figura 7A. 
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Fig.7A. Se observa el alineamiento del exón 2 en el tejido tumoral 12 con la 

secuencia wild type, se evidencia un alineamiento completo del exón sin 

variaciones, los sitios de splicing correspondientes a los nucleótidos AG y GT 

carecen de polimorfismos y la región intronica secuenciada no muestra cambios, 

los resultados fueron iguales en el exón 2 de los 39 pacientes. No se observó 

presencia de dobles picos en el electroforetograma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7B. Se observa el alineamiento del exón 3 en el tejido tumoral 1, se evidencia 

un alineamiento completo del exón sin variaciones, los sitios de splicing se 

encuentran wild type, y las regiones intronicas no presentan variación, sin 

embargo, al revisar manualmente el electroforetograma se encontró un doble 

pico en donde hay un cambio de una adenina por una guanina en la posición 

187-437 en uno de los alelos (heterocigoto) razón por la que se observa en el 

electroforetograma y no en el alineamiento ( Fig.7B.1) 
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Fig.7C. Se observa el alineamiento completo del exón 4 del tejido tumoral 20 sin 

cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios 

de splicing. La revisión de los electroforetogramas no mostró dobles picos en 

ninguno de los pacientes. 

 

Fig.7D. Se observa el alineamiento completo del exón 5 del tejido tumoral 12 sin 

cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios 

de splicing, la revisión de los electroforetogramas no mostró dobles picos para 

ninguno de los pacientes. 
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Fig.7E. Se observa el alineamiento completo del exón 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 posición 589+115 en uno de los alelos razón por la cual se observa 

en el electroforetograma pero no en el alineamiento (Fig.7E.1). 
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Fig.7F. Se observa el alineamiento completo del exón 7  del tejido tumoral 12 sin 

variaciones, los sitios de splicing carecen de modificaciones, en la región 

intronica se evidencia el cambio de una guanina por una adenina en la posición 

590-78 y en el electroforetograma se encuentra un solo pico correspondiente a 

una variación homocigota (Fig.7F.1) 
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Fig.7G. Se observa el alineamiento completo del exón 8 del tejido tumoral 12 sin 

cambios, no se evidencian variaciones en las regiones intronicas ni en los sitios 

de splicing, la revisión de los electroforetogramas no mostró dobles picos para 

ninguno de los pacientes. 
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Fig.7H. Se observa el alineamiento completo del exón 9 sin variaciones, los sitios 

de splicing carecen de modificaciones, en la región intronica se encuentra un 

cambio de una timina por una citosina en la posición 991+71, en el 

electroforetograma se observa un doble pico correspondiente a una variación 

heterocigota, en este caso es posible ver el cambio en el alineamiento y en el 

electroforetograma (Fig.7H.1)  

 

Fig.7I. La secuenciación del exón 10-11 se realizó como una sola utilizando los 

mismos primers  debido al corto tamaño del exón que las separa, en esta imagen 

se observa el alineamiento completo del exón 10 sin variaciones, los sitios de 
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splicing se encuentran sin modificaciones, en la región intronica en la posición 

992-43 se evidencia una deleción de una adenina, el exón 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 nucleótido) 

correspondiente a un número de identificación único encontrado en la base de 

datos Ensembl, además se buscó la frecuencia alélica mínima (MAF) y se aclaró 

si corresponde a una variación homocigota o heterocigota, cada uno de los 

tejidos corresponde a un paciente diferente, la identificación TT (tejido tumoral) 

acompañada de un número utilizada en esta investigación tiene como fin 

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

Tabla 8. Variaciones de secuencia nucleotídica en las regiones intrónicas. Se 

tuvo en cuenta el exón más cercano, por ejemplo el exón 3 empieza en la 

posición 437 (teniendo en cuenta solo la región codificante) a esta posición se le 

restan 187 pares de bases es decir región intrónica y acá se sitúa la variación, 

cada polimorfismo se dispuso en la tabla teniendo en cuenta la misma 

consideración, los espacios en blanco indican ausencia de variación, es 

importante resaltar que la región intrónica 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 mínima 

TT Variaciones en las regiones intrónicas  

2     3 4 5 6 7 8 9 10-11 

 

TT1 

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

   c.590-78G>A 

MAF: 0,50 

Homocigoto 

rs3777224 

   

TT3          

 

TT5 

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

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

 

 

TT6 

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

 c.991+71T>C 
MAF: 0,34 
Heterocigoto 
rs17521219 
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TT7 

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

    

TT8          

TT9          

 

 

TT10 

     c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Heterocigoto 
rs3777224 

  c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

 

 

TT11 

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

  c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

 

TT12 

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

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

c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 
 

 

TT18 

     c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Heterocigoto 
rs3777224 

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

c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

 

 

TT19 

        c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

 

 

TT20 

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

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

 

TT21      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 

rs3777224 

   

TT22          

TT23          

TT24      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 

rs3777224 

   

TT25  c.187-437 A>G  
MAF:0,50 
Heterocigoto 
rs6596370 

      c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

TT26         c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 
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TT27     c.589+115 T>A 
MAF:0.33 
Heterocigoto 
rs718703 

   c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

TT28        c.991+71T>C 
MAF: 0,34 
Heterocigoto 
rs17521219 

 

TT29          

TT32  c.187-437 A>G  
MAF:0,50 
Heterocigoto 
rs6596370 

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

   

TT50      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

   

TT51      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

   

TT52        c.991+71T>C 
MAF: 0,34 
Heterocigoto 
rs17521219 

 

TT53        c.991+71T>C 
MAF: 0,34 
Heterocigoto 
rs17521219 

 

TT54          

TT55      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

   

TT56      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

  c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

TT57          

TT58          

TT59      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

   

TT60         c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 

TT61      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

 c.991+71T>C 
MAF: 0,34 
Heterocigoto 
rs17521219 
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TT62      c.590-78G>A 
MAF 0,50  
Homocigoto 
rs3777224 

   

TT63  c.187-437 A>G  
MAF:0,50 
Heterocigoto 
rs6596370 

       

TT64          

TT65         c.992-43delA 
MAF 0,48 
rs3217011 
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8. DISCUSIÓN 

El presente estudio hace parte de un proceso de búsqueda de nuevos 

marcadores moleculares para el CCR, siendo una patología de amplia 

distribución mundial, para la cual se espera un aumento en las tasas de 

incidencia del 63,1% para 2040 61.hecho que reafirma la necesidad de encontrar 

nuevos marcadores de diagnóstico 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%,93 un MAF inferior al 1% 

(debido al aumento de la precisión del marcador para ser potencialmente 

diagnóstico y pronostico). 

 En el caso de las mutaciones somáticas, dichas variaciones no deben 

encontrarse en ningún tejido diferente al afectado. Además deben producir un 

fenotipo potencialmente patológico o relacionarse con la enfermedad, es decir 

las variantes missense de tipo sinónimas son excluidas94. Los ensayos 

realizados se basaron en la genotipificación de las regiones exónicas de 

SPOCK1 en tumores de CCR. Se evidenció que ninguno de ellos presentaba 

variantes codificantes lo que sugiere que modificaciones en la secuencia 

nucleotídica no contribuyen de manera mayoritaria con el fenotipo de la 

patología. Sin embargo, mutaciones en la región promotora que conduzcan a la 

modificación de sitios de fijación de factores de transcripción y en consecuencia 

a cambios en su expresión podrían relacionarse con el fenotipo, la complejidad 

de la biología molecular del cáncer colorrectal y los limitados artículos sobre 

SPOCK1 justifican el estudio de este gen en la enfermedad. 

