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ACRONIMOS 
 
A: Armstrong, 10 millonésimas partes de 1 mm. 

A: Adenina 

ADN: Acido desoxirribonucleico 

AHH: Aarilhidroxicarbon-Hidroxilasa  

AR: Amphiregulin 

ARN: Acido Ribonucleico 

ARN-m: ARN mensajero 

ATP: adenosina trifosfato 

C: Citosina 

CAPN10: Gen de la Calpaina 10 

CCR: Carcinoma Colorrectal 

CRC: Colorrectal carcinoma 

CECC: Carcinoma escamoso de cabeza y cuello  

CI: Intervalo de confianza 

DMNID: Diabetes Mellitus no Insulin Dependiente 

dATP: Desoxiadenosina trifosfato 

dCTP: desoxicitidina trifosfato 

dGTP: desoxiguanina trifosfato 

dNTPs: desoxinucleótidos 

dTTP: desoxitimidina trifosfato 

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

EHW: Equilibrio de Hardy Weinberg 

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer 

G: Guanina 

GRP: Péptido para la liberación de gastrina 

GRPR: Receptor del péptido para la liberación de gastrina 

Hep-2: Líneas celulares de carcinoma epidermoide. 

HNSCC: Head and Neck squamous cell carcinoma. HPV: Papiloma virus Humano 

HR: Hazard Ratio 

ICAM-1: Moléculas de adhesión intercelular 1 

IGF 1:  Insulin-like growth factor-1 

KDa: Kilo Dalton 

LES: Lupus Eritematoso Sistémico 

LGMD2A: Distrofia Muscular de Cinturas Tipo 2a 
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LOH: pérdida de heterocigosidad 

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinasas 

NK1: Neurokinina 1 

NK1R: Receptor de la neurokinina 1 

NF-kB: Factor nuclear K activador de células B 

OR: Odds Ratio 

ORL: Otorrinolaringólogo 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PET: Tomografía por emisión de positrones 

PKC: PROTEINA QUINASA C 

QTL: Quantitative Trait Locus 

RECIST: Response Evaluation Criteria In Solid Tumors. Evaluación de respuesta en                  

tumores sólidos 

RNM: Resonancia Nuclear Magnética 

RR: Riesgo Relativo  

SNP: Single Nucleotide Polymorphism 

SOPQ Síndrome de Ovario Poliquístico 

SP: Sustancia P 

STAT: Signal transducer and activator of transcription 

T: Timina 

TAC: Tomografía Axial Computerizada 

TGF-alpha: factor alfa (Transforming growth factor-alpha) 

TNM: Tumor, Ganglios linfáticos y metástasis 

VGEFR: Vascular endothelial growth factor receptor 
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INTRODUCCION 

 

HISTORIA DEL CANCER DE LARINGE 

 

El especialista en otorrinolaringología surgió a principios del siglo XX, cuando se 

unieron el otólogo y el laringólogo. Previamente, la otología, practicada por cirujanos, y la 

laringología, practicada por médicos que además trataban las enfermedades de la nariz y 

del pecho, se desarrollaban por caminos separados. El origen de la laringología se podría 

remontar a septiembre de 1854 cuando un profesor de canto llamado Manuel García (1805-

1906) 1 consiguió ver su propia laringe mediante un  espejillo laríngeo, aunque fue mas tarde 

cuando Ludwig Türck (1810-1868) y Johan Czermak (1828-1873), basándose en el 

instrumento desarrollado por García,  fundaron la disciplina de la laringología. 

El espejillo laríngeo y  las pinzas curvas era casi todo el material del que disponían 

los primeros laringólogos en su practica quirúrgica, que se limitaba a la extirpación de 

pequeñas lesiones laringofaríngeas. Cualquier lesión de mayor cuantía requeriría de la 

actuación de un cirujano general asociado. A principios del siglo XX, en la era preantibiótica 

y con técnicas anestésicas primitivas aparecieron las primeras tentativas de cirugía laríngea 

funcional. Las dos Guerras Mundiales estimularon el desarrollo tanto de los avances 

técnicos como quirúrgicos. 

Las fuentes de luz y las fibras ópticas desarrolladas por Hopkins en 1954 ayudaron 

en la aparición de una nueva era en la endoscopia y la fibroendoscopia flexible, usándose 

para examinar  las fosas nasales, la nasofaringe, la laringe y faringe en pacientes en los que 

el ingreso hospitalario ya no era necesario1.    

La primera laringectomía total por cáncer de laringe fue desarrollada por el profesor 

Billroth (1829-1894), cirujano general en Krankenhaus, Viena. El paciente sobrevivió a la 

operación y vivió un total de 7 meses 2 . La principal complicación precoz de las 

laringectomías era la aspiración de alimentos. Fue en 1881 cuando Themistokles Gluck 

(1853-1942) resolvió este problema separando la laringe de la traquea y suturándola a la 

piel, lo cual dio grandes resultados en los años venideros. 

La radioterapia se utilizaba como tratamiento hace ya más de un siglo. El primer 

informe de una curación por la radioterapia data de 1899, poco después de 1895 cuando 

Roentgen descubre los rayos X y al año de 1898 cuando Curie descubrió el radio. Es en 

1922 cuando la Oncología se estableció como disciplina médica. Desde ese momento, la 

radioterapia, al igual que el resto de las técnicas utilizadas para tratar el cáncer, evolucionó 

de manera vertiginosa. La aparición en 1953 del acelerador lineal -un aparato que emite 

radiaciones-, y el uso del cobalto fueron dos de los grandes pasos que dió la ciencia en este 
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terreno. A partir de 1980, con la radioterapia conformada en tres dimensiones (RT3D), 

gracias a la ayuda de la TC y a los sistemas informáticos de cálculo dosimétrico, se 

obtuvieron imágenes virtuales de volúmenes de tratamiento. Desde de la década de 1990, 

otras técnicas de imagen como la RMN, ecografía y PET, se incorporaron a la planificación 

de la radioterapia, con las que se obtuvieron una delimitación más exacta del volumen 

tumoral para respetar a los tejidos sanos. El desarrollo en la dosificación, tamaño de campo, 

minimizaron el daño local (mucositis), lo cual difundió el uso de estas técnicas en las 

lesiones iniciales y también en lo tumores avanzados o recidivados1. 

La quimioterapia, mediante fármacos citostáticos o citotóxicos, también supuso 

grandes avances en el tratamiento del cáncer de laringe, aunque su relevancia siempre fue 

inferior a la del tratamiento radioterápico. En estos últimos años se ha potenciado el uso 

combinado de radioterapia y quimioterapia, llegando a constituir el Gold-Standard en el 

tratamiento del Cáncer de Laringe en algunos estadios.  

Existen ya secciones dentro la propia especialidad de Otorrinolaringología donde se 

desarrolla por zonas bien delimitadas. En el caso del cirujano de cabeza y cuello, trata las 

lesiones cervicales en el más amplio concepto de la palabra y a menudo se beneficia de la 

colaboración de radioterapeutas, oncólogos médicos, neurocirujanos y cirujanos generales, 

cirujanos plásticos y cirujanos maxilofaciales. Las reconstrucciones plásticas de las cirugías 

radicales con colgajos miocutáneos, anastomosis microvasculares… han tenido gran éxito 

en la mejora de la calidad de vida de estos pacientes los cuales se veían sometidos a 

cirugías altamente mutilantes. La actitud terapéutica frente al cáncer de laringe esta 

alcanzando altas cotas quirúrgicas y mas si se asocian a un tratamiento coadyuvante con 

radioterapia y quimioterapia, pero existe un campo que constituye el futuro del progreso en 

el tratamiento del cáncer en general y del cáncer de laringe en particular que es la Biología 

Molecular. El conocimiento del origen genético del cáncer de laringe ayudaría no solo en la 

generación de un nuevo estadiaje del cáncer sino también en el desarrollo de sistemas 

útiles para la detección precoz del mismo en personas susceptibles o no.  
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ANTECEDENTES. DATOS EPIDEMIOLOGICOS 

 

El cáncer de laringe constituye una enfermedad de gran relevancia socio-sanitaria. A 

nivel mundial supusieron 159.000 casos nuevos y 90.000 muertes en el año 2002 3. Existen 

numerosos estudios sobre la incidencia del cáncer de laringe en diferentes regiones 

geográficas, en diversos grupos raciales y religiosos 4 , 5 . 6 , 7 , 8 , 9 . Predomina en el sexo 

masculino con una frecuencia de 7:1 sobre el sexo femenino, aunque existe un incremento 

de la frecuencia de este último por la evolución en el hábito tabáquico y alcohólico. En 

hombres constituye un 2,1% de los casos nuevos de cáncer y un 2,1% de las muertes.  

España junto a Francia e Italia (en la Europa Meridional) y algunos países 

sudamericanos como Uruguay y Argentina, entre otros registraron un riesgo superior al del 

resto de países en cuanto a la incidencia acumulada de cáncer de laringe, En comparación 

con otros países de la UE, podemos decir que España ocupa un lugar intermedio si se 

estudia la incidencia del conjunto de los tumores malignos. Sin embargo, en hombres, en 

algunas localizaciones tumorales particulares, como en el cáncer de laringe y desde hace 

pocos años el cáncer de vejiga, nuestro país presenta las tasas más altas de Europa10.La 

estimación de la incidencia anual del cáncer de laringe en España en el periodo 1997-2006 

en conjunto es de 4557 casos (852 mujeres y 3705 hombres)10. Este tipo tumoral 

comprende el 1% de los caso nuevos de cáncer, y casi el 0.73% de todas las muertes por 

cáncer 11,12. Más del 90% de ellos corresponde a carcinomas epidermoides (CE) y conforma 

el 27% de todos los tumores de cabeza y cuello. La incidencia más alta ocurre en el sexto 

decenio de la vida.  

Si se divide el país por regiones, se encuentra la incidencia más alta del mundo: 20,4 

casos nuevos por 100.000 habitantes y año en el País Vasco en 1987. Sin embargo, el País 

Vasco no es una excepción; Asturias con 20, Granada con 18.6, Navarra con 17.8, 

Zaragoza con 17.1 y Murcia con 15.3 se sitúan en las posiciones mundiales 20, 30, 40,60 y 

100 respectivamente 13 (Registro del Cáncer de Granada, 1994). En Málaga, la incidencia 

es también muy alta, con un neto predominio por zonas costeras14. 

Diversos estudios realizados en Japón, Finlandia, Polonia, Inglaterra, Estados 

Unidos y América del Sur, muestran que los habitantes de las zonas más industrializadas, 

tienen una incidencia de cáncer de laringe dos o tres veces más alta que las poblaciones 

rurales15 . En Asia Occidental constituye 4,7% del cáncer en hombres. 

El carcinoma de laringe afecta a todas las razas del mundo, incluso a los aborígenes 

tales como los "pura sangre" originales de Australia y Papúa Nueva Guinea que han tenido 

pequeños contactos con la civilización occidental16. Se dice que el carcinoma de laringe es 

raro en los indios del Norte de América, como lo son los tumores en general  siendo casi 
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desconocidos en los indios del Sur de América17. En Ohio, la incidencia del cáncer de 

laringe en la raza blanca es de 6.69, siendo en los negros del 10.5818. En Singapur la 

incidencia del carcinoma de laringe varía ampliamente entre los grupos raciales individuales 

de origen Chino, Malayo e Indo-Pakistaní. 

Las leyes religiosas que prohíben fumar y beber, aseguran una incidencia 

particularmente baja de cáncer de laringe en los Mormones9, los Adventistas del 7º día en 

California 19 y los Parsi de Bombay, región donde por otro lado el carcinoma de laringe es 

especialmente común 20.  

Hayes-Martin (1955), estudió la frecuencia del cáncer de laringe a nivel mundial 

encontrando que el número de intervenciones quirúrgicas se había quintuplicado respecto a 

las cifras hasta entonces conocidas. En nuestro país, los datos que se manejan son 

similares, siendo explicados por varios motivos como son la evolución social de la medicina, 

los avances en los medios diagnósticos y en las técnicas quirúrgicas, el aumento de la edad 

media de la vida y el aumento de las causas oncogénicas. 

La localización anatómica de la lesión determina la presentación clínica y los 

patrones de diseminación del carcinoma. Los de origen  glótico, que constituyen entre el 50-

70% de los cánceres laríngeos, se vinculan con frecuencia a  alteraciones de la calidad en 

la voz (disfonía) en etapas tempranas de la enfermedad , que se deben a alteraciones en el 

volumen, la forma y la movilidad de la cuerda afectada.. Por lo general los cánceres glóticos 

se descubren antes que los supraglóticos, en los que las molestias faríngeas inespecíficas 

constituyen una de las presentaciones clínicas predominantes en estadios iniciales. La 

obstrucción de la vía respiratoria y la disnea representan datos clínicos típicos en los 

carcinomas subglóticos ya en estadios avanzados, puesto que esta localización tumoral se 

caracteriza por no  presentar síntomas inicialmente.  

La supervivencia relativa de los pacientes con  cáncer de la laringe varía entre el 60% 

y el 70% en Europa y Norteamérica, pero es más baja en países en vías de desarrollo. 

Depende en gran medida de la localización de la enfermedad. En países con consumición 

elevada del alcohol, el pronóstico es más pobre porque hay más tumores de localización 

supraglótica, que presentan una mayor tendencia a la recidiva y las metástasis. Los 

carcinomas de laringe e hipofaringe son con mucho los tumores malignos más frecuentes 

de cabeza y cuello, aunque en las dos últimas décadas los cánceres de orofaringe y cavidad 

oral han incrementado su frecuencia notablemente en muchos países. El aumento en la 

incidencia no es uniforme, variando de unas regiones geográficas a otras. Entre los países 

con una "alta" incidencia (excluyendo España) de carcinoma de laringe (casos nuevos por 

100.000 habitantes  y año) se encuentran Uruguay y Polonia con 5.5 a 7.8 en hombres y 0.3 

a 0.8 en mujeres 21, Croacia con 6.2, Ohio con 6.7 y Alemania con 6.4. Se encuentran 

incidencias más bajas en Japón (0.59), Singapur (1.9), Siria (2.0) y Australia (1.9-3.7)22,23 
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La frecuencia del carcinoma de laringe en relación con el de hipofaringe está también 

sujeta a amplias variaciones geográficas. Así mismo, también varía la distribución de los 

carcinomas de hipofaringe. En un estudio realizado en Estados Unidos, aparecieron 152 

carcinomas en seno piriforme, 8 en la región retrocricoidea y 17 en pared posterior 

faríngea24. En Toronto 19 de 29 carcinomas hipofaríngeos aparecieron en seno piriforme, 7 

en la región retrocricoidea y 3 fueron carcinomas multiregionales, no apareciendo 

carcinomas de pared posterior de faringe25. El carcinoma retrocricoideo es muy raro siendo 

relativamente común en Inglaterra, Gales y la India, probablemente secundario al Síndrome 

de Plummer-Vinson26 . La frecuencia del carcinoma de cuerda vocal comparada con la del 

cáncer supraglótico también varía ampliamente en diferentes regiones geográficas27. En 

Suecia sólo el 11% de los cánceres de laringe afectan a la región supraglótica, mientras que 

en Finlandia la proporción es del doble28. En Alemania el número de carcinomas de cuerda 

vocal se ha mantenido constante, mientras que el número de carcinomas supraglóticos  se 

ha triplicado. En Japón e Inglaterra la proporción de carcinomas de cuerda vocal y 

supraglóticos es similar 15. Se han registrado altas incidencias de carcinoma supraglótico en 

Chile 29 . Las mujeres desarrollan carcinoma supraglótico de forma más común que los 

hombres en términos relativos. En España, el hecho de que el cáncer supraglótico sea más 

frecuente que el glótico es una realidad.        
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ETIOLOGIA Y PATOGENIA 

  

FACTORES AMBIENTALES: 

El desarrollo del cáncer de laringe es un proceso multifásico en el que interactúan 

tanto  factores genéticos como ambientales. Hay factores externos sobradamente 

demostrados entre los que se encuentran el tabaco, el alcohol, la infección por el Virus del 

papiloma humano (HPV)30, y otros en los que se piensa más en un efecto potenciador de los 

agentes anteriores, como las radiaciones ionizantes, los estímulos mecánicos o térmicos y 

las toxinas orgánicas o químicas. 

 

TABACO  

 

El tabaco, ya sea fumado, mascado, el tabaco de pipa e incluso el fumador pasivo, al 

cual no se la ha dado importancia hasta hace relativamente poco tiempo, constituye uno de 

los factores desencadenantes de mayor relevancia conocida en gran cantidad de 

enfermedades, como los cánceres de vías aerodigestivas superiores y respiratorias bajas, 

páncreas, riñón y vejiga entre otros muchos.31,32,33. Ningún otro aspecto de la etiología de los 

tumores malignos ha sido tan ampliamente estudiado como esta relación que ahora se 

discute.   

A final de la Primera Guerra Mundial se produjo un aumento acusado del consumo 

de cigarrillos, con un aumento correlativo de pacientes con cáncer de pulmón. La incidencia 

de cáncer de laringe no aumentó hasta finales de la Segunda Guerra Mundial. Ya la OMS y 

The United Status Departament of Health e investigaciones procedentes del Royal Collage 

of Physicians desarrollaron  informes donde se eliminaba cualquier duda razonable sobre la 

conexión causal entre el uso del tabaco y muchos carcinomas de cavidad oral, faringe, 

laringe, pulmón, esófago y vejiga. 

La nicotina del tabaco no posee ningún efecto carcinógeno. No obstante, la 

combustión del tabaco libera el alquitrán a partir del cual se han aislado al menos una 

docena de hidrocarburos aromáticos policíclicos, que sí son carcinógenos. Estas sustancias 

alcanzan la superficie celular del epitelio, bien con el humo o disueltas en la saliva. La 

descomposición de estos carcinógenos por la arilhidroxicarbon-hidroxilasa (AHH) produce 

los epóxidos carcinogénicos que se unen a las moléculas de RNA y DNA. El proceso del 

desarrollo del carcinoma está sometido a todo tipo de influencias; por ejemplo, el tipo de 

tabaco, el tiempo e intensidad  de acción del carcinógeno, la temperatura y la velocidad de 

combustión, el tipo de vehículo, la inducción de la AHH genéticamente determinada, la 



 31 

respuesta del epitelio (parálisis ciliar, producción de moco), la escasez de vitaminas y con 

seguridad otros muchos factores aun desconocidos. La nitrosamina en el tabaco de mascar 

puede jugar también un papel en la carcinogénesis34. 

El período y cantidad de consumo de tabaco están directamente relacionados con el 

riesgo de carcinoma de laringe35. Cuanto antes comienza una persona a fumar y cuanta 

mas cantidad de tabaco fuma, mayor es el riesgo de desarrollar un cáncer y menor es el 

intervalo de latencia hasta que el tumor se hace clínicamente manifiesto. 

Si un paciente deja de fumar, el riesgo de cáncer decrece de año en año36. Los 

exfumadores, no obstante, pueden desarrollar también un cáncer de laringe, pero 

habitualmente más tarde que aquellos que siguen fumando; tan solo tienen el mismo riesgo 

de desarrollar cáncer que los no fumadores tras 10-12 años37. El continuar fumando tras el 

tratamiento de un carcinoma de laringe  es un factor pronóstico negativo para el control de 

la enfermedad localmente y en general 38,39,40. 

Entre el 88% y el 98% de los pacientes con cáncer de laringe son o han sido 

fumadores activos. Se ha comprobado que más de la mitad de los pacientes con cáncer de 

laringe fumaban más de 20 cigarrillos al día. 

Todos estos estudios muestran que el carcinoma de laringe sería una enfermedad 

muy rara si la gente no fumara. Por tanto es, en la mayoría de los casos, una enfermedad 

que se puede prevenir. 

La situación que se presenta en pacientes no fumadores ni bebedores es otra bien 

distinta, ya que la etiología del carcinoma epidermoide, en la localización que nos ocupa, 

tiene un origen común, aunque con diferencias significativas. Las deficiencias alimenticias, 

la infección por virus del papiloma humano, y la enfermedad por reflujo gastroesofágico, 

entre otras, son las bases etiopatogénicas fundamentales en el desarrollo carcinogénico del 

cáncer de laringe41 en estos casos. 

El humo ambiental exhalado por los fumadores de cigarrillos, cigarros puros o pipas,  

también han adquirido relevancia en la etiología del carcinoma epidermioide de laringe, 

generando un paciente potencial conocido como fumador pasivo. Existen evidencias que 

relacionan el humo exhalado y el procedente de los propios cigarrillos con el cáncer de 

pulmón entre otros tipos de tumores42. Dadas las similitudes entre el  origen carcinogenético 

de este tipo tumoral y el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, hace pensar en la 

relevancia que supone el tabaco para el fumador pasivo 42. Se han realizado estudios en los 

cuales queda patente, no solo la relación entre el carcinoma escamoso de laringe y los no 

fumadores, sino también la asociación de esta patología con un incremento en la incidencia 

de aparición de cáncer de boca, y mas concretamente el asentado sobre la lengua43 . 

También es relevante decir que el consumo de tabaco de manera pasiva, aumentaba 

drásticamente la aparición de este tipo de cáncer en mujeres no trabajadoras43.  
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Existen otras sustancias, que también se consumen vía inhalatoria, sobre las cuales 

no se ha podido demostrar una relación estadísticamente significativa, como es la 

marihuana y el carcinoma escamoso de cabeza y cuello44. 

Los pacientes no fumadores suelen presentar lesiones de manera más precoz que 

los fumadores 45 , puesto que la localización más frecuente de las lesiones son (en 

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello) la lengua y la mucosa bucal. Además 

está descrito que esta población, que ni bebe ni fuma, suele estar mas atenta a su estado 

de salud45 .De cualquier manera se hace hincapié en múltiples artículos, de calado 

internacional, sobre  la relevancia en la relación, como ya hemos comentado, que existe 

entre el cáncer de laringe en pacientes no fumadores y la enfermedad por reflujo 

gastroesofagico45 .  

Cuando se abandona el hábito tabáquico, y transcurridos unos 10 años, el riesgo a 

padecer carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC) se normaliza en términos 

generales37,45. 

Los pacientes no fumadores presentan con mayor probabilidad CECC en edades 

relativamente tempranas al igual que en edades relativamente tardías45.  

Existe una relación individual entre el consumo de alcohol y el riesgo a padecer 

carcinoma escamoso de laringe que consiste en un incremento del riesgo relativo (RR) a 

padecer cáncer de laringe de 5,5 en consumidores de mas de 50 gramos de alcohol al día y 

de un incremento del RR: 33,8 en consumidores de mas de 120 gramos de alcohol al día. 

Es importante remarcar la fuerte asociación que existe entre el tabaco y el alcohol en el 

origen de la carcinogénesis, ya que se incrementa hasta en 200 veces el RR a padecer 

cáncer de laringe cuando se combina el abuso de tabaco y el del alcohol, ya que este último 

se convierte en un potenciador del efecto carcinogénico que de por si ya tiene el tabaco46. 

Un consumo de alcohol de hasta 20 gramos diarios sin asociarse al consumo de tabaco, no 

implica un incremento significativo en el riesgo a padecer cáncer de laringe 46. 

Entre los efectos histológicos del humo del cigarrillo en la laringe humana se 

encuentran la hiperplasia del epitelio escamoso, la metaplasia, el edema submucoso, el 

infiltrado inflamatorio, el aumento de la población de células en copa y la queratinización del 

epitelio escamoso15. No obstante, estos cambios son extremadamente inespecíficos y 

pueden ser también signos de laringitis crónica hiperplásica. 

El examen histológico de numerosas laringes de cadáver, obtenidas principalmente 

de hombres que habían sido fumadores, mostró que las células con atipias nucleares se 

encontraban siempre en los fumadores 47  . La atipia celular fue significativamente más 

frecuente en los fumadores de cigarrillos que en los fumadores de pipa, puro y ex-

fumadores. Existía una clara y  estrecha relación entre la cantidad fumada y la atipia: la 
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atipia se transformaba en carcinoma in situ e incluso en carcinoma microinvasor, y estas 

lesiones se pueden reproducir experimentalmente47.  