Diversidad de posiciones se han presentado con respecto a los resultados 

negativos, según Fernandez et al. , estos corresponden al 50 por ciento del 

conocimiento, por tanto tan validos como aquellos resultados positivos, su no 

publicación repercute en los procesos de investigación y extensión del 

conocimiento general. El international Committee of Medical Journal editor, 

establece como obligatorio la publicación de estos, que a pesar de sus 

características siguen siendo resultados. Se han abierto múltiples 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 

descripción de SPOCK1 95. 

Las variantes intrónicas identificadas presentan un MAF entre 0,33 y 0,50. Estas 

no cambian la secuencia de la proteína por lo que no se relacionan con la 

tumorogénesis además de no cumplir con las características de un marcador 

molecular ideal93.Por consecuente, con respecto al estadio histológico, la 

genotipificación de la región codificante no mostró variación. Este hecho permite 

descartarla como un marcador diagnóstico y pronostico. A pesar de los 

resultados el gen y la proteína SPOCK1 son candidatos para estudios 

adicionales en el CCR como oncogen y oncoproteína pues este comportamiento 

se puede asociar a otras regiones del gen. Esto debido a que SPOCK1 se ha 

asociado a diversos procesos biológicos como: interacción célula-célula, 

proliferación y migración. Diversidad de estudios han demostrado su 

sobreexpresión en diferentes tipos de cáncer como el de esófago, próstata, 

pulmnón y CCR5, 6, 7, 8, 9. SPOCK1 funciona como un inductor de la EMT, ya que 

reportes evidenciaron su aumento en tumores metastásicos comparado con 

tumores in situ 54. El receptor endotelial de la proteína C (REPC) participa en 

procesos citoprotectores antiapoptóticos y antiinflamatorios. Experimentos 

realizados en líneas celulares tumorales con expresión ectópica del REPC 

demuestran que al silenciar el gen SPOCK1 disminuyó el crecimiento celular lo 

que indica que el REPC necesita la proteína SPOCK1 para generar un fenotipo 

tumorogénico por consiguiente esta oncoproteína interactúa con otros elementos 

de la bioquímica celular para producir un aumento en la proliferación . En 

pacientes con cáncer su sobreexpresión es directamente proporcional a la 

expresión de SPOCK1 96. 

Por otro lado, el 92% de los pacientes poseen edades superiores a 40 años, 

desde 1990 estudios epidemiológicos realizados por Varma et al., demostraron 

susceptibilidad a desarrollar CCR después de esta edad97.Esto se debe a 

aspectos inmunológicos propios del envejecimiento, denominado 

inmunosenescencia, que es una disminución de las funciones del sistema 

inmunitario, siendo las Natural Killer la población celular más afectada98. Éstas 

participan en el reconocimiento y destrucción de células tumorales por lo que la 

reducción de su actividad citotóxica carece de antagonismo frente a la replicación 
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exacerbada en tumores colorrectales99. Sin embargo, se puede observar un 8% 

de los pacientes con edades inferiores a 40 años. Globocan  estima un aumento 

entre 1,5% y 1,6% de adultos jóvenes con CCR61. Esto se debe a la modificación 

de hábitos dietéticos, aumento de consumo de carnes rojas, sedentarismo y 

obesidad juvenil 100 .Con respecto al sexo el 38% de los pacientes corresponden 

a mujeres y el 62% a hombres, estos datos se relacionan con las estadísticas 

mundiales publicadas por World Health Organization, International agency for 

research on cancer101.  

Por otro lado, en el estudio realizado se extrajo ADN de sangre periférica, tejido 

tumoral y tejido adyacente. Sin embargo, la secuenciación solo se realizó de 

tejidos tumorales. Esto se debe a que no fueron encontradas variaciones 

codificantes en los tejidos estudiados,  y los polimorfismos intrónicos poseen un 

MAF superior al 1%. La secuenciación de tejido adyacente, tumoral y sangre 

periférica permite determinar si la mutación es de tipo somático o germinal. Las 

mutaciones de tipo somático solo sería posible encontrarlas en el sitio de la 

lesión (tejido tumoral) mientras que las germinales se encontrarían en sangre 

periférica y tejido adyacente 102. 

Además, se omitió el uso de controles (tejidos sanos) por la misma razón 

anteriormente expuesta. Los pacientes sanos se encontrarían Wild type en la 

región codificante como los pacientes con CCR, es decir secuenciar la región 

codificante de un paciente con CCR y un paciente sano daría los mismos 

resultados. 

Con respecto a los métodos de extracción de ADN, en el caso de sangre 

periférica se decidió utilizar el método de Salting out descrito en el current 

protocols of molecular biology con base en los estudios realizados por Sánchez 

et al., en donde comparan distintos métodos como el fenol-cloroformo con 

métodos de gradientes de sales (Salting out) y kits comerciales. Encontrando 

que los reactivos de la técnica son en su gran mayoría inocuos y poco tóxicos, 

además de tener el mejor rendimiento en materia de recuperación de ADN (entre 

46μg y 54,6μg). Si el proceso es implementado correctamente tiene un 

porcentaje de amplificación por PCR convencional del 100%103. Sin embargo al 

ser un proceso manual tiene un sesgo de error entre extracción y extracción. 

Esto se manifestó en diversas amplificaciones en las que fue necesaria su 
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repetición, una posible explicación a este fenómeno, es la presencia de sales 

inhibidoras producto de la extracción, ya que estás son capaces de bloquear los 

sitios de unión del cofactor (ión Mg2+) inhibiendo la acción de la polimerasa104. 

Para la extracción de ADN de tejidos tumorales y adyacentes se tuvieron en 

cuenta los estudios realizados por Armas et al., en donde comparan tres técnicas 

de obtención de material genético en tejidos. Los resultados concluyeron que un 

procedimiento realizado correctamente que incluyera gradiente de sales (High 

salting out) permitía rescatar mayor cantidad de ADN con respecto a técnicas 

que utilizan otros reactivos (e.g xilol). Además la utilización de proteinasa K 

genera una mayor eficiencia en la obtención de material genético de alto peso 

molecular (e.g ADN genómico) 105. 

Con respecto a los exones Charbonier et al., establecen el primer exón como no 

codificante, debido a la ausencia del codón ATG, imprescindible para iniciar el 

proceso de transcripción y finalmente de transducción 80. Este fue previamente 

descrito con base en predicciones de la región promotora (utilización de 

herramientas bioinformáticas en desarrollo), teniendo en cuenta ubicación de la 

caja TATA, de tal forma que la secuencia inmediatamente seguida 

correspondería al primero de los 11 descritos106. Estos planteamientos serían 

posteriormente sustentados con la utilización de cDNA de SPOCK1 en el año 

2000, reduciendo su tamaño 162 pares de bases correspondientes al exón 

número 1.80 En el proceso de amplificación se evidenció dificultad en la obtención 

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 denaturalización y por consiguiente hibridación de los primers 107. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Lo expuesto a lo largo de este trabajo permite concluir que SPOCK1 es un 

oncogen con una participación significativa en diferentes tipos de cáncer. Por 

tanto, un candidato en estudios adicionales en el CCR. 

Con respecto a la pregunta de investigación ¿Existen variantes de secuencia en 

la región codificante de SPOCK1 potencialmente relacionadas con el fenotipo del 

cáncer colorrectal? Nuestros datos excluyen la implicación de variantes 

codificantes en la etiopatología del CCR. Por lo que esté estudio podría descartar 

la región exónica 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 más eficiente para realizar extracción de ADN en sangre 

y tejido es el high salting out. 

Con respecto a la población se demuestra un aumento de casos de cáncer 

colorrectal en población menor de 40 años. 