 

  ALCOHOL 

 

El alcohol es ingerido ocasionalmente por la población de forma generalizada, 

muchos de ellos lo hacen regularmente y algunos en exceso. El alcohol etílico puro no se ha 

demostrado que tenga un efecto carcinogénico, pero las bebidas alcohólicas están 

asociadas con una alta incidencia de cáncer48 . Dado que muchos alcohólicos también 

fuman, el efecto carcinogénico individual del alcohol es difícil de estimar. Todos los estudios 

realizados indican una interacción entre el alcohol y el tabaco dado que el consumo de 

ambos conlleva un riesgo aumentado de cáncer comparado con el consumo aislado de 

tabaco. Existe unanimidad sobre la consideración del alcohol como un carcinógeno o factor 

promotor49 , pero cómo actúa no está claro aún. Se piensa que potencia otros carcinógenos, 

daña el epitelio directamente, causa una deficiencia de riboflavina y altera la síntesis de IgA 

entre otros50 . De igual forma, la  nutrición tan pobre secundaria al consumo del alcohol 

podría conllevar bajos niveles de albúmina sérica y deficiencias vitamínicas, o un efecto 

inmunosupresor del alcohol podría también favorecer la aceleración del proceso de 

inducción del cáncer. Los alcohólicos están más comúnmente representados que los no 

alcohólicos entre los pacientes con cáncer de boca, faringe e hipofaringe. Algunos estudios 

de mortalidad han mostrado que el carcinoma de laringe también es significativamente más 

común en alcohólicos que en abstemios.  

El 50 % de todos los pacientes con carcinoma supraglótico son bebedores 

excesivos, el 75-92% de todos los pacientes con cáncer de laringe beben alcohol 

regularmente y de ellos, el 62% son bebedores importantes 15. 

 

RADIACIONES IONIZANTES 

 

Después de un periodo en el que las radiaciones ionizantes se utilizaron en medicina 

con muy pocas precauciones, se entró en un periodo en el que el interés se ha focalizado 

en el riesgo potencial de los reactores nucleares. Incluso las dosis de radiación necesarias 

para simples procesos diagnósticos procupan a la sociedad. 

Multitud de estudios sobre carcinoma laríngeo inducido por radiaciones ionizantes se 

han publicado desde hace décadas51,52. En los primeros años los casos eran relativamente 

inusuales y aparecieron tras irradiaciones “benignas” de cabeza y cuello. No obstante, ahora 
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se ratifica la evidencia que relaciona la aparición de segundos tumores en las irradiaciones 

empleadas en el cáncer de cabeza y cuello. 

Las radiaciones externas de cabeza y cuello pueden causar cáncer de laringe. Aun 

así, han aparecido carcinomas de tiroides, hipofaringe y del espacio retrocricoideo, así como 

sarcomas de laringe tras la radiación de la glándula tiroides en el tratamiento de la 

tirotoxicosis. Asi mismo, se han observado carcinomas de laringe y sarcomas tras la 

radiación de la piel del cuello en micosis y en el lupus eritematoso sistémico. La práctica 

denostada consistente en irradiar los ganglios linfáticos tuberculosos fue seguida en algunos 

casos de un carcinoma de hipofaringe y laringe. En una revisión de un gran número de 

casos de degeneración maligna de papiloma laríngeo juvenil en las publicaciones desde 

1957, se demostró que la mayoría de las veces, la laringe fue radiada previamente. Desde 

entonces se han publicado numerosos casos similares. Por el contrario, la degeneración 

espontánea del papiloma juvenil a carcinoma de laringe es extremadamente rara. El 

intervalo de latencia hasta la aparición de la degeneración maligna esta comprendido entre 

3-44 años, con una media de 20 años. La fuente de radiación en estos casos casi siempre 

la constituyen radiaciones X 15. 

 

PAPILOMAVIRUS HUMANO 

 

El tabaco fumado y masticado, además del consumo abundante de alcohol han 

quedado establecidas como factores de riesgo de radical importancia en la etiología del 

carcinoma epidermoide de cabeza y cuello. Desde hace unos 15 años, el papilomavirus, 

factor etiológico fundamental en el desarrollo del cáncer de cérvix, se ha relacionado con el 

origen de un subconjunto de este grupo tumoral53
.  

De cualquier manera, la presencia de ADN viral en la muestra tumoral no es 

suficiente evidencia como para afirmar que el tumor pudiera ser debido a la infección del  

virus del papiloma humano (VPH). Algunos estudios de biología molecular han ayudado a 

demostrar e identificar serotipos de papiloma virus donde la relación causal tiene una mayor 

consistencia, como son algunos subtipos localizados en orofaringe54
, concretamente en  las 

amígdalas palatinas 55 , 56 . La relación casual entre el VPH y determinados carcinomas 

epidermoides de cabeza y cuello ha quedado demostrada en múltiples estudios en estos 

últimos años, donde el ADN del HPV ha sido identificado en términos generales hasta en un 

15% de los casos de CECC54.  

El serotipo más frecuentemente detectado ha sido el VPH-16, hasta en 90-95% de 

los CECC- VPH positivos, seguido del VPH-18 y el VPH-33, entre otros. La prevalecía de 

cada subtipo de VPH varía en acuerdo con la localización tumoral. La localización mas 
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frecuente es el carcinoma epidermoide de orofaringe; donde es especialmente común  los 

carcinomas localizados tanto en amígdalas linguales como en amígdalas palatinas, con un 

rango de prevalencia entre le 45% y el 67% 57 , 58 , 59 , 60 . Con menor frecuencia ha sido 

localizado en el resto de la cavidad oral (12-18%), en lengua (12%), hipofaringe (13- 25%), o 

en laringe (3-7%)61,62. (Figura 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El mecanismo de acción, es a través de proteinas codificadas por estos virus 

oncogénicos (oncoproteinas E6 y E7),  que actúan  induciendo la degradación de la p5362,63, 

como es el caso de la Oncoproteina E6 64 . Por otra parte, la Oncoproteina E7 está 

relacionada con la supresión de la función de la pRb65. Una expresión disminuida de la pRb 

que es un hallazgo muy común en el carcinoma epidermoide de origen amigdalar66.  

Todos estos datos conducen a una doble hipótesis sobre el origen carcinogénico en 

los tumores de cabeza y su posible relación con el VPH:  

 

1. Una primera, en la que el origen se vería plasmado en la actividad supresora que 

provocan las proteinas oncogénicas E6 y E7 sobre la p53 y la pRb lo cual 

conllevaría una alteración en la regulación  sobre el control del ciclo celular. Esta 

vía se  relacionaría preferentemente con los carcinomas epidermoides de cabeza y 

cuello que afectan a pacientes no fumadores67 . 

2. Una segunda fundamentada en la carcinogénesis inducida por el tabaco y el 

alcohol, en términos generales.  

 

Estas dos vías podrían desarrollarse conjuntamente o de manera independiente.  

Serotipo VPH  

Figura 1: Serotipos de Virus del Papiloma Humano (VPH)  relacionados con el carcinomas epidermoides de cabeza y 

cuello. 
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Existe otra relación que tendría una gran repercusión sobre el control del ciclo 

celular, que es la existente entre el VPH 16 y el receptor para el factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) 68 . Los niveles del receptor de factor de crecimiento epidérmico se 

encuentran en niveles muy altos en los queratinocitos humanos que se encuentran 

sobreinfectados por el VHP 16 (HKc/ VHP16). Pero actualmente se defiende la hipótesis de 

que este incremento precede a la infección del virus por lo que el aumento del número de 

estos receptores podría promover la sobreinfección y posterior carcinogénesis provocada 

por el VPH 1668
. 

El carcinoma epidermoide que afecta a población más joven muestra una incidencia 

aumentada en la población femenina sin factores de riesgo reconocido, y ocurre más 

frecuentemente en la cavidad orofaringea 54. La influencia que la edad ha supuesto en la 

supervivencia, nos plantea resultados contrapuestos con respecto a pacientes con edad 

avanzada donde la diferencia clinicopatológica más característica que se han expuesto, han 

sido, las diferencias moleculares en el comportamiento en población joven. La inestabilidad 

microsatélite constituye la diferencia de mayor relevancia entre población la población joven 

y el resto (88% y 36%). Se  detecta con mayor frecuencia en la lengua (71%)54. El 

mecanismo molecular de este factor es aún desconocido, y no han podido identificarse 

mutaciones  o promotores que los identifiquen. 

La Anemia de Fanconi es una enfermedad autonómica recesiva de la médula ósea 

presentando los pacientes cierta predisposición a desarrollar leucemia mieloide aguda y 

otros tipos de tumores sólidos, además de alteraciones congénitas. El incremento del riesgo 

relativo para padecer carcinomas epidermoides de cabeza y cuello que presentan los 

pacientes con anemia de Fanconi es de 700 veces más que en la población normal. La base 

molecular que justifica este incremento es desconocida69, aunque se ha registrado un alto 

índice de infección por DNA de HPV 16 en pacientes afectos por esta patología69.  Además 

no suelen existir mutaciones de la P53 como ocurre en los carcinomas epidermoides de 

cabeza y cuello que acontecen en los tumores HPV positivos. Todo esto apoya la hipótesis 

que relaciona la Infección por HPV 16 con la posibilidad de desarrollar carcinomas de 

cabeza y cuello  en el contexto de la anemia de Fanconi70. 

Varios agentes ambientales más se han implicado en la patogenia del carcinoma 

epidermoide de cabeza y cuello, y en la actualidad se acepta una hipótesis multifactorial 

sobre la carcinogénesis laríngea. Existen otros factores ambientales que también han sido 

relacionados, como la radiación  y la exposición a los asbestos, al serrín,  gas mostaza y a 

los productos de las refinerías... 
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FACTORES GENETICOS 

 

Se han realizado gran número de estudios para examinar las alteraciones 

cromosómicas existentes en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (CECC), 

estableciéndose modelos de carcinogénesis a nivel celular con las alteraciones 

cromosómicas detectadas en las distintas regiones genómicas. Mediate es estudio de 

algunas de ellas se han podido identificar regiones con posibles genes candidatos, como la 

9p21 (región del gen supresor de tumores p16) 71 , la 17p13 (lugar del gen supresor de 

tumores p53 y tal vez de otros genes supresores aún desconocidos), 3p (donde se cree que 

residen hasta tres genes supresores)71 y 13q21 (donde residen un gen supresor de tumores 

desconocido aún, próximo al  locus del retinoblastoma) entre otros. 

 

MODELO DE PROGRESION GENETICA EN LA CARCINOGENESIS DEL 

CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO 

 

En múltiples estudios realizados con análisis microsatélite11 en diversas series de 

lesiones hiperplásicas, lesiones displásicas, carcinomas in situ y carcinomas epidermoides 

invasivos, se examinaron estos y otros loci cromosómicos, generandose el “Modelo de 

Progresión Genética Secuencial en la Carcinogénesis de las Células Escamosas de 

Cabeza y Cuello”72. Dicho modelo se basa en que: 

 

 Existían genes supresores, como el p16, p21 y p27 que codificaban proteinas 

trascendentales en el control del Ciclo Celular entre otras funciones. La alteración 

de la proteina p16 codificada por el gen P16 (localizado en  9p21), era un 

acontecimiento precoz que ocurriría en la transición de célula normal a metaplasia 

escamosa71. Esta alteración cromosómica aparecía también en otros tipos 

tumorales como el melanoma, y en algunos tipos de cáncer de pulmón, etc. 

 

 La transición a displasia era seguida de la pérdida del 3p y 17p con pérdidas 

adicionales (11q, 13 q, 14q)54, que ocurrían más frecuentemente  en carcinoma 

insitu, y otras (6p, 8q, 4q) en células de carcinoma escamoso invasivo  71. 

 

 La secuencia de la p53 indicaba que su pérdida de función ocurría en la 

transformación maligna de las células escamosas. 
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 Los tumores bien diferenciados demostraban una baja expresión de cromosomas 

3p, 5q, y 9p, todos con sobreexpresión del 3q. 

 Los tumores pobremente diferenciados compartirían estas aberraciones, 

presentando además otras anormalidades como la delección de 4q, 6q, 8p, 11q, 

13q, 18q, y 21q, y una sobreexpresión de 1p34-pter, 11q13 73 , 19, y 22q. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis pormenorizado de las repercusiones derivadas de las  alteraciones 

genómicas en las distintas fases del ciclo celular, llevarán a un mejor entendimiento de la 

carcinogénesis en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. Se analizán entre otras 

alteraciones genómicas, las distintas disrupciones en las señales mitogénicas celulares, las 

alteraciones del control celular, los trastornos en la relación de contacto y diferenciación 

célula-célula, además de las alteraciones en la apoptosis celular.  

 

Figura 2: Modelo de progresión carcinogénica en el CECC (adaptado  de Califano y cols72) 

Mucosa Normal Hiperplasia Displasia Carcinoma in situ Carcinoma 

Escamoso 
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ALTERACIONES EN EL PASO DE LA SEÑAL MITÓGENA 

 

Se inicia a través de los receptores de la superficie celular, que están alterados en 

muchos tipos de neoplasias, como las correspondientes al carcinoma epidermoide de 

cabeza y cuello. 