10. PERSPECTIVAS 

En este marco se sugiere que variaciones en otras regiones genómicas 

asociadas a SPOCK1 (e.g reguladoras) podrían relacionarse con el fenotipo. Por 

consiguiente, se recomienda en estudios futuros la secuenciación del promotor 

de este gen (mínimo 1000 pb) en mayor cantidad de muestras que permitan 

evidenciar un estudio estadístico. De encontrarse se recomienda iniciar estudios 

funcionales de luciferasa para reconocer la fijación de factores de transcripción 

en la región promotora que contribuyan a su sobre expresión. 
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 12. ANEXOS 

A continuación se presenta el archivo plano utilizado como guía de cada uno de 

los exones y el diseño de primers. 

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

gaaagcattgtgaagaattttgtgttgaggggagaggggtgatgggatggtcagacttgttctgaaagagcgct

caggtgtctggggaatggggtgtagttgtacagagaaaggtgacaggccagtatcacttgtatacaggcagggg

aagacattaagtcccttccagccctatttcaccaaacattgctggtatttggaaacggggtgggggatggggca

ggaccagacttctgcttctcagtgttctgtccctgtagcctgatctgtttttcctctctcccctccctcccatc

taggggaactcaacaggttagtgctggggccggttctcaaggggcaggacagtggtaagcatggcatagggcat

gggagtgcagagatgcaggtgggtgcatgacttgggatgggcagtgcagatattcacttatccagggaatggca

ggacggtggttatcaaactttgccatgcataaaaaacgcctcgggagctcattaaaagtgcagacttggaagct

ttcctaaggaatgctgactcagcaagtggggcggtggggcaggaatcatttttaggaagttcgcttctctctcc

acccaggtgattttgatctagataacccgacggccttccttttgagaatgcctccatgctggcctgcgtcttgg

cctcatatcctcagtcccctcttctgtctcgcaccagcctgggcctgaaagctgattttagccctgcattaaga

tgtgaatgacccaggacataggcgtgggcaaggacttcatgtccaaaacaccaaaagcaatggcaacaaaagcc

aaaattgacaaatgggatctaattaaactaaagagcttctgcacagcaaaagaaactaccatcagagtgaacag

gcaacctacaacatgggagaaaattttcgcaacctactcatctgacaaagggctaatatccagaatctacaatg

aactcaaacaaatttacaagaaaaaaacaaacaaccccatcaaaaagtgggcgaaggacatgaacagacacttc

tcaaaagaagacatttatgcagccaaaaaatacatgaaaaaatgctcatcatcactggccatcagagcaatgca

aatcaaaaccactatgagatatcatctcacaccagttagaatggcaatcattaaaaagtcaggaaacaacaggt

gctggagaggatgtggagaaataggaacacttttacactgttggtgggactgtaaactagttcaaccattgtgg

aagtcagtgtggcgattcctcagggatctagaactagaaataccatttgacccagccatcccattactgggtat

atacccaaaggactataaatcatgctgctataaagccacatgcacacgtatgtgtattgcggcattattcacaa

tagcaaagacttggaaccaacccaaatgtccatcaatgatagactggattaagaaaatgtggcacatatacacc

atggaatactatgcagccataaaaaaggatgagttcatgtcctttgtagggacgtggatgaaattggaaaccat

cattctcagtaaactatcgcaagaacaaaaaaccaaacaccgcatattctcactcataggtgggaattgaacaa

tgagatcacatggacacaggaaggggaatatcacactctggggactgtggtggggtggggggagtggggaggga

tagcattgggagatatacctaatgctagatgacgagttagtgggtgcagcgcaccagcatggcacatgtataca

tatgtaactaacctgcacaatgtgcacatgtaccctaaaacttaaagtataattaaaaaaaaaaatagaagtaa

attaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagatgtgaatgaccacgttccgggctggggcggccgggctgtcgggca

ggcagcgcgcggccaccagggggcgccagagccttggctcgcgcgctcggcctcctccgcccgcggacgccgcg

ccCGAGCCAGCGAGCGAGCAGAGCACATCGCTGCGGGCTCACAAAGCGGCCAGACGCTCGGCGGCGGCGTGTGGCAG
GAGCGCAGGGGCGCGAGCCGGCGATCAGCCTTCCCGGCGACCGTGCCGCGGGAGCTCGAGCAACTCGGACTAGGGGA
CCCGGGCCGGCCCCCAAGgtacgtgcccagaggaaccccgcgccccaacttggagtagttgggacctccccgcggccgcctagggggctggcagggt
cagggcctggggttacctccgcgcgcctttcttacccccgagacctcagggcgctcaagggagacctttcccttagctgtcgccggggacccccagctgctggc
agcccccaccccgcttgccggagctcgggtgctgctggagccctgttctcccctctcctgccccaaagccgtgtgcaccgcaccgtctgtgggagtgcggcgtgc
ggacccgggctccccgcttctggggaggggtaccaagcccctgataggagggcggcatctgtggggcactcggagaatagacgagacgggtcccctgtagtt
ggacggcagcctcggattcgtgacgcagcctcctcgttcgtagatgagtcccccattcgtgagaggggtccctgggtctagaggcgcgacaggcgccccaggt
gcgcgagcgctgcccgtgcccgccgcggggtccccgcctccgggctggggcgctgggacgcctgggtgcccggggctcgcggccgcccgccctcttcgctcat
cgccctgcgcgccctgccccgcagATGCCGGCGATCGCGGTGTTGGCGGCGGCCGCCGCGGCGTGGTGCTTCCTCCAAGTCGAG
AGCCGGCACCTGGACGCGCTCGCCGGAGGCGCGGGCCCCAACCACGGCAATTTCCTAGACAATGACCAGTGGCTGAGC

ACCGTCTCCCAGTACGACCGGGACAAGTACTGGAACCGCTTTCGAGACgtgagtaccggcgccacccggccctggggggcgc
ggagcctctcggaggggacccctgaagcggggttggggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtggttgggagggggacaggt
gggcatctcccgcgggggctggtcggtcccagcttcctgggtgcggtcttgcctgaaaggaactttaaagagaacttcgaaggctccatg
cgcttgcctgttacctgtggcccaggtgtgtgtattcgtagggctgcgggaggtgactgcactaaaatacagcacagatcaccagtagct
gtggagaaagaggttctctgagcttccgacttctcctaaccgtgatggtagactttccctagctccggagaaaacctccccggggcagcg
gtggcgtggaccatctctggggtgtgtcaggagaatccctactggagaggttgggtctgggagtggtccaagctatttatgggggagcta
tttatgggagtcaggtgttgcatgtgtgtgtgtgtgtgtgttgagggaggcggtcatggcaatgggcctgataaaatacaggggaggtgg
ggtggtttgaccctcggaatcttgaaacaggaacaactagcccgtgcagttggtcccctgccctgaaagggaccctgggtggcagagca
ttgctcctccgtgggagccctgggagtggagaaagttactcccggacacgcagaaacacacttgcggcctgtttctgcctcaaggctggc
tgccactccccaggtgtgccccagggatgtggggcaagaggcatctggtgcagtctttccagcagatggcatctcctctgttctgtggga
gcgtctgccagcttcttcaaggactgccccagctggccagggccatgcccttctaggggacttgggagtaccatgttttatggtacttaac
attaggaattcctgtttctgagaagccttaaatattgtaaaagtgcccaaggcataacagtaaaaaagagaaaagctttaatgttcaaa
ggcactgtttctttttgtttgtttctgatcagttttaggtgttaaactaatattttt 
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hSPOCK1_-1165_F: caatgagatcacatggacacagga 

hSPOCK1_Int2_R: atcacggttaggagaagtcggaag 

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

hSPOCK1_-267_Seq_F: gcactcggagaatagacgagac    Tm manual: 68°C 

hSPOCK1_-989_Seq_R: ctttaagttttagggtacatgt   Tm manual: 58°C  

 

 

EXÓN 3 

acatatagcaaagcaattgaatattaactacaaagggacaaatccttaaagatgctatgaggataatgtg

catgggtgacacctcttcaacttgcaaactgttcagttttgctgatacagtgggtgtgccaggaaacaat

ggggtcaaagtgctgatggggagaataaagggagtacatggtggctgttaggaaggaaagggttattagg

agtggggaagaagttaacatagctgtgaagaattgagtgattgagatccttgcaattttaaagtaatgaa

ttgcctagcctcagagcataaattgatgcaacccaaatgcaggaaagacatggttatgaagagaccagac

tggccagcctttgttttttcatctttccatacccagaacaaatggtattaagctaaatgtacgcctttgg

ttaattctaacatttggaaggctgtctctttttaggttttgtgagtattgaaaaactggaactgtgcacc

acaagatgcgtgtctgtatgtaaaagaaatgttgacagttgaattatcagctgttacaaacacagaggct

taatcataactgagagcagcaaggcatcacctacagtataattgatagcaaatacaccttgcacctagaa

ggtgtctgggtttatatgtcaaactaagaagagcagcgctgtttctatactgggctgaaatgtttttact

attcccagtattgaatacatacggtttgaaagacaggaatttgaaaaggaaattgatatttttttattac

acattaatgcctgttttgggaaaaatttctaagctttcagtgttttcctttgtgttttgggaggtgaaaa

ggaaggcaggtttttatgcagttatgtgagaagctttttgaactctgacctttgttttctattttttcc

ttatatagGATGATTATTTCAGAAACTGGAATCCCAACAAGCCCTTTGACCAAGgtaatggat

gcaatatttcttgctgtatagtctgtggtaaatgtggtctcatttttccttccttgcatgctgag

ttaatgttcccacaagggccagctagcggtgttattttattgactttggggactgaattgactggggtga

tagaaattattttatcaaattggttatttgtctgaggttatatctagggctgatttaaacaatttctttt

aattggcttgaccaatataatcattgattcgttttgttttaaaaaaaaagtgaaatttgattatcaaatt

aacatggtgaattgtggggctgaatgcagtgctttcattcatggaacagactatgcctggagatgcttcc

ctaattcacatgagccataacaatgaaactttctttctagaaaaaggttaatcctgggagactgtcaagg

gtactgcgattttatttgttaaataacttcttcatggtttctaaatagaagcctgtttcagagttagctc

gatgactacttgggtttaagcatggcccacagaaggctttctccacccccattcccccagcaagcatcaa

accagtctctcatgatagctgttgtaaatcactaacagtgtcctcctgtgagttatttaagacacagtga

ggacctgccatgaatcacatcccttcccccgttgttccatgtgtggtgctgttgaaaatgatggtagatt

gcacttcatatgttcatatggaattaatgccaaaacacaatgaaacagtattacctaccacatctcaaag

tgttcattcttctgagaatcagcttcagttctgtaatgtgagtattcgatgtgatcatgatggtcaactt

gatacgaagaaatcgagggaggcattgacatgtgacatggaggaaggtgctcctttctgccctctgcttg

gtcagtttaatgggtcactacctctggactctggttttctcgtaagcaaaaatggtattaaaattgccat

atatacatttatcataggctttgaagtagtgtaacaattttttcattcatgcatgctagcattctcaaac

atttattgagctttcgctgtatgcacaagcaccaagccaggtactggggatagagaaaaatgc

tgtggtgcctaccctacaggagc 
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hSPOCK1_Int2_-251_F: cgctgtttctatactgggctgaaa 

hSPOCK1_Int3_428_R: gtacccttgacagtctcccaggat 

 

 
 
EXÓN 4: 

tgttatcattttatatgcccgtcatggtccttatctaattctgccttgcacaataaatatttatgtgtaa

gcttttccccctccctgttacgttgtaactttgtgcggcacaaaactgtcttacatatcctgaagttctt

caaaaacttaaaataggttgtttatgcacatagtgtttattgaatggaagcaaaaaactctgtcctcaag

gacttttcataggaaataagtaaacttaggcatgaatgaagtcataaaaagcaacaccagattcataacc

aaagagggaaaagtagctcttgtttcttggatcatgtgagattctaaaggattttttaaaagtaattcct

gcctgagctgaagatgctgaaactcccaaagcacaaaggaattgctcccctgatgttgaggaagaatgtg

tgatagacacagaatttcccctggcttgggctttcattctgttcccctccagcctcagagaacagcaccg

agggcaaacacatggttggtttacttcctatctgtttatttaagtagaaatagaaattaaggcccggtgc

agtggctcaggcctgtaatcccagcactttgggaggtcgaggcaggtggatcatctgaagtcgggagttt

gagaccagcctggccaacatggtgaaaccccatctctattaaaaatacaaaaattagccgggtatggtgg

cgtgcacctttagtcccagctactttgggaggctgaggcaggaaaatcacttgaacccaggatggggagg

ttgcagtgagctgagatcgcgccaccgcacaccagtctgggcaacacagcgagagtccgtctcaacaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaattaaatttccctggaggtcctaaaccctgccctccttcttgtttttg

cctcagCCCTGGACCCATCCAAGGACCCCTGCCTGAAGGTAAAATGCAGCCCTCACAAAGTGT

GTGTGACCCAGGACTACCAGACCGCCCTGTGTGTCAGCCGCAAGCACCTGCTCCCCAGg

taaggcaggaaggccgggggctgggggctgggaggcattctgcagctggcagatctgagggttt

ccagtctttgacgtggggatatggggaggggagagcatagtgttagggtcgccatttgtatggtgtttgg

tgcctgtactctgactatgataggaatctcagttctcaaacacaggtttacaaagaatgtccatctttat

ttcctttaaatctacttcattttgactctgagtcctgatctgaacagatgagcagaaaattccttcttgg

tcatgattgagaattttctcctcccagagtgatgccacgacccaggaaacttacaactaagaaagcaggg

gccaagtgtttagtctcctggttgcactaacaacctcactgtgatgattcttcgaggtccattgaggccc

aagggctctctgcttccatgtccccattggatgtagcatctttgccatccttggtttttgggtcctgcct

tctcaggaccaccacaccaccattccttctgggaacatgctatttcctcagggtacagcccctgatatcc

tcttttccccagcccagggggaagtatcccccatcttcttcagggtccttaaagccattgcttttacccc

taattccactcccagcatcatctatccagtggatttaggctttcacaaatgatggatacaggctttcaat

tcagactgcttctgcctttggtcctgcaaaaatacctgaagcatgaaagcaaacaaacatacacatgcaa

acgggctttctttaagaagggagtcagatggggcagggatgagaggaaggcaatttcagtgcatattctg

cacttctccctgtgctgcctgtacaattgagaggtgtcgcagtggggctttggagttgc

ccatgt 

 