Se hace referencia a dos receptores de membrana: El receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (c-erbB1) y el relativo al receptor HER-2/neu (c-erbB-2). Ambos 

receptores tienen dominios citoplasmáticos con actividad tirosin-quinasa y activan vías de 

mensajeros secundarios intracelulares. Se profundizará además, en varias moléculas como 

el STAT3, Peptido liberador de Gastrina, Neurokinina 1…, que repercuten sobre dicha 

señalización. 

 

• El Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico:   

 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por epidermal growth factor 

receptor) pertenece a la familia ErbB/HER en la que se incluyen además: el Her2, Her3 y 

Her4, pertenecientes a la superfamilia de receptores localizados en la membrana plasmática 

celular con actividad tirosin-quinasa intrínseca. En humanos, el gen que codifica el EGFR (c-

erbB1) se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7 (región p13-p12). Este gen está 

compuesto por 28 exones que ocupan un segmento de 75 kb, apareciendo de forma 

aberrante o amplificado en muchos tumores malignos, como por ejemplo en gliomas y 

glioblastomas74
’
75 , en diversos carcinomas 76,77,78  y algunos sarcomas 79. 

Se ha planteado la posibilidad de que existan receptores del factor de crecimiento 

epidérmico en otras localizaciones, lo cual tendría importantes implicaciones en la  

regulación de la carcinogénesis, pudiendo actuar como factor de transcripción debido a una 

posible localización nuclear80.  

Una gran cantidad de genes podrían ser activados directamente por el EGFR 

mediante una cascada de señales de transducción, en vez de una acción directa de este 

receptor activado directamente en la membrana celular. De manera similar, se ha postulado 

dicha presencia y función nuclear para los receptores  ErbB281 y  ErbB382.  

Este factor, y su principal ligando, el factor-alfa (TGF-alpha), al igual que otros 

ligandos como Betacellulin, Heregulin, Amphiregulin (AR), entre otros, están 

sobrerregulados en las líneas celulares con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello 

estudiadas, constituyendo un circuito cerrado de activación autocrina. La TGF-alpha se 

sobreexpresa en la carcinogénesis temprana, siendo elevada en la displasia moderada, 

pero sin incrementos notables en la displasia grave o el carcinoma insitu83,84. Por el contrario 
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el EGFR se incrementa paralelamente al grado de displasia, presentando un mayor 

sobrecrecimiento en estadios avanzados y en tumores pobremente diferenciados. También 

existe sobrerregulación en el epitelio normal próximo a los tumores, lo cual apoya la teoría 

del Campo de Cancerificación85. La sobrexpresión del receptor de crecimiento epidérmico 

y su ligando el TGF-alfa son prevalentes en los carcinomas epidermoides de cabeza y 

cuello; el ARN m concreto se encuentra sobreelevado respectivamente en un 92% y un 87% 

85, 86 
. 

El expresión del las proteinas que constituyen el EGFR encontrada en el cáncer de 

laringe, se encuentran sobreelevadas entre un 38 y un 47%, en comparación con la 

detectada en carcinomas localizados en faringe o cavidad oral87. 

Además del EGFR, otros miembros de familia ErbB sufren una sobreexpresión en 

cáncer de cabeza y cuello (ErbB2, el 3 % al 29 %; ErbB3, el 21%; ErbB4, el 26 %) 88, 89. 

 

 Receptor HER-2/neu (c-erbB-2): 

 

El oncogen ErbB-2/Neu codifica el receptor de la Herregulina/NDF y también se 

encuentra amplificado en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello. Un gran número de 

estudios sobre esta molécula han revelado una repercusión trascendental sobre la 

diferenciación en cuanto a motilidad y adhesión celular. La sobreexpresión de este receptor 

se ha relacionado con la aparición de tumores sólidos en otras localizaciones como en 

pulmón, ovario y estómago, entre otros. Se ha identificado como factor de mal pronóstico90, 

aunque, por el contrario, han aparecido otros estudios donde no se encuentra correlación 

entre dichos parámetros clínicopatológicos91 . Esta alteración acontece, aproximadamente, 

en el 50% de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, además, algunos trabajos 

apoyan la hipótesis de que la coexpresión de c-erbB1 y c-erbB2 se relaciona con un mayor 

potencial metastático a nivel linfático92,93 . De cualquier manera la sobreexpresión del c-

erbB-2 podría ser utilizada como marcador de supervivencia en pacientes con carcinomas 

epidermoides de cabeza y cuello recurrentes, ya tratados con quimioterapia94. 

 

 

Péptido Liberador de Gastrina  (GRP): 

 

Es un potente agente mitogénico, que actúa tanto en tejido normal como neoplásico, 

afectando básicamente a la regulación del crecimiento celular. Los efectos de este péptido,  

la Neuromidina-B, u otros péptidos parecidos a la Bombesina, son mediados por receptores 

de proteinas G acopladas 95 , incluido el receptor para el péptido liberador de Gastrina 

(GRPR) y el receptor para la Neuromidina B. El GRP está producido por células pulmonares 
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neuroendocrinas y se ha relacionado con el normal desarrollo pulmonar, con alteraciones 

pulmonares relacionadas con el tabaco, carcinoma pulmonar de células pequeñas y el 

adenocarcinoma de células grandes. Las señales derivadas del control del receptor del 

péptido para la liberación de gastrina (GRP) parecen mediar entre la agresión que genera la 

exposición continuada del tabaco y el crecimiento autocrino de los carcinomas 

pulmonares95.  

Se ha relacionado la regulación autocrina del GRPR y el desarrollo carcinogénico del 

carcinoma escamoso de cabeza y cuello95. Se han publicado estudios apoyando esta 

hipótesis, analizando la expresión de RNA-m GRPR en tejidos de pacientes con carcinoma 

epidermoide de cabeza y cuello, tejidos sin tumor y cultivos celulares con carcinoma 

epidermoide de cabeza y cuello obtenidos mediante la técnica de la PRC. Tras la utilización 

de un anticuerpo monoconal contra el receptor de GRP en los distintos tejidos, se concluyó 

que el GRP y el GRPR, participaban de en la regulación autocrina dentro de la 

carcinogénesis precoz en el carcinoma epidermoide de cabeza y cuello96. 

Pudo evidenciarse una inhibición de la proliferación celular tanto in vivo como in vitro, 

mediante la neutralización con anticuerpos monoclonales del GRP y el GRPR,  lo cual arrojó 

resultados esperanzadores en el tratamiento futuro de este tipo tumoral. Se ha descrito una 

íntima asociación entre el GRP y el EGFR relacionada a través de  la familia de quinasas-

Src 97 , las cuales producirían señales intracelulares encargadas de la regulación de la 

proliferación celular97. El péptido liberador de Gastrina (GRP) podría inducir una fosforilación 

rápida del receptor del  factor de crecimiento epidermico (EGFR), entre otras funciones, 

debida a la estimulación de la secreción del TGF-alfa y de la Amphiregulin (AR)98, entre 

otros ligandos97, provocando la activación de las quinasas-Src y éstas, a su vez, mediante 

una matriz de metaloproteasas, actuando sobre el EGFR. El bloqueo de las quinasas-Src, 

usando un inhibidor específico, disminuiría la fosforilación del EGFR inducida por la GRP. 

(Figura 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3: Resistencia a la inhibición del receptor de crecimiento epidérmico en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello 
como resultado de la activación oncogénica de dicho receptor

86
. (Figura de Kalyankrishna y J Grandis 2006)   
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STAT3  

 

El STAT3 (por Signal transducer and activator of transcription) es un transductor de 

señal y activador de la transcripción. Cuando el EGFR se estimula, activa a las proteinas 

STAT, que a su vez inducen la proliferación celular. Está descrito el aumento de expresión 

de STAT3 en la mucosa de los pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, y que el 

bloqueo de la expresión de EGFR, parece reducir la activación de STAT399. Aunque no se 

han publicado estudios que relacionen la actividad STAT y la supervivencia de los pacientes 

con cáncer de cabeza y cuello, parece que esta kinasa esta fuertemente relacionadas con 

los procesos de progresión tumoral100. Curiosamente la distribución de STAT3 activado en la 

mucosa normal difiere entre los pacientes con cáncer y los individuos sanos. Mientras que la 

forma fosforilada de STAT3 se expresa normalmente en las capas basales de la mucosa de 

personas normales, en los pacientes con cáncer la expresión se detecta en todo el espesor 

de la misma, sugiriendo que el gen se altera tempranamente en la carcinogenesis99 .Por 

otro lado, en los tumores pobremente diferenciados se detecta una sobreexpresión del 

gen101. 

 

 

Receptor de la Neurokinina 1 

 

El Receptor de la Neuroquinina 1 es una proteina transmembrana que procede de la 

familia de las taquicininas, cuya activación por la sustancia P (SP), induce mitogénesis en 

numerosas líneas celulares, como la del cáncer de laringe Hep-2102. Muy recientemente se 

ha descrito la presencia de este receptor en los canceres de la cavidad oral 103 , y laringe104 , 

sugiriéndose que la expresión en membrana del mismo sea responsable de una potente 

señal mitótica para las células tumorales105. 

Las acciones biológicas de la SP son llevadas a cabo mediante la activación del 

receptor de Neurokinina 1 por dicha sustancia. Entre las funciones biológicas con las que ha 

sido relacionada cabe destacar, la inflamación neurogénica, el dolor, la depresión, ansiedad, 

vómitos. Los antagonistas del receptor de la NK1 (NK1R) han sido probados como eficaces 

en tratamientos antieméticos, antidepresivos y analgésicos entre otros. Por otro lado, se ha 

podido constatar que la activación del NK1R induce mitosis en diversas células tumorales 

procedentes de diferentes líneas celulares de cáncer, además se han realizado estudios con 

inmunofluorescencia en los que se demuestra que los tejidos tumorales estudiados poseían 

una mayor cantidad de receptores NK1 que los tejidos adyacentes sanos. 

Se piensa que la inhibición del crecimiento tumoral hallado, se debe a que el bloqueo 

del NK1R por su antagonista produce una inhibición tanto de la síntesis de DNA así como 
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de la proliferación celular mediada por la ruta de las Mitogen Activated Protein Kinasas 

(MAPK). Esteban et al. proponen105  que el aumento de los NK1R en la membrana celular, 

sería el mecanismo por el cual la SP produciría sólo en estas células un aumento de las 

señales mitogénicas contrarrestando las diferentes señales apoptóticas y/o señales 

prosenescencia en la población de células neoplásicas. 

La hipótesis que defiende esta investigación se fundamentaría en los estudios 

previos con otras líneas celulares de cáncer (tumores de mama, de pulmón, del sistema 

nervioso central, pancreáticos y retinoblastoma entre otros) 106, 107, 108 ,109, 110, 111, 112 ,113, 114, 115, 

116, 117 ,118, 119 ,120 ,121 , 122, 123, 124, 125, 126, 127 de tal forma se defiende que, el receptor de la 

Neurokinina 1 está involucrado en la posible acción antitumoral del L-733,060 y del L-

732,138 (antagonistas de dicho receptor) y en la posible acción mitogénica de la SP sobre la 

línea celular de cáncer laringe Hep-2. 

Por otro lado, mediante inmunohistoquímica se ha podido evidenciar que el NK1R, 

se encuentra en la gran mayoría de los carcinomas e indicadores de inflamación crónica104. 
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ALTERACIONES EN EL CONTROL DEL CICLO CELULAR 

 

Existen factores que juegan un papel crítico en la regulación del ciclo celular, 

muchos de ellos se encuentran alterados en los carcinomas epidermoides de cabeza y 

cuello. 

 

 Sobreexpresión de la Ciclina D1: 

 

El Gen de la CCND1 (PRAD1), localizado en la región cromosómica 11q13, codifica 

la Ciclina D1, una proteina que tiene un papel clave en la regulación del ciclo celular en la 

transición G1/S. La amplificación del gen  CCND1, con la consiguiente sobreproducción de 

Ciclina D1, es una de las anomalías más frecuentemente encontrada en los carcinomas 

epidermoides de cabeza y cuello 128 . Dicha amplificación se ha asociado a una mayor 

agresividad tumoral y un peor pronóstico. Es un suceso tardío en el desarrollo de la 

carcinogénesis, produciéndose más tarde que otros procesos como la inactivación de la 

P53129. 

Se han realizado muchos estudios donde se ha analizado la amplificación de la 

ciclina D1 hallándose una asociación con tumores mas agresivos y con una menor 

supervivencia 130 , 131 .También se han descrito algunas combinaciones de distintas 

alteraciones que  marcan un pronóstico negativo con resultado significativo, como son las 

pérdidas alélicas del gen P53 asociadas a la amplificación del gen CCND1129 . 