 

hSPOCK1_Int3_-303_F: atctgaagtcgggagtttgagacc  
hSPOCK1_Int4_122_R: aaatggcgaccctaacactatgct 
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EXÓN 5: 

acagctttggctaagagaggaagggtggcagtaactgcaggcctttatttcagtggtttatgatatagtg

atggggttccttccgtggacgtaagtcatcctaatagcgacatttatcattatgacaaaggttagaatgg

ggaaaaacttgagctggaatgaaagagtagaattctgattattttaacagttgaaagtgacatcacctca

gagcctctatcaaatggcagattggaagctggactgaaattactttaaaatatatccagagatagttttc

tacagctgtgataaagtctttcagttgtgttcagaggtgtgcttttgtctaaagcgctcattgagttgcc

cgtgcgtcctccacacaaaaggctgcctgtgagtcccaggagagtctcagactttggggtgctgttctct

gggcacccgtgatatgccacatacggtattggggctgattaagccatattccctcaccgttttttttctt

tttttttctgtgtgttgtaaaaatcttcccatgtcagtagtcatgttttcaatggctacattgttttcct

cagtccatctggtttgttgaatctatgcttctgggacaaaatcctctgcttcctatcaatgagttggagc

aaatggaagtgctggctaaggccctcaggatcccttggcctggttggatagtcctttatttatttggcct

tttattctgggaacttagaggaaagactcatagggtctggagcttcaactaatttatcccct

tttttctcatctttagGCAAAAGAAGGGGAACGTGGCCCAGAAACACTGGGTTGGACCTTCG

AATTTGGTCAAGTGCAAGCCCTGTCCCGTGGCACAGTCAGCCATGGTCTGCGGCTCAGATGGCCACTCC

TACACATCCAAGgttggttttcttgtctttttatgttatcaaaaatacttcatgtcggcttgtt

ctaacacttctctatgccaaaactggggcttgggaagcgtggtgggctccaggccttgcccttgagaagc

tgctgcattagcagactcagagatgttctctggccatggagacaagcaaaataaaaatattctatcctgt

gtaactgggctggttggaggggaagaagaagggatggttctgagaatggcatgtgatcctgaagttaatc

tagacaagcttcctggagaaggtgggatagccagctgttcaaaagaggcaagtcatatagctcaactgat

ggggagcaaaccagtaagggggggtcgtgatgctgccttgtgccagtgcagtggaaggaaggggtgtgac

atcagtgcacacctaattcacacttactgcacatctagaatgcatctggccctgcacaggccccaaataa

ggcactgttcttttctgggggtgcctcagggattcacagatgaatgggggtagggacaagtgtgtgacag

gtcattttaactcaaaccaacaacaagaaaattgtttcacagaaaaaggggctgggataaaatatgtcta

tttatatttattggagggatgagggaaggctttatttctattggaaagatgaggaaaagcctcttctaga

ggggcatttcacctaagctctaataataggatttacaggcagggaggcaggggttatggaagtagagaaa

ggaggtgataatttgttcttggaactctccttgggtgaagtatggccatttgtgattgagaatgggtacg

tttcaccaggataatgaactaaagggaaatcatagaattgataggagtttgcttcttcattttcatatcc

gacaaccatcccctgaggatctaacattgctagactaacattgctagacacaaaggagcc

agtgtatg 

 

 

hSPOCK1_Int4_-191_F: cttctgggacaaaatcctctgctt  

hSPOCK1_Int5_249_R: atcacatgccattctcagaaccat 
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EXÓN 6: 

ctgataattgttgtggtcttttgcacctattaataacattcctctctcctgcctgtgttctgagaattca

ttgagactttagagtaaagagctgacagaaaaatgactaaaatattaccattgctactgataaagggttg

acaagaggatgtggattatgggcttctaatatttaatcctagaattaggtaaacatttccacggagtcac

aagctagttagaccacaggcatcctctgatgggggaagacccgtgtaaacttaggttttggacaacggaa

gcaagagcattcattcttcattgctcccaaggggaaggggctgagcctcagattaccatacagacttact

aaagggattgttactcttccctcccaggaagagcatgtgagcaggctgagagggaccaggagtggtattc

cagcggtgttacctccacacgggaggagtgtggagaagatgcctcaaagtgaatggagggggttcctgga

ccagataggactctacagatgttaagtttcatattaataattttattttagaaatagtgacagtagggtt

taccatcattaaaggaagtcttctagggcttccacagtgtttttagaagttatcctctgcatttggtaaa

atataaaaggccatttcttatttagtattctgtaattgagacctctacctgaggtcgacctctccctgct

ttgtctttgcttttgtgaagcaaagggcactgctgtttcttaggaggcggggtaggggtctgttatggct

gcattcttaagacctgttgtgtctctcttttgcagTGCAAATTGGAGTTCCATGCTTGTTCTA

CTGGCAAAAGCCTCGCCACCCTCTGTGATGGGCCCTGTCCCTGTCTCCCAGAGCCTGAGCC

ACCAAAGCACAAGGCAGAAAGGAGTGgtgagtgagggtttccttcagagaattcgtgggcag

gaatggggggtcacagagggttgatgtggccgagctctgtcccaggcactaggaacaaactggagaaa

tgagcagacatgacaggtaagtactccagatttagggaccctaaaccgaattgccttcaactaccattaa

aaagatgaacaagagcctttgaaaataatcctgttagaccaggatatccactaggttcttttagaggtca

tattcgctatggtgtgggaggagctgtttttcagcatctaagaccggacctgccctggggtacatcttag

tctttcttgaactctaatcttttgaatcctttgaacttctcaaggccaaatatcaaaacagagactgcag

agatgtcacaacagtggagagagttctcccctaaagtatttctttattaatatattctgcttgtaaggca

gcacagagccaggggacagatgaaagagaatacctccctaagggtaactgtttctcttctgtggctgaga

gggccaggaaagcttgggctcatttggatgttttcatgatggagaaagtaatgttgtcccactggtctca

gcctctttttgagccttccttggtgagacccaagatagacgtttgaatttgccttctgtggaattcagct

ttctcagctgtagttggcttttcttggaaattgttgcatttctctctctctctctctctctctgtgtgtg

tgtgtgtgtgtgtgtgtatgcttatgttttaaaatctaggagtgatttgtaatggagtggaatgaatggg

gtatgagcgtttatctatctggctctttataagctatgttgtcttttccagggcaaataaatgatgaaga

tttcaaatctaaatgtgatcatggtgacttcaggaatattgtgtttaaaggctctttaggaggtttaagt

caggatgtggaaggacgttgtaaaccatgaaacactgtgattacaaataatctccagttat

tattcttgatttcta 

 

 

hSPOCK1_Int5_-356_F: gtggagaagatgcctcaaagtgaa  

hSPOCK1_Int6_264_R: ctcccacaccatagcgaatatgac  
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EXÓN 7: 

agcgtatgccctgagggaagagggaggggctagggaaagtcaactcccttctctgcaccatttttattcc

tttgggatttctttcctcaagttttagcactctacaagaccttcaaatagcttgcacctacctactcacc

tgcccacccatccatctgtctggattttcttgttctcaggagtatctgtctgccccagtgattctgtctt

accctaagaaatgactaaatagttatagatgggctgaaaggactgtttcatggagaaggcatccatctgt

ttacagtggaaagtcaagaatgagaccactggaaggctagcaaaataggcccaatccccaaatccaaacc

ttgggctaagacaaaattaggagtctgctattaataggatcttttggtgtcctaggcagcctctctctaa

gagcattagctgtgcctgggtgttaatctcttggcatgagtttagtggaaaatgtaatctcctctggcaa

aactgcaagagcaagctttatgcggttagcaaaagtgatctgtgattgtctgtcttctgaggatgctaca

caacggtgagaccactgcagcttgctttcacagcacagaggccatccaaattcaagttctgaacaaaggc

tgcttgccctgggggtctaggctctctttttgtcccactctttgtttgtactaacagcatctttggggtg

ttttccacgtgaggtaacagttatatcgtggttggatagaaaggtttgctttgaacgtggctttgccagt

agccctgcacacagaaggcagaaagcccccagccccattgtctgttctgtttgcttttct

ctagCCTGCACAGACAAGGAGTTGCGGAACCTTGCCTCCCGGCTGAAGGATTGGTTTGGAGCTC

TCCACGAGGATGCGAACAGAGTCATCAAGCCCACCAGCTCCAACACAGCCCAAGGCAgt

aagaccattttaaatatcacatttcctcaatttattagacattgatttagggttagcaatatcat

ttgggggtgaaaaacacccattacattaaatatatactttgactttaaatatgtcccaatctcaaaaaaa

agttggattaaaaaatgtttagtataggcattttgaaaaaaatatatgatctcaccattttaatgaccgt

aagcatgctgtggtacatactttaaggttttttctggtgtcatatatgaaacagcgtgtgtgtgtataat

tacaaagtttggatcatactttccagactgttttatgatcttttaccatgtagaaatgtgactatctttt

catgttgtgaatagtattctgctttctgatagctacacagaatcccagtttatggagataacagtttact

taatttgatctttattttgggacattgaggttgttgccaatgttaggctaatagaagtaacactgtagca

aacatctttggtgctatgtctttttgtacaatagtcagactgcatattgtcttccacagaaactcccaga

caggtgtcccctctccccatccataacatgcagattgctcaaggagcctcccgccagcatcaggtgctga

gttggcagagaccatactcagttttgtcataagctgcagagaacactcagagtgggtcctcacatttgca

catcaatggagtctctttgatgcctttaattcaaaggcagttaggtataggcttctccacactgtggcca

atgagcacagaatagattactaaacacaattatttgatatatgtagtttggccacagccttctctatgta

gccattctgatattatttggtcaaaatataaaaacacatcatttaaaacagcatttcacctgatcccctg

cttgtttggaatttctgaaagtaatgctcctggattgaatgcagtaggtaagaagttagttagagta

gcaactgttgagatcccgagtttgactagcatctggttttcagcca 

 

 

hSPOCK1_Int6_-348_F: gcaaaactgcaagagcaagcttta  

hSPOCK1_Int7_223_R: gtaccacagcatgcttacggtcat  
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EXÓN 8: 

caaagtgcttagaagcatgctttctatatagcaacagacgttcacttttatcattggggtattccagaaa

aatacaactagccctagaaatccagtttatggaataacctgagattgcacgggacctttgattctgaaaa

aagttgagttttaaatctgggacatgtctacagtagactcaatatcccgagtgttgagctaagtgttatt

attttagtgcatacactttccattgtggaaacaaataattctttaagaaaacaacttcttctcccccagg

gaaataagaaagaaattattgtctgagttgatttggattccatctcatggatctccttaggggattgcag

aagagaagagtggggaacagaggcaggcacctggcttgttttgccattaacattcagactgcttggattt

aaaggtcctctgggatgcaagcggtgcttctggattatgctatgttgtttcatttcactgctatcctttt

aaaaatattttattttggttttccagtattttttgaaatacgaaagcatagtttttggtaccataagcta

tacctctcactcaccatgtttctattatttctttcaggcacaccccattttaagcaaatgaaaacacata

tttatatcacagatatgttaacattggggatttttcccctttagaacatattttcctcaaatgatgactt

ttaaaccatttcacttaaaaacaaaacaaaaaaacacaaaatattctagagaaccactaaatctgtatgc

tgggaaggaaacagcctcaggaagggagtcaggtgggccttggcatcttcttggggcagaaagctgggga

gtgagcagggaggaaagcatcaggcttggtggcagctgagatatgccttttgtttggca

gGGTTTGACACTAGCATCCTGCCCATCTGCAAGGACTCCCTGGGCTGGATGTTCAACAAGTTGG
ACATGAACTATGACCTCCTGCTTGACCCTTCAGAGATCAATGCCATCTACCTGGATAAGTACGAGCCCTG

TATCAAGCCTCTTTTCAACTCGTGTGACTCCTTCAAGGATGGCAAGCTTTCTAACAATGAGTGGTG

CTACTGCTTCCAGAAGCCTGGAGgtaaggtgggatggagggttggggtccctagcccagggc

agccttgctggagcagaggaggactgcgtatgactatgaattgggcagagagccacagccagagaata

aataattcattccatttaatgccaggcccaaagtctcatttcttccagtttatttctgcttttaatgtgg

tatactagaaaaaccaagagtataaatcaagtagtcagttacttctgtctgttcctccctttggggaagt

ctctcaactgtccgtattttcatctatacaatgggtatagaaaccttcatgacataatccaaaggtcact

gtgagctctcaatgtaaaaaataccttaaaaatgtaagagacaatgaaaatcattctcattgagaaagtc

acttgtcagtttctctaggataagttcagatttatactaagtgtcctagacaagaatattttggttataa

ataaactccagctaatgaaaaaaagaggcaagatttggggaatagaagaaaagataccaggatatttcat

ataacccaaagtcagacaggttggcctgctgggggattcagattaaggacaggaagccagtggcaggtgc

cctgactttacctccctctgtctggggggtgcacctgagtatggcagtcacagttaatgggaccagaaga

gacaggcccacatcgggagaacatacaactacaggcatagctggtatatcccaccgccaggaaaggagga

tggctgctaatatgaaagtatttaagttatgtatgcatagacaatacacacacaacaaaaaacgtgggta

ttcagtgaaaggtaagtatgtgtgtatgggatttcaagatatgttcttaaaattactagtcaaaaggcat

gtgccttttaaaatttgagcaattgacctcacctccaaagaggtggtaacaatttttactttcaccaaag

atatatgagaatacctattctctatggcgttaccaagcttcttgatttatgagttaggttg

aacatctgtaca 

 

 

hSPOCK1_Int7_-247_F: ttggggatttttcccctttagaac  

hSPOCK1_Int8_241_R: ccaaagggaggaacagacagaagt  

 



 
 

79  

 
 
 

EXÓN 9: 