 

 

 Inactivación de gen supresor de tumores p16INK4a: 

 

La mutación que inactiva al gen supresor de tumores p16INK4a, delección del gen 

p16 localizado en el 9p21,  es una de las alteraciones genéticas más comunes que se han 

descrito en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.  

La p16 interacciona con la Ciclina–D1-CDK4 regulando su actividad y previniendo la 

fosforilación del gen supresor del retinoblastoma, como consecuencia, provoca una 

regulación a la baja de la proliferación celular132. En las últimas publicaciones al respecto, se 

describió la amplificación de la Ciclina D1 de un 30% en los tumores estudiados130, y una 

frecuencia de un 52% en el caso de la delección de la p16. En este mismo estudio se 

observó que la carencia en la expresión del gen p16 se presentaba hasta en un 64% de los 

pacientes, existiendo una gran correlación entre la delección y el defecto en la expresión de 

la p16 (p=0.008)132. La amplificación de la ciclina D1 se relaciona, de forma 
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estadísticamente significativa, con el aumento de resistencias, mayor frecuencia de 

metástasis a distancia133 , y con la supervivencia. En el caso del gen P16 también se 

apreciaba una fuerte relación con el aumento de metástasis a distancia. Se demostró de 

manera significativa que existía una correlación entre la amplificación de la ciclina D1 y la 

delección en el gen p16, asociándose ambos cambios con la recurrencia, metástasis a 

distancia y la supervivencia, potenciándose entre sí para un peor pronóstico en carcinomas 

epidermoides de cabeza y cuello130,133. 

Se han descrito efectos antitumorales al introducir este gen supresor de tumores en 

colonias de células cancerígenas134. 

 No es sorprendente que la combinación de varias alteraciones genéticas tenga 

mayor valor pronóstico que cada una de ellas aisladamente, ya que este desarrollo es muy 

complejo y presenta alteraciones e interacciones entre productos de distintos genes. 

 

 Retinoblastoma 

 

El gen del retinoblastoma (Rb, localizado en el cromosoma 13q14) es un elemento 

clave en el control del ciclo celular135. La proteina Rb cuando está hipofosforilada se liga e 

inactiva a un factor de trascripción responsable de la progresión del ciclo celular, EF1, por lo 

que la mutación del gen Rb o la inactivación del mismo, conllevan a un crecimiento celular 

incontrolado. Mediante inmunohistoquímica, se han detectado disminuciones en la 

expresión, en porcentajes variables, de tumores de cabeza y cuello, desde el 6 al 74% 

136,137,138,139, mientras que el estudio de la pérdida de heterocigosidad (LOH) demuestra la 

perdida de un alelo entre 14 y el 59% de los casos140,141. 

 

 Oncogen  c-myc: 

 

El Oncogen c-myc, descrito inicialmente en el linfoma de Burkitt, está íntimamente 

relacionado con el control de la trascripción celular, y reside en el brazo largo del 

cromosoma 8q. Está constituido por 3 exones que codifican una proteina nuclear de 62-

KDa, que actúa como factor transcriptor nuclear con una vida media corta de sólo unos 

minutos. Parece jugar un papel fundamental tanto en el desarrollo normal como en la 

carcinogénesis celular142. El c-myc actúa, junto a otros genes, precipitando la apoptosis vía 

p53143 .  

La amplificación del locus c-myc ocurre frecuentemente en carcinomas epidermoides 

de cabeza y cuello, y se ha relacionado con un peor pronóstico en cuanto a la 

supervivencia. Otros resultados han revelado una correlación negativa entre la 

sobrexpresión del oncogen y la capacidad metastásica a nivel ganglionar de los carcinomas 
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epidermoides de área otorrinolaringológica, aunque existen autores que no apoyan esta 

correlación negativa 144 . Algunos estudios más recientes han descrito que no existe 

correlación entre la sobreexpresion de c-myc y parámetros clinicopatológicos como: sexo, 

edad, grado histológico, o tipo de cáncer145 . Lo que si se ha constatado, aunque sin una 

evidencia significativa, es que los niveles de la proteina codificada por el encogen c-myc 

tendría niveles superiores en estadíos tempranos de la carcinogénesis comparativamente 

con estadíos tardíos. Esto sugeriría que la sobrerregulación del oncogen c-myc, 

correspondería a un acontecimiento temprano en la carcinogénesis laríngea145. 

 

 Inactivación de la p53:   

 

La p53 es un factor antineoplásico fundamental que, mediante la inhibición del ciclo 

de crecimiento celular e inducción de apoptosis celular, actúa en la supresión de la 

proliferación celular aberrante146.  

 Los primeros estudios que investigaron supuestas mutaciones de p53 en 

carcinomas de cabeza y cuello mediante inmunohistoquímica, dieron resultados 

contradictorios. Parece razonable suponer que la mutación de p53 fuera un paso necesario 

en la transformación maligna en tumores de cabeza y cuello, en este sentido las células 

normales no tendrían la p53 mutada. Existen estudios que demuestran que en una mitad de 

los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, el gen de la p53 se encontraría 

inactivo146, 147  .Por otro lado, podría tratarse de un acumulo de p53 normal en células 

continuamente expuestas a carcinógenos148, o bien que la proteína E6 del HPV humano 

inactivase a la p53 al acelerar su degradación. Se han demostrado tasas altas de inclusión 

del genoma del VPH en leucoplasias y carcinomas de cabeza y cuello. En otros estudios se 

planteó que la mutación en la p53 parecía ser mucho más común en tumores  HPV  

negativo,  que  en los  positivos,  apoyando  también la idea de la inactivación de la  p53  

por  medio  de  la  interacción  con  la  oncoproteina viral  E6 30. Clínicamente se ha 

relacionado la p53 mutada con un incremento en el riesgo de recaídas a nivel 

locorregional149,150. 
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ALTERACIONES DEL CONTROL DEL CONTACTO 

CELULA-CELULA 

 

Dado que la adhesión intercelular es crítica en los procesos dinámicos necesarios 

para la morfogénesis tisular, así como para el mantenimiento de los tejidos diferenciados, en 

los últimos años se ha presentado mucha atención a los genes que regulan la expresión de 

estas moléculas, necesarias en las interacciones célula-célula o célula con la matriz 

extracelular. Por otro lado, se ha descubierto que algunas de estas moléculas, pueden 

iniciar señales intracelulares regulando diversos procesos tales como la división celular, la 

migración o la diferenciación. La expresión de estas moléculas está fuertemente regulada y 

se produce, en el epitelio de la vía aerodigestiva superior, de forma muy ordenada, 

controlándose así los mecanismos de proliferación, movilidad, diferenciación y, por ende, 

supervivencia. En los tumores malignos, la regulación de muchos de estos procesos se 

encuentra alterada, y se han relacionados distintas características del fenotipo maligno con 

la expresión, a su ausencia, de algunas de estas moléculas151. Dado que se descubren 

nuevas moléculas, la clasificación de las moléculas de adhesión intercelular se va haciendo 

cada vez más compleja. Procederemos a describir 4 familias como son las Integrinas, 

Cadherinas, Selectinas y las pertenecientes a la superfamilia de las Inmunoglobulinas. 

(Tabla 1). 

 E-cadherina 

 

La molécula específica de adhesión epitelial célula-célula (E-cadherin) realiza un 

complejo trabajo en el normal desarrollo de las relaciones de unión entre células próximas 

en el tejido epitelial152 .Son glicoproteinas transmembrana que funcionan de forma Ca2+-

dependiente. Juegan un papel importante en los fenómenos de ordenación y reconocimiento 

celulares que tienen lugar durante el desarrollo, siendo consideradas como importantes 

reguladores de la morfogénesis153. Se han descrito numerosas alteraciones de expresión, 

fundamentalmente pérdidas, de las caderinas en los tumores de cabeza y cuello154,155,156. La 

pérdida de esta molécula  se ha relacionado con el incremento de la capacidad invasiva de 

los tumores de extirpe epidermoide, concretamente los que se localizan en cabeza y cuello. 

También se ha asociado con un incremento en la probabilidad de extensión linfática157. 

 

 Integrinas 

 

Las integrinas son una familia de glicoproteinas transmembrana que se encuentran 

en la práctica totalidad de las células, siendo con diferencia la mayor familia de receptores 
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de adhesión intercelular. Además de mediar la adhesión celular, participan en muchos 

procesos celulares tales como la proliferación, migración, supervivencia y diferenciación 

celular158. 

Como ocurre en otros carcinomas, la expresión de integrinas en los tumores de 

cabeza y cuello muestra heterogeneicidad tanto intra como intertumoral159 existiendo una 

tendencia a que lo tumores menos diferenciados y más agresivos muestren alteraciones en 

su expresión160. 

 

 Selectinas 

 

Las selectinas son una familia de proteinas transmembrana que se encuentran en 

plaquetas, leucocitos y células endoteliales161. Las selectinas median fundamentalmente la 

adherencia de los leucocitos a las células endoteliales, permitiendo el paso de los mismos a 

través de la pared. Las selectinas no se expresan normalmente por las células epiteliales, 

habiéndose descrito recientemente en diversos tumores de cabeza y cuello 162,163. 
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Tabla 1 Moléculas de adhesión celula-célula 
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ALTERACIONES EN LA REGULACION DE LA MUERTE 

CELULAR 

 

La apoptosis (o "muerte celular programada") es un proceso biológico ordenado y 

"silencioso", que no produce ningún tipo de reacción en los tejidos, pero que resulta 

necesario para evitar la sobreproducción celular. La alteración de la regulación de este 

proceso puede concluir en acontecimientos críticos y desencadenar el inicio de la 

carcinogénesis.  

 

 P53 

 

Uno de los reguladores más importante al efecto, es la p53, cuya alteración, como se 

ha descrito anteriormente, podría tener una gran repercusión en el desarrollo del carcinoma 

epidermoide en esta localización. 

 

 Familia Bcl-2 

 

La familia de las Bcl-2 constituye un conjunto de moléculas cuya función puede ser 

apoptótica o antiapoptótica. Aproximadamente el 70 % de los carcinomas epidermoides de 

cabeza y cuello presentan una regulación alterada de estas moléculas. 

Se han realizado estudios en los que se  han demostrado una asociación entre la 

sobreexpresión de las moléculas de la familia Bcl-2  y una mejor respuesta a la 

quimioterapia, al igual que un mejor control locorregional y mayor supervivencia164. 
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CALPAINAS 

 

Las calpainas son una familia de proteasas que están implicadas en la regulación de 

una gran variedad de funciones celulares como la señalización intracelular, proliferación, 

diferenciación, movilidad celular y apoptosis.  

 

µ-Calpaina Y M-Calpaina 

 

Se ha escrito mucho sobre el Sistema de las Calpainas desde que en 1976 se 

purificó una proteina Ca2+ dependiente, que posteriormente fue llamada m-calpaina. 

Originariamente este sistema abarcó tres moléculas: 2 proteasas Ca2+ dependientes, µ-

Calpaina y m-calpaina, y un tercer polipéptido, la calpastina, de la que sólo se conocía la 

función de inhibir a las dos anteriores. 

Los términos µ-calpaina y m-calpaina fueron usados por primera vez en 1989165, 

para referirse a proteasas específicas dependientes de Ca2+. En virtud de las 

concentraciones de Ca2+ necesarias para desarrollar su función, pasaron a llamarse m-

calpaina, cuando los niveles de Ca2+ necesarios rondaban las concentraciones milimolares, 

o µ-calpaina en caso de los niveles necesarios fueran a concentraciones micromolares. 

Mayoritariamente han pasado a ser denominadas “Calpainas Ubicuas”, “Típicas” o 

“Calpainas Convencionales”. 

La μ-calpaina y m-Calpaina son heterodímeros que contienen una subunidad de 28-

KDa cada una, idénticas entre sí, codificadas por un único gen en el cromosoma 19 

humano166, con seis dominios de bases aminoacídicas: dominios I, II, III, IV, V o región NH2-

Terminal y el dominio VI (COOH- Terminal) o Calciomodulin-like 167.  

La μ-calpaina y m-calpaina también presentan una subunidad de 80-KDa, producto 

de genes distintos (cromosoma 11 y 1 respectivamente)166, en la que se puede hallar una 

homología de entre el 55-65% de la secuencia aminoacídica168. Dicha secuencia quedaría 

dividida, originariamente, en 4 dominios de bases168. Recientemente se demostró, mediante 

estudios cristalográficos estructurales de la m-calpaina 169 , 170 , que la secuencia de 

aminoácidos de la subunidad de 80 KDa estaría conformada por 6 dominios (dominios 

típicos), dos de ellos no se considerarían como tal, ya que estarían compuestos por una 

cadena de tan sólo 17 aminoácidos (dominio linker) y otra de 18 aminoácidos (dominio NH2- 

Terminal). 

 El análisis cristalográfico no ha aclarado aún la disposición de los distintos dominios 

de la μ-calpaina, por lo que asumimos que existen 6 dominios como ocurre en la molécula 

de m-calpain. De esta manera el dominio NH2-terminal de 18 aminoácidos será referenciado 
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como domino I. Los dominios en la m-calpaina se encuentran mejor definidos,  al contrario 

que en la μ-calpaina, donde los dominios no son tan conocidos, puesto que los estudios 

cristalográficos referidos no son tan concluyentes.  

Los dominios de la subunidad de 80-KDa que se describen a continuación, en 

función de la estructura aminoacídica, son aplicables a ambos complejos proteínicos, μ- 

calpaina y m-calpaina: 

 

DOMINIO I 

 

El dominio NH2-terminal no tiene secuencias parecidas a otros polipéptidos 

ordenados hasta ahora. Pero entre las diferentes especies estudiadas pueden presenta un 

parecido de hasta un 72 y un 86% (humana, pollo, rata, cerdo, conejo).  

 

DOMINIO II (dominio catalítico) 

 

Presenta un residuo de cisteina en la posición 115 (μ- calpaina) o 105 (m-calpaina). 

Es el sitio activo de la cisteina, que junto con un residuo de histidina en la posición 272 (μ-

calpaina) o  262 (m-calpaina) y un residuo de aspargina en la posición 296 (μ-calpaina) o 

286 (m-calpaina); conforman la Triada Catalítica, típicas de la proteasas de cisteina al igual 

que la papaina o la catepsina B, L o S. El sitio activo de la cisteina se encuentra en el 

dominio IIa, por otra parte el sitio para la aspargina y la histidina se encuentran en el 

dominio IIb. Mediante análisis cristalográficos se determinó que entre ambos dominios 

ligaban un átomo de Ca2+. 

 

DOMINIO III 

 

Este dominio no presenta secuencias parecidas a otros polipéptidos estudiados 

hasta entonces. Aunque, además de enlazar el dominio que se une al Ca2+ con el dominio 

catalítico (dominio II) de la calpaina, está relacionado con la unión a distintos fosfolípidos171. 

Por otra parte, regula la actividad de la calpaina a partir de su participación en distintas 

interacciones electrostáticas169, 172 . El análisis de la secuencia aminoacídica revela la 

presencia de dos posibles regiones de unión al Ca2+ (EF-Hand-Ca2+, regiones en forma de 

mano), uno en la frontera entre el dominio II/III y otro en la frontera entre el III/IV. 
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DOMINIO IV 

 

Al igual que el dominio VI, la secuencia de este dominio es ligeramente similar a la 

Calciomodulina (proteina transportadora de Ca2+), y contienen cuatro grupos de secuencias 

que predicen las regiones de unión al Ca2+ (EF-Hand-Ca 2+). El dominio IV de la subunidad 

de 80-KDa, de la m-calpaina, tiene cinco secuencias que codifican estas regiones, la quinta 

se encuentra envuelta en el proceso de la dimerización del las subunidades de 28 y de 80 

KDa. (Figura 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El estudio estructural cristalográfico para el análisis de las distintas moléculas, aporta 

conclusiones de gran relevancia sobre los distintos patrones de difracción y de distribución 

que encontramos en las calpainas, aunque fundamentalmente se centran en la que 

presenta la m-calpaina en su forma libre de Ca2+, dichas conclusiones son cuatro:  

Figura 4: Diagrama en el que se muestran los distintos dominios de las secuencias µ- y m-calpaina. El estudio 

cristalográfico determina la secuencia aminoacídica de los distintos dominios, además de su estructura espacial. 

Las secuencias de las regiones de unión al Ca2+, se muestran como rayas verticales en la subunidad 80K-Da (6 EF-

Hand) y en la de 28 K-Da (5 EF-Hand). (Fig. de De Goll. The Calpain System. 2003174) 
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 1.- El sitio activo no se encuentra bloqueado por el dominio I, tal como se pensaba, ya 

que la eliminación del dominio por autolisis, no activa el proencima como ocurre en otros 

casos. 

2.-La estructura de la encima libre de Ca2+ muestra que es catalíticamente inactivo, 

puesto que el sitio activo de Cisteina se encuentra a 10,5 A de los residuos de histidina y 

aspargina, distancia excesivamente grande para acoger un complejo catalítico funcionante. 

De esta forma, el Ca2+ debe inducir un cambio conformacional en la m-calpaina que reduzca 

esta distancia de 10,5 A hasta al menos 3,7 A, de manera que la triada catalítica pueda ser 

funcionante. 

3.- La hendidura autolítica del dominio I desde el aminoácido 19-20 se sitúa en un 

sitio a 40 A del sitio catalítico en las enzimas libres de Ca2+, por lo que probablemente la 

autolisis sea un acontecimiento intramolecular. 

4.-La estructura cristalográfica de la m-calpaina no se puede determinar en 

presencia de Ca2+, pero el cambio conformacional que genera la unión del Ca2+ al dominio 

IV, sugiere que éste podría ser el interruptor de la actividad proteolítica, y se piensa que 

dentro de la m-calpaina podrían existir otros sitios calciomodulin-like. Se ha determinado un 

grupo de residuos aminoacídicos entre los que se han descrito uniones iónicas que podrían 

estabilizar la estructura molecular. El Ca2+ podría interrumpir estas uniones, lo que permitiría 

el desplazamiento del dominio IIa sobre el IIb y consecuente formación de la triada 

catalítica172. (figura 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estructura 

cristalográfica de La m-

calpaina humana. Los dominios 

en diferentes colores son 

etiquetados como dI, dIIa, dIIb, 

dIII, dIV, dV, y dVI.  El 

dominio I y II son el alfa-helice 

que une los dominios I y IIa. 

Lalina roja que va de los 

dominios III-IV hasta el dIII es 

el dominio Linker. La 

localización de las uniones de 

Ca2+ (EF-1, EF-2 y EF-3 hands) 

en los dominios IV y VI  se 

encuentran indiacada en la 

figura de la m-calpaina. El sitio 

activo de cisteina, C105, esá 

coloreadqa en gris, igua que las 

His-262, la Asp-286, y el Trp-

288 en lo más alto del dominio 

IIb. [Figura adaptado de 

Reverter  y cols 173] 
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Es posible, por tanto, que el Ca2+ se una a múltiples sitios tanto en la m-calpaina 

como la μ-calpaina, no sólo en los dominios descritos (IV y VI)173, puesto que la unión del 

Ca2+ a estos dominios genera cambios conformacionales mínimos. Esto indica que la unión 

del Ca2+  inicialmente incita a nuevas uniones en otros dominios, que al final provocaría el 

inicio de la actividad proteolítica de las calpainas174. 

En los últimos años, la relación que mantienen el Ca2+ y las calpainas, en cuanto a 

los cambios estructurales y la estimulación de la actividad proteolítica que éste provoca, ha 

sido ratificada en múltiples estudios 174, aunque el proceso de desarrollo de estos cambios 

presenta aún muchas incógnitas 174. 

En 1981 se descubrió que en presencia de Ca2+ se producía una rápida autolisis de 

la m-calpaina 175,176. Actualmente se conoce que no sólo la m-calpaina sino también la μ-

calpaina se autolisan si se incuban en presencia de Ca2+ 174,177,178,179,180,181. 

El concepto concerniente a la actividad proenzimática de las calpainas  se aceptó en 

los años 90. En multitud de estudios se describió como la activación de las calpainas era 

sinónimo de autolisis. Posteriormente, se demostró como la μ-calpaina 182,183,184  y  la m-

calpaina, eran proteasas activas 185 . En otros análisis sobre cinética celular se demostró 

que la autolisis era precedida de una actividad proteolitica por parte de las calpainas 

174,186,187,188,189. 
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CALPASTINA 

 

Fue descubierta durante uno de los intentos de purificación de una m-calpaina190, 

donde se determinó, la existencia de un inhibidor de su actividad en la muestra de tejido 

estudiada. Inicialmente se estableció que esa proteína era termoestable (a 100ºC), y 

resistente a multitud de agentes desnaturalizantes, como la urea, o el acido tricloracético, 

etc 191 , 192 . El nombre de calpastina, fue propuesto por Takashi Murachi en 1979 193 . 

Posteriormente se intentó purificar este inhibidor, determinando su peso molecular entre 34 

y 280-300 KDa. Estos resultados fueron inconsistentes, como se demostró posteriormente a 

partir de los supuestos siguientes: 

 

1.-La Calpastina era lábil a la degradación proteolítica 194,195,196. Era posible que en 

las tentativas iniciales de purificar la calpastina, existieran encimas proteolíticas endógenas 

que modificaran el proceso y que soportaran las condiciones de proteolisis. 

 

2.-Actualmente se sabe que la calpastina se constituye de forma arbitraria como un 

rollo, descrito mediante  dicroismo circular o Resonancia Magnética197. De esta manera se 

produciría una sobreestimación del peso molecular de la estructura. Los estudios 

disponibles han reflejado que la calpastina es un monómero, en soluciones no 

desnaturalizantes196 ; y funciona como un monómero en las células, aunque no se hayan 

hecho aun estudios definitivos de sedimentación. 

 

3.-Aunque solo exista un único gen en humanos que codifique la calpastina 

(Cromosoma 5) 198, múltiples estudios durante los últimos 10-11 años ,han mostrado que, 

debido al uso de distintos promotores199,200,201, o diferentes splicing202,203,204,205, un gran 

número de isoformas de calpastinas, con rango de masa molecular entre 17,5 KDa201 a 

46,35 KDa200 o 84 KDa199 podrían se producidas a partir de un único gen.(Tabla 2) 
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4.- La calpastatina migra anómalamente en las tiras SDS-PAGE206,207, de tal forma 

que es difícil identificar las bandas de migración con su correspondientes pesos 

moleculares, porque en algunos casos la migración se produce más lentamente, ya que son 

el resultado de una proteolisis descontrolada previa 207, 208 .  

 

La calpastina es la única proteina inhibidora conocida con actividad específica sobre 

las calpainas.  Existen otras  proteinas con carácter inhibidor, como la L y H-Kininogen y la 

Alfa2-macroglobulina, cuya actividad es más inespecífica, actuando sobre otras 

proteasas209  además de las calpainas.  

La calpastina no inhibe a ninguna otra proteasa junto a la que haya sido analizada 

(incluyendo proteasas de cisteina como la papaina, catepsina, bromelina, etc). No se han 

descrito secuencias genéticas similares a la que codifica la calpastina en las calpainas ni en 

ninguna otra proteina con función similar en invertebrados (en la Drosóphila, en el 

Caenorhabditis elegans, o Saccharomyces cerevisiae), por el contrario si lo han hecho en 

vertebrados, de ahí que su análisis pueda ser restringido solamente a estos últimos. 

El ADN complementario que codifica la calpastina ha sido ya secuenciado206 en 

humanos210, monos211, ratas212, cerdos207 y conejos213 . La homología hallada entre las 

distintas isoformas de calpastina es mucho menor de la que existe entre otras Calpainas214. 

La secuencia aminoacídicas de las calpastinas es única y no hay descritas homologías con 

 

                          ISOFORMAS DE CALPASTINA 

NATURALEZA DE TRANSCRIPCION 
 

PROPIEDADES PROTEICAS 
 

TIPO I; contiene los exones 1xa, 1y, 
1z, del dominio L  y las cuatro repeticiones ;  

Polipéptido de 85-kDa 

Regiones de expresión desconocida al igual que los 
tejidos; músculo esquelético porcino. 

TIPO II; contiene los exones 1xb, 
1y, 1z, dominio L  y las cuatro repeticiones ;  

Polipéptido de 84-kDa 

Emigra a 145 kDa en SDS-PAGE; El dominio XL 
contiene tres lugares de fosforilación de proteinas quinasas 

A en algunas especies; músculo cardiaco y otros tejidos 

TIPO III; contiene exones del 
dominio L y las cuatro repeticiones; 77-78 

kDa 

Emigra a 135 kDa en SDS-PAGE; músculo 
esquelético de mamíferos. 

Delección del exon 3 en el dominio 
L; contiene las cuatro repeticiones; 74-75 

kDa 

Emigra a 125 kDa en SDS-PAGE; músculo 
esquelético de mamíferos. 

Delecciones de los exones 3 y 6 en 
el dominio  L; 72-73 kDa 

Migración desconocida en SDS-PAGE (110-115 kDa?) 

carencia de dominios i y L; 
Polipéptido de 46-kDa 

Migración a 70 kDa en SDS-PAGE; humano, cerdo, 
eritrocitos de conejo. 

TIPO IV; l carencia de dominios i y L 
y parte del dominio II; ?? kDa 

Migración desconocida en SDS-PAGE; transcritos 
encontrados solo en testículos 

Carencia del dominio  L y dominios 
I,II y III; 18.7 kDa 

Migración desconocida en SDS-PAGE; encontrados 
solo en testículos 

Tabla 2: Isoformas de calpastina 
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otros polipéptidos clonados hasta la fecha, incluidas las CYSTATINS, que son las proteinas 

inhibidoras de un gran numero de proteasas cisteinas, pero no de las calpainas215. 

Los estudios iniciales sobre el ADN complementario que codifica la calpastina 

porcina207,  al igual que en el caso del ratón212 , apuntaban que el polipéptido calpastina 

estaría formado por cuatro dominios, de unos 140 aminoácidos cada uno, parcialmente 

semejantes (del 23- 36%), repetidos; además de un dominio NH2-Terminal (Dominio L) que 

variaban en tamaño dependiendo de los splicing 216 , 217 . La masa molecular propuesta, 

dependiendo del Dominio L, variaría entre los 68 y 70 KDa218. En el caso de las calpastinas 

procedentes de eritrocitos o hepatocitos humanos, el rango de masa molecular lo haría 

entre 107 - 172 KDa. (Figura 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La calpastina necesita Ca2+ para poder inhibir a las distintas calpainas219,220,221, y su 

unión es reversible como se aprecia al ver que el Ca2+ puede ser liberado en presencia de 

EDTA221, 222 , . No existe evidencia de que la calpastina transporte Ca2+, por lo que el 

Figura 6: Estructura de los dominios de las distintas isoformas de la calpastina. Cada calpastina ha sido secuenciado desde cada tejido. A,B,C 

son los subdominios de cada dominio. (Fig. de De Goll. The Calpain System. 2003) 

Calpastina de tejido cardiaco bovino 

 

Calpastina de eritrocitos porcinos 

 

Dominios estructurales de la Calpastina 

Calpastina de hepatocitos  humanos 
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necesario para la interacción calpastina-calpaina podría proceder, precisamente, de la 

molécula de calpaina. 

Para analizar la actividad proteolítica de las calpainas se usa un substrato proteínico, 

como la Caseína 223. Las proteinas del citoesqueleto, MAP-2, Tau, y la Espectrina, son 

también excelentes substratos.  

El análisis de la actividad de la calpastina requeriría calpaína, puesto que ésta no 

presenta actividad inhibidora sobre otras proteasas, como ya ha sido explicado previamente. 
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MOLECULAS SIMILARES A LAS CALPAINAS 

 

Durante los últimos 13 años, la clonación y secuenciación del ADN ha permitido la 

identificación de un gran número genes “Calpain-Like” en diferentes organismos y tejidos. 

Con sólo dos excepciones, las calpainas procedentes de la Drosophila 224 , 225  y del 

Schistosoma mansoni, gusano parásito que habita en la circulación protomesenterica de 

humanos 226 , las cuales, no han podido ser secuenciadas y por tanto aisladas de los tejidos. 

La función catalítica, en este caso, u otras propiedades asociadas, son del todo 

desconocidas. Actualmente se ha conseguido secuenciar el ADNc en un gran número de 

organismos como el E. Coli227 , S. Cerevisiae228 , Drosophila 229 y en humanos230.   

 

Se ha intentado desarrollar una correcta clasificación de las moléculas Calpain-Like, 

para lo que se ha planteado algunas posibles definiciones al efecto. Esto es especialmente 

importante para esas moléculas, que no hayan sido aisladas en la forma proteica y 

presentan, únicamente, una secuencia marginal homóloga o idéntica a las Calpainas 

Ubicuas (μ-calpaina y m-calpaina).  

 

El dominio I de μ-calpaina y m-calpaina es el dominio catalítico, pero aunque 

contenga los residuos característicos de las proteasas de cisteina (cisteina, histidina y 

aspargina), sólo presenta una secuencia marginal homóloga con otras proteasas de cisteina 

como la papaina. Si por el contrario se usa la homología del dominio II con respecto a las 

típicas (μ-calpaina y m-calpaina), deberían realizarse algunos cambios sobre cuál es el nivel 

de similitud necesario para identificar moléculas miembro de la familia de las Calpainas. 

Algunos estudios sobre la materia como los desarrollados por Wilson et al 231 , sugieren que 

el porcentaje de proteinas con la misma función decrece ostensiblemente cuando la 

secuencia idéntica u homóloga es inferior al 35 %. Usando el dominio II y una secuencia 

homologa de > 20-25 % como criterios principales, fueron detectadas 14 genes Calpain-Like 

en mamíferos, 4 en drosophila, 12 en C. elegans, 2 en dos especies de hongos y levaduras, 

5 en organismos unicelulares, y una calpaina transmembrana en una variedad de planta. 

Estos 38 genes Calpain-Like presentan muchas diferencias entre ellos cuando nos 

abstraemos de las similitudes encontradas en el dominio II, y se podrían agrupar  en dos 

categorías: 
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1.- Calpainas Típicas: aquellas calpainas que presentan una subunidad de 80 KDa 

similar a la presentan las “Ubicuas”. Serían 8 en vertebrados y 3 en Drosophila. (Tabla 3) 

 

 

 

2.- Calpainas Atípicas: que podrían ser subdivididas en seis subgrupos. No 

presentan secuencia para codificar el calciomodulin-like y uniones EF-hand en su 

dominio IV (algunas carecen de dominio IV), y además no está claro el por qué son 

Ca2+ dependiente. Estarían constituidas por 27 Calpainas, tanto en vertebrados como 

en invertebrados. (Tabla 4) 

 

 

Tabla 3: Distribución de las Calpainas Típicas/Atípicas y su correlación con su gen y polipéptido 
correspondiente. 

ESPECIE GEN POLIPEPTIDO TIPICA/ATIPICA 

MAMIFEROS CAPN1 CALPAINA1 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN2 CALPAINA2 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN3 CALPAINA3a TIPICA 

  CALPAINA3b  

MAMIFEROS CAPN4 28-Kda SUBUNIT  

MAMIFEROS CAPN5 CALPAINA5 ATIPICA 

MAMIFEROS CAPN6 CALPAINA6 ATIPICA 

MAMIFEROS CAPN7 CALPAINA7 ATIPICA 

MAMIFEROS CAPN8 CALPAINA8 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN9 CALPAINA9 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN10 CALPAINA10, ATIPICA 

  10a,10b-10g  

MAMIFEROS CAPN11 CALPAINA11 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN12 CALPAINA12 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN13 CALPAINA13 ATIPICA 

MAMIFEROS CAPN14 CALPAINA14 TIPICA 

MAMIFEROS CAPN15 CALPAINA15 ATIPICA 

DROSOPHILA CALPA CALPA TIPICA 

DROSOPHILA CALPB CALPB TIPICA 

DROSOPHILA CALPC CALPC TIPICA 

DROSOPHILA SOL DCALPAINA15 ATIPICA 

C.ELEGANS TRA3 CeCALPAINA5 ATIPICA 

C.ELEGANS CED6412CET  ATIPICA 

C.ELEGANS TO4A8.16  ATIPICA 

TRYPANOSOMA BRUCEI   ATIPICA 

ARABIDOPSIS THALIANA F7A10.23 PHYTOCALPAINA ATIPICA 

ASPERGILLIUS NIDULANS pa1B ACALPAINA7 ATIPICA 
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Moléculas Calpain-Like en vertebrados  

 

En 1989 se publicaron los primeros artículos que hacían referencia a calpainas 

distintas a las Típicas, (µ-calpaina, m-calpaina, calpastina).  Sorimachi y colaboradores 232 , 

describieron la presencia de ARNm, en tejido muscular, que codificaba  una molécula con 

un 50-54% de similitud proteica con la subunidad de 80-KDa de las calpainas conocidas 

hasta la fecha. Desde entones, se han identificado en vertebrados, además de µ-calpaina y 

m-calpaina 12 ARNm o genes distintos, que codifican polipéptidos con secuencia homóloga 

al de las calpainas. El descubrimiento de más miembros de esta familia, al menos en 

Subgrupo de polipéptidos de la familia de las calpainas  

Subgrupo de Calpainas Triada Catalítica 
Dominio 

Calciomoduline-Like 

Calpainas en mamíferos   Calpainas Típicas  

mu-Calpaina, m-calpaina     

calpainas 3,8,9,11,12,14 C,H,D  si  

Drosophila calpains (3) C, H, N    

CALPA,CALPB  R, I, D  si  

Drosophila CG 3692     

    Calpainas Atípicas 

Grupo I (6)  K, H, N (h calpaina 6)   

Calpaina 6  K, Y, N (m calpaina 6) no  

Trypanosoma brucei S, Y, N  (T. brucei)   

Grupo II (7)      

Calpains 10, 13  C, H, N  no  

C. elegans      

Grupo III (2)      

Calpaina 5  C, H, N  no  

C. elegans  TRA-3     

Grupo IV (7)      

Calpaina 15  (SOLH) C, H, N  no  

Drosophila SOL      

C. elegans      

Grupo V (4)      

Calpaina 7  C, H, N  no  

Aspergillus nidulans (fungus)     

C. elegans CE 01070     

Saccharomyces cerevisiae     

Gropo VI  (1 familia)     

Arabidopsis thaliana (plant) C, H, N  no  

Maize, otras plantas     

Tabla 4: Distribución de las distintas calpainas: Típicas y Atípicas y relacion con triada catalítica 
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mamíferos, presentaba gran complejidad, y aunque dependía, exclusivamente, de criterios 

establecidos, se consideraba harto complicada. Sería necesario aislar la forma proteica de 

estas nuevas calpainas y caracterizar sus propiedades catalíticas entre otros aspectos, 

antes de establecer una naturaleza definitiva dentro de esta numerosa Familia. 

Cinco de las supuestas calpainas que han sido identificadas desde 1989, parecían ser 

específicas de algunos tejidos, puesto que los ARNm originarios se localizaron 

principalmente en el músculo esquelético (Calpaina 3a232), músculo liso (Calpainas 8a y 

8b232), en la placenta (Calpaina 6)233, en ñps testículos (Calpaina 11234,235), y en la piel 

durante los primeros 16 días del nacimiento y pulmón (Calpaina 13236). La distribución tisular 

es más amplia para otros tipos de Calpainas como la Calpaina 5237, Calpaina 7238, Calpaina 

9239, o Calpaina 10240.     

La Calpaina 6 es la única en la que su secuencia de aminoácidos presentaba un 

residuo de Lys en lugar del de Cys en el sitio activo, por lo que se deducía que podría no 

presentar actividad proteolítica. La  Calpaina 5 presentaba un homólogo en invertebrados 

denominado TRA3 (C. elegans). La Calpaina 7, por su parte, presentaba su homólogo en el 

Aspergilus Nidulans (PalB Calpain) 241 . En el caso de la Calpaina 15 su análogo en 

invertebrados es la que encontraríamos en la Drosophila (SOL calpain). 

 De las 14 moléculas Calpain-Like que han sido identificadas en mamíferos, sólo tres 

han sido identificadas en su forma proteica: µ-calpaina, m-calpaina, y Lp82 (Calpain 3b).  

La Calpaina 9 ha sido deetctada expresada en un sistema baculovirus en su forma 

proteolítica activa242. Fue necesario coexpresar la subunidad de 80-KDa y la subunidad de 

28 KDa (subunidad pequeña) para obtener la forma proteolítica activa. El heterodímero 

Calpaina 9 requiere 125 µM Ca2+ para alcanzar la mitad de la capacidad máxima 

proteolítica, dicha actividad podría ser inhibida por la calpastatina y la E-64. Su actividad 

proteolítica se correlacionaba con <5% de la actividad especifica de la µ-calpaina o la m-

calpaina 242. La expresión del gen que codifica la calpaina 9 en el estómago se encuentra 

suprimida en las células tumorales, por otra parte la deficiencia inducida de calpaina 9 en 

los fibroblastos de ratón (NIH3T3) induciría una transformación tumoral. Todo esto nos hace 

pensar que la Calpaina 9 podría tener propiedades antitumorales, pero la incapacidad para 

aislar la actividad catalítica de esta calpaina en su forma proteica hace casi imposible 

esclarecer el rol que juega en toda esta trama. 

Lp82 (Calpaina 3b) es una variante del gen de la Calpaina 3 producida por la 

delección de los exones 6, 15 y 16, que codifican las dos secuencias de inserción de la 

Calpaina 3a y usando un exon diferente (exon 1)243, resultando un dominio NH2 terminal 

distinto al de la calpaina 3a. La Calpaina 3b se aísla en el cristalino de algunos animales 

pero no en el de los humanos 243,244. La Lp82 (Calpaina 3b) parece ser un polipéptido de 

cadena única con actividad proteolítica, pero esto no se ha podido consensuar debido a la 
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imposibilidad de purificar la encima en su totalidad. La calpastina presenta un pobre efecto 

inhibitorio sobre la actividad catalítica de esta calpaina245, pero por otra parte, su actividad 

se encuentra casi totalmente mermada cuando entran en juego otros inhibidores de Cisterna 

Proteasas como la E-64, lo cual implica que el efecto inhibidor de la calpastina sobre el 

resto de calpainas no es tan importante como el descrito sobre µ-calpaina o la m-calpaina. 
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CALPAINAS Y ENFERMEDADES SISTEMICAS 

 

Un gran número de enfermedades han sido relacionadas con posibles alteraciones 

en el sistema de las calpainas. Como patologías más relevantes, se ha estudiado su 

relación con la Diabetes mellitus tipo II 240, con las cataratas246, la distrofia muscular de 

Duchenne247, la enfermedad de Alzheimer248, la isquemia249,250, la hipertensión, algunos 

tipos de cáncer251, la distrofia muscular de cinturas252 , la esclerosis múltiple253 y el trastorno 

obsesivo compulsivo254. (Tabla 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CALPAINA 3a (p94) y la Distrofia Muscular de Cinturas 

Tipo 2a (LGMD2A) 

El locus de la LGMD2A fue inicialmente localizado en una población endogámica de 

la isla Reunión. Los enfermos presentaban una forma de distrofia de cinturas. El cuadro 
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Tabla 5: Relación entre las distintas calpainas y las enfermedades sistémicas asociadas. De la revisión de De Goll y cols. The 

Calpain System. 2003174 
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clínico estaba marcado, al menos en su inicio, por una afectación muscular simétrica y 

selectiva, implicando la parte posterior de las nalgas y de los brazos, sin macroglosia, ni 

hipertrofia de pantorrillas. El espectro evolutivo era muy amplio, situándose la edad de inicio 

de los trastornos hacia la segunda década de vida y la edad de pérdida de la deambulación, 

por regla general, hacia los 30 años. 

El estudio de los polimorfismos de las secuencias de ADN de esta población mostró 

la segregación de una mutación, mediante marcadores, en el brazo largo del cromosoma 

15. Esta localización se confirmó posteriormente en familias de otras poblaciones diferentes. 

El genotipado de nuevos marcadores del cromosoma 15 posibilitó encuadrar el locus 

LGMD2A en el intervalo 15q15.1 y 15q21.1. El establecimiento de un mapa de transcritos de 

esta región, permitió detectar dos secuencias expresadas específicamente en el músculo 

esquelético codificando una de ellas a una proteasa intracelular: La Calpaina 3 (CAPN3). 

Una exploración sistemática puso en evidencia mutaciones en pacientes LGMD2A, 

validando así el gen de esta calpaina como responsable de la enfermedad255. 

La LGMD2A está originada por la mutación del gen de la CAPN3 (también llamada 

p94). Este gen codifica la Calpaina 3 que es, con mucho, el miembro más abundante, a 

nivel musculoesquelético, dentro de la familia de las calpainas. Se localiza específicamente 

en citosol y en el núcleo celular255, y requiere niveles extremadamente bajos de Ca2+ para su 

activación, la deficiencia del gen de la CAPN3 genera apoptosis mionuclear y posterior 

apoptosis de celulas musculares256. (Figura 7)  

La Calpaina 3a se ha convertido en la Calpaina más estudiada dentro de las 

Calpainas de reciente descubrimiento. Los análisis Northern-Blot determinaron inicialmente 

que la Calpaina 3a se expresaba sólo en músculo esquelético257, posteriormente el uso de 

PCRs, con una mayor sensibilidad, han demostrado su presencia en músculo cardiaco e 

hígado258.  
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El ADNc de la Calpaina 3a codifica la formación de un polipéptido de 821 

aminoácidos, que presenta una homología de un 54% y un 51%, referente a la subunidad 

de 80-KDa,  con la µ-calpaina y la m-calpaina respectivamente232 . La masa molecular de la 

calpaina 3a es mayor que la subunidad grande, de 80 K-Da, de la µ-calpaina o la m-

calpaina, debido a la existencia de una secuencia NH2-Terminal, que contiene 20 ó 30 

aminoácidos adicionales, en el dominio I, el cual no se encuentra en las calpainas ubicuas. 

Además también se aprecian diferencias en el número de aminoácidos que componen los 

dominios II (IS1) y III (IS2), aunque la función o repercusión de estas secuencias 

aminoacídicas, en la molécula de calpaina 3a, se desconoce aún. 

Las propiedades de la Calpaina 3a son un enigma en la actualidad. Por una parte, la 

repercusión clínica que supone la supuesta mutación genética de un gen que codifica una 

proteina proteolítica sobre una patología con pérdida de masa muscular; por otra parte, la 

imposibilidad para separar la forma proteica de calpaina 3a desde el tejido muscular, 

además de la imposibilidad de aislar la actividad proteolítica desarrollada por esta calpaina a 

Figura 7: Representación esquemática de las proteinas asociadas con la LGMD2A, Complejo de 

Golgi y la estructura de las fibras musculares. De Mayana Zatz. N.Engl J.Med 2006255 
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partir de un homogeneizado de tejido muscular, hacen que la descripción de sus 

características no sean sino meras conjeturas.  

Se ha publicado un intento de aislar la Calpaina 3a desde tejido musculoesquelético 

de conejo que produjo fragmentos de 60, 58, 55 y 31 KDa pero no polipéptidos de 94 

KDa259, que es la forma de expresión proteica del gen de la Calpaina 3 a partir del tejido 

músculo-esquelético humano232 . Esto induce a pensar que lo fragmentos hallados eran el 

producto de una rápida autolisis del polipéptido de 94 KDa.  

Estudios posteriores demostraron que la delección de la subunidad IS2 daba como 

resultado un polipéptido estable260. Posteriormente, durante el desarrollo de estudios de 

purificación, se determinó que la degradación era a partir del dominio II (IS1), con la 

producción secuencial de los fragmentos de 60-, 58-, y finalmente 55-KDa. 

Parece que las secuencias IS1 e IS2, estarían implicadas en la inestabilidad de la 

molécula de Calpaina 3a; la exclusión de estas secuencias daría lugar a una proteína 

estable261, y a la Lp82 (calpain 3b). 

Se ha sugerido que la pérdida de la actividad procesadora de la Calpaina 3, podría 

originar la LGMD2A. Otros estudios complementarios concluían diciendo que la deficiencia 

de la Calpaina 3  podría causar apoptosis mionuclear (muerte del núcleo de las células 

musculares), además de una profunda perturbación de factores nucleares, lo cual 

determinaba finalmente la apoptosis de la célula muscular255. 
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  La Enfermedad de Alzheimer 

Es una enfermedad neurodegenerativa, que se manifiesta con deterioro cognitivo y 

trastornos conductuales. Se caracteriza, en su forma típica, por una pérdida progresiva de la 

memoria y de otras capacidades mentales a medida que las células nerviosas mueren y 

diferentes zonas del cerebro se atrofian. La lesión cerebral típica de la enfermedad de 

Alzheimer consiste en el depósito patológico de las proteínas beta-amiloide y tau en tejido 

cerebral. Las Calpainas no se encuentran directamente relacionadas con la producción de 

proteinas Beta-amiloides262, pero de cualquier manera, los niveles de Ca2+ y m-calpaina se 

encuentran elevados, y la autolisis de µ-calpaina a sus formas de 74 y 78 KD se encuentra 

incrementada en el tejido cerebral de estos pacientes263. La proteina reguladora p35, que 

ayuda en el desarrollo del tejido neuronal, es dividida por las calpainas en dicho tejido de 

pacientes con enfermedad de Alzheimer hacia su forma de 25-KD (p25), activando la ciclina 

dependiente de kinasa 5264. La p25 es responsable de la hiperfosforilación de la proteina tau 

en el interior de los ovillos neurofibrilares intracelulares 265 , y cuando se realiza dicha 

fosforilación de forma irreversible, las trasforma en proteinas con alta resistencia al la 

degradación, comprometiendo su función normal, acarreando como consecuencia el daño 

neuronal. Por lo que las calpainas presentan un rol fundamental en el desarrollo del tejido 

neuronal necrótico que acompaña a la enfermedad de Alzheimer. 
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Cataratas  

Los niveles altos de Ca2+ se ven implicados en más del 75% de los casos de 

cataratas. La activación de las calpainas se produce por estos niveles altos y se relaciona 

con esta alteración. Actualmente, se han detectado cinco tipos distintos de calpainas en el 

cristalino: La calpaina 1 (µ-calpaina), que se expresa a niveles bajos; Lp85, que no esta bien 

caracterizada aún266 ; y las principales: m-calpaina, Calpaina 10, y Lp82267. El conocimiento 

del rol que desempeñan las calpainas en la formación de las cataratas de humanos, no se 

encuentra tan avanzado como los modelos desarrollados en ratas, donde la m-calpaina 

aparece como la enzima principal268.  
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CALPAINA 10 

 El gen de la calpaina 10 (CAPN10) se localiza en el brazo largo del cromosoma 2 

(2q37.3)240. Consta de 15 exones que abarcan 31 Kb. El análisis del ADNc humano ha 

mostrado múltiples posibles patrones de ajuste (splicing), generando proteinas de 672, 544, 

517, 513, 444, 274, 139, y 138 aminoácidos240. (Figura 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Se expresan 8 isoformas distintas de CAPN10, denominándose de la a a la h como: 

Calpaina 10a, calpaina 10b, calpaina 10 c, calpaina 10d, calpaina 10e, calpaina 10f, 

calpaina 10g, calpaina 10h240. La isoforma de calpaina 10a es la más abundante y se 

expresa en el tejido cardíaco a niveles muy altos, en tejido nervioso,  placenta, pulmón, 

hígado, músculo esquelético, riñón, páncreas, cristalino y retina 240,269. Los transcritos de la 

calpaina 10c y de la 10g, se detectan en una mayor variedad de tejidos, y los menos 

abundantes son las calpainas 10b, 10d, 10e y 10f. Los mecanismos de regulación de la 

expresión de las distintas isoformas de calpaina 10, además de sus diferentes propiedades, 

son en la actualidad aún desconocidos. 

 

 

 

Patrones de expresión proteica del CAPN 10 ARNm 

Figura 7: Isoformas de Calpaina 10 
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MODELOS DE EXPRESION DE LA CALPAINA 10 EN TEJIDO 

NORMAL    

Un gran número de trabajos han demostrado la presencia de transcritos del gen de 

la Calpaina 10  a nivel tisular270, pero no pudieron demostrar la presencia de proteinas como 

resultado de la traducción de las mismas. No fue hasta la publicación de los resultados de 

Hong Ma y cols.271, cuando se demostró la ubicuidad de la proteina derivada del gen de la 

Calpaina 10, representando además, la tercera calpaina, en frecuencia de expresión, tras μ-

calpaina y m-calpaina, en los distintos tejidos analizados. 

La expresión de la Calpaina 10 es muy variable en los distintos tejidos. En el 

cristalino inmaduro se expresan fundamentalmente dos tipos proteicos, mientras que en la 

retina son al menos cuatro las bandas proteicas que se pueden hallar. Horikawa y cols, por 

otra parte, describieron la posibilidad de que un polimorfismo en el gen de la Calpaina 10 

contribuyera al incremento de la susceptibilidad para presentar Diabetes Mellitus Tipo II en 

ciertos grupos humanos240. Todo esto desembocó en la necesidad de presentar posibles 

factores que repercutieran sobre el modelo de expresión de la Calpaina 10, para así 

conocer mejor su funcionamiento,  en las distintas localizaciones donde han sido descritas