caagaagtcaacaaaatgtattttacaagcagtttctctcatggaacaagcagcaagaccaggtagcatt

gtgcagtctacagggtaagagttgtaaatggttgcttagatactttatatgcaagtgtggggcctgcaga

aagaggcagtatcagccaaagataagaactcagagaaccagaactcctctgccaaggacaggatgaacca

tgaacaaatagcagaactcccagagccacaaggtctgcaaaggcaaatcatggtaaaactctgaagaatg

aatgaggtcacttttcattttgcttagaatgaaactaacttcttttctatgacatgcattttgccgctga

ggacccagaggctgggacaggtgaattcagctaggaggtggcagagcctagatacaaagtctcatcagtg

cttctccagatctcttctgtatcttcatagttgtccctcaaagcctattttactttcctgggggtggtga

ggtctgaagtaaccattcctatccatcctttcctacaggaaaacctaggctatataagtatttgtcacct

ctggttagttcgtctgtggattcagaacacttccccactaataagccttggctgattacttgcttcctga

tagaaaggaaaaagtccattacaccacctattagatacttggtatttgcttgagttggtactagaaagaa

aaatttctatgcaatgcaagtggcccccaaatactattttaagtgcattgtggtatgaggtttgtttttt

aactagtaacactaatggcccgaatttgttttcttgcatagtaacagcatatggaacaattccactccca

ggtgtgtcattgtctacatttcacatcaagagtgaagtcaatcattagcgattatactccataccatct

ggaagctgactttcagaaattattttttagGTCTCCCTTGCCAGAATGAAATGAACAGAAT

TCAGAAGCTGAGTAAGGGGAAAAGCCTGTTGGgtaagtacaatttcttgccactcatttaaaca

actaattaagccagccatgtcccttgtaatgatcagcatggcaatggttattcaattagggctagtgt

ttcatgaaagaaatgccttgttttaaccccaggcagagctcttccaggcagctggacataaacagaggac

tggctggttgaaaactgctgtgtgttccttcggcaggaagagaggtcagccagggccgaagtccagcacc

ttccccactgctaactcctccctgatcttaggctaaaacaaatcttggctttttctaagtaagatcattg

aatggtgctctcaagtgctcaaactataaggtctaaaaattatagcatttcctccattccccggatagga

ttgtctgttgaaggaggcagatgggctgtactctcttcagaatttatcaaacagggttgaacgacatgta

tgtgcttaagcctatttctaccttcacctaatccctccaggaaagtatgcaggctgtttggacaccacgg

aagcaagtgggttgagtgaatgtgtgttcccctaacatgcacaacttgcagtcctctcaaagtgtcccct

ttagctccaagcctgcctttctccagcacgtggaggaagtcctggcatttgtcatagaaacactggccat

tctcattggtttgctgaagaaaggaggagcctgctttgctttccttgcttttaaaaaaagaggtgtcagc

tgcaacacagtaatacagaattattcccgtgaagcattcagaggcagatgcattccccaagcagcctgcc

atttcagaagtttctctattcatttgaaggaaatgaatagagaaggaaatgggcaagttttcttgcagat

tgtcaaatgtaggcagtctatgaattccggtgattttcttctcttaggattttttgagttatttcaaaat

gcatgtagacttccccaaagttgtcaggatttcgaactctttaggcctacattcttctgctgagtaaaag

gacataaagatatatttctggtctgaaggcaaagtggctggatccctcctccataggattttctagtgca

aagacttgtgtttgtttattgatctcatttctccatgtgggatattattttgagtgacgtacctatgatc

tgcaggtagttgtagaattagtacattgctgtttattaaaacatacattgcctcattggtaagggtc

acctgtgataagatgtctcatttaccccagtgcacatgaatga 

 

 

hSPOCK1_Int8_-363_F: tggattcagaacacttccccacta  
hSPOCK1_Int9_334_R: gtttgagcacttgagagcaccatt 
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EXÓN 10, 11 y 3´UTR: 

cccatgattcaattacctcctgttcaattacctcccacagggtccctcccacaacacgtgggaattatga

gagctacaattcaagatgagatttgggtggggacacagccaaaccatatcaatcacttagtaacatactt

gtaaatttgtgccactagtaatccatcttgttaaaagtatataaagcataaaaaccatatgattttctca

cattaaaaatgtaatatcagtagtacccattcaagatttaaagtgaaaaattagaactaatcaaagaagg

aattttgcttaacattgggcaaattaactccagtttatcactttttttttttttttttgcctgcaaacag

ggagatagtaatagcaacaccttatggtgatattggcatggcttgatgaaataatgcaagtaaagcactt

agctattattaattacctctttcttagaggctggaagacagtgacaaggaatagcttggaaccatatgat

ccacagactggtgttgttcatagaacatttgttactagtcagaaccaagtgcagtagttaatgcgtatag

aaagttttataacaatttcacggagtcactttatgtggttgggcaaagtattggtaatgctggacttgat

atttactagcagatgccttgggaagattacttaattttcctagacatcagtttcatattaaaaggtaatg

atggtatgtatctcttagagttgtgggaataagagattctgcaaatgtatgtatatatacacatacatat

gtaagcacgatttaggtcagtgcccagaatagaagtattcaatacatgatagctattatcattcccgttt

aaacactgacatccttagagctcatcgcgtttgggcctctaaaggttaagggccctgtaattttgactaa

tagccaaccatccccatcctctgctgctgaccctgcagcagatattctgacatgtgagccctcttccctg

tgttgacgggcattaaccccgagtatcatctgcatgtctctgattaaagttgcaccttttgttcc

cccagGGGCCTTCATACCTCGGTGTAATGAGGAGGGCTATTACAAAGCCACACAGTGCCACGG

CAGCACGGGGCAGTGCTGGTGTGTGGACAAATATGGGAATGAGTTGGCTGGCTCCAGGAAACAGGGTGC

TGTGAGCTGTGgtgagtaaggcctcctgcatgagccccacaatgacctgggtggcctgtggtt

cctcactgcataaggatctctgcagaagaatgttgagaggtaactccagtatacattaagtttataatag

aggcatagtaaccctgaaatcacatgagctcccgtgtagctagcttggcaagtggcaggaactcactatg

accagagaagagagacagaactgctgcagacaaagggtgacttaggctgccttcacttctcatttagggt

tgtaaacctcctgggaaggtaggagcatctcaagaattctagggctcttacgagaacaaagtttgtaatg

tatgccctgaagactcacctcagtggggcagggatgtttctgttttcagaaagtaaactgcttggtttta

ccctacaattcaggcaaaggaacccctgacgtgggtcatgaggtataagtggaaactaacctcaatgctt

tttttaatctttcagAAGAGGAGCAGGAAACCTCAGGGGATTTTGGCAGTGGTGGGTCCGTGGT

CCTGCTGGATGACCTAGAATATGAACGGGAGCTGGGACCAAAGGACAAAGAGGGGAAGCTGAGGGTGCA

CACCCGAGCCGTGACAGAGGATGATGAGGATGAGGATGATGACAAAGAGGATGAGGTCGGGTACATATGG

TAGTGCCCACAAGAAAGAGGACACAAGTTTTGCACAAAATTGCAAGTCACTTCCTATTCCTGCATTTGTA

TCTAAGACTCCAAGGCACCAAGGTCTCTTCTCCATTGTTGCTCTCTATACCCGACCTAAGGTTTGGAAGA

CAACTGCTTGTTCCCAGAGGATTCTGATTTTGCATATGTTTGTATGGGAGAAAGGGTGTTGTGTTTTTTT

TTTGTTGTTGTTTATTTTTTGGATAGGGAAGTCATTGGCTTAATTAGAGCCTCCTTCCTTTCTGTGAGAT

TTTTCCAACAAGCATGTGATTTACGTGGAATTCTGACAGTGCAGGGAGCCCCAACCCTCTTAAATGTCAA

AGACCCTTTTTGATTACCCACACTGGTGGTTATTACAGCATGGTTCCCAGCCTTACAGTGTCTAAGTGCT

TCTCTTGTGTCCTGTAGATGTTGTGAAAAAGAAAAAAACAAAAAATACACCACACTGTACTTTTTCCCCC

TGCCCCCGTTACTGCCGGTGATTATTATTAAAAATTAGTTTTTTTCACATCATTATATCTGGCTTCCTAT

AAACAACAGCCTTAATTCAGTCAAGACTCCCTTTGGGGAATTCATTTTATTAAAAATTGGTGTCTGGATA

CTTCCCTGTACATGCATAAATATGCATGCATGTACAGAAAGACTGTATGTGTGTGCCTTGCACACACACC

CATACCTCTCAGAAAAAGTGTTTGGGTATCTTAAAAACTCGAAAAACAATGATAAATTTCTCAGCTTGTC

CAGACCTGGAACAAAATTTCTGGAATAAGAAATTTGTATTAAAGTCCTTTTTTGCACTAACAGTTGGCT

CTTGTAGCCTGCAGGCTGAGGAAGTCTCTTCTCTGTGCATCAGCAGAGTTACT  
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hSPOCK1_Int9_-445_F: tggttgggcaaagtattggtaatg  

hSPOCK1_ 3´UTR_R: CCTTGGTGCCTTGGAGTCTTAGAT  

hSPOCK1_Int10_157_Seq_R: acgggagctcatgtgatttcag Tm manual: 66°C   

 

 
 

Preparación de reactivos  

Preparación de Reactivos  

Solución de lisis de glóbulos rojos (preparación 1000 ml)   

  

1.1.  Pesar 8.3 g de cloruro de amonio. 

1.2.  Pesar 1 g de Bicarbonato de potasio 

1.3.  2 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 

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

agua ultrapura utilizando un agitador magnético hasta homogenización 

completa. Transferir el contenido a una probeta y completar el volumen 

hasta 1000 ml con agua ultrapura. Almacenar a temperatura ambiente 

           

Solución de lisis celular o de glóbulos blancos (preparación 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 

homogenización completa. Evitar la formación 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 % (preparación 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 

homogenización completa. Evitar la formación de espuma. Almacenar a 

temperatura ambiente 

         

Solución Precipitante de Proteínas (preparación 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 homogenización 

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 EDTA 0.5 M 

1.15. 15 ml de agua destilada 

1.16. Se mezclan las soluciones, y se debe realizar una solución ya que 

debido a que la concentración de solución de trabajo es 1X. Se agrega 1 

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

        

EDTA 500mM pH 8.0 

        

1.17. Pesar 9,31g de Ácido etilendiamonitetracético, sal disódica 

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 sólido. 

1.20. Completar a 50ml con agua destilada 

 

Tris-HCL 2M pH 7.5 (preparación 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 μg/μl 

        

1.25. Disolver 100 mg de Proteinasa K liofilizada en 20 ml de agua estéril. 

1.26. Realizar alícutoas 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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COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SEÑORA DEL 

ROSARIO ESCUELA DE MEDICINA Y 

CIENCIAS DE LA SALUD 

 

CENTRO DE INVESTIGACIÓN EN GENÉTICA Y GENÓMICA 

(CIGGUR) 

 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACIÓN EN 

EL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN 

 

Genotipificación de la región codificante de SPOCK1 en el cáncer colorrectal: 

hacia la descripción de nuevos marcadores moleculares de la enfermedad 

sted (o su pariente) está invitado a participar en un estudio de investigación 

propuesto por el Centro de Investigación en Genética y Genómica (CIGGUR) 

de la Universidad del Rosario y el Hospital Universitario Mayor Méderi - con 

la participación 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 

realización de este estudio: 

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

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

serán financiados por el proyecto de investigación. 
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(b) La naturaleza de esta investigación, su propósito, sus limitaciones, sus 

riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier información 

pertinente al resultado de este, le será explicada por el equipo de 

atención clínica. 

(c) Si tiene algún interrogante sobre el estudio por favor no dude en 

manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, 

le contestará sus preguntas. 

(d) La participación en el estudio no tendrá repercusiones en su atención 

clínica, ya 

que el proyecto planteado no implica modificaciones en las 

aproximaciones diagnósticas o terapéuticas. 

(e) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo 

permanecerán archivados por el médico tratante. Las historias médicas, 

los resultados de exámenes y la información que usted nos ha dado son 

de carácter absolutamente confidencial, de manera que, solamente 

usted, el equipo investigador y el equipo de atención clínica tendrá 

acceso a estos datos. Por ningún motivo se divulgará esta información 

sin su consentimiento. 

De acuerdo con lo establecido en la resolución 008430 de 1993 (“Normas 

científicas, técnicas y administrativas para la investigación en salud”), este 

estudio puede ser clasificado como una “Investigación con riesgo mínimo”. Se 

cumplirá con lo establecido por el Ministerio de Protección Social colombiano 

(antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993 

Cualquier información adicional usted puede obtenerla directamente 

con: PAUL LAISSUE 

Centro de Investigación en Genética y Genómica 

(CIGGUR). Facultad de Medicina. 

Universidad del Rosario. Tel (57-1)2970200 (Ext. 3314) 
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EXPLICACIÓN DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN AL 

INDIVIDUO 

 

OBJETIVO: 

Usted como paciente está afectado por una forma frecuente de cáncer. Esta 

enfermedad se presenta por la acumulación de distintas alteraciones. Una de 

ellas se relaciona con características y cambios genéticos del tejido afectado 

(el colon en este caso). El propósito del estudio en el que Usted de manera 

voluntaria va a participar se enfoca en el análisis de algunos de estos cambios 

genéticos (gen SPOCK1) para poder entender mejor su enfermedad. Los 

resultados no alterarán el curso de su enfermedad, no modificarán el 

diagnóstico y ni el tratamiento. 

PROCEDIMIENTO: 

Luego de haber tomado la muestra de sangre y de tejido colorrectal (tumoral y 

adyacente) para obtención de ADN cómo se estipulo en el consentimiento 

informado del proyecto autorización para la toma de muestras y realización de 

estudios de laboratorio adicionales”, se procederá, en el laboratorio del Centro 

de Investigación en Genética y Genómica de la Universidad del Rosario, a 

procesar la muestra. Se extraerán los ácidos nucleicos (ADN y ARN total) y las 

proteínas que permitan efectuar distintos tipos de análisis para analizar las 

regiones codificantes del gen SPOCK1 y su expresión en el tejido colorrectal 

(tumoral y adyacente). 

En caso de obtener un resultado que pudiera explicar genéticamente la 

enfermedad, en el mismo laboratorio, se realizarán pruebas para su validación. 

 

RIESGOS E INCOMODIDADES: 

La participación en este estudio representa riesgo mínimo para su salud e 

integridad y las molestias y efectos adversos estarán representados 

exclusivamente por la toma de muestra referida en el procedimiento. El análisis 

de la muestra no implica riesgo para su salud ni efectos contaminantes para el 

medio ambiente. La utilización del ADN genómico o el ARN humano no 

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

 

BENEFICIOS ADICIONALES: 

Este estudio permitirá en algunos casos realizar consejería genética. La 

consejería genética consiste en efectuar una consulta médica en el que se le 

informará, si es el caso, sobre hallazgos que pudieran ser útiles para una mejor 

comprensión de su enfermedad. De esta manera usted tendrá la opción de 

autorizar o no a que se realice la consejeríagenética. 

Debe aclararse que este estudio no arrojará resultados directos sobre el 

tratamiento, por lo cual no se ofrecerá esta posibilidad a los participantes. 

Además, no recibirá un incentivo monetario, porque el estudio, ni equipo 

de investigación tiene intereses comerciales o financieros de ningún tipo. 

 

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES: 

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes 

responsabilidades y precauciones: 

El análisis genómico a partir de muestras de ADN y ARN humanas 

provenientes de un banco de dicho material biológico no implica riesgos 

para el paciente. 

 

MANEJO DE RESULTADOS: 

Los resultados del estudio se informaran a los participantes de manera oral y 

escrita. Se efectuará para tal fin una consulta con los especialistas clínicos y los 

responsables del análisis molecular. Se informará entonces sobre la implicación 

del gen SPOCK1 en el cáncer colorrectal de la siguiente forma: A) No es posible 

determinar si el gen SPOCK1 o está implicado en la causa de su enfermedad. 

B) El gen SPOCK1 no está 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 último caso se realizará consejería genética al 

paciente. 
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AUTORIZACION: 

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

 

 

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

termine el estudio. SI  NO    

 

Por favor marque su decisión con respecto a la consejería genética: 

 

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

fuese seleccionado para esta actividad. SI  NO   

 

Habiendo sido enterada(o) del contenido del presente estudio, sé que mi 

participación en este estudio permitirá realizar análisis posteriores que 

ayuden al entendimiento de las causas genéticas de la enfermedad que 

padezco. 

Yo,  con   documento   de   

identificación 

número:   de   , acepto   

voluntariamente 

participar en el estudio: Genotipificación de la región codificante de SPOCK1 en 

el cáncer colorrectal: hacia la descripción de nuevos marcadores moleculares de 

la enfermedad 

 

 

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

manejo que se le dará al material de muestra. 

 

Fecha:    
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Dirección:    

 

 

Teléfono:    

 

 

Firma:  C.C.: 

 

Firma:   Firma:  

  

C.C.: C.C.: 

Dirección: Dirección: 

Teléfono: Teléfono: 

Testigo 1 Testigo 2 
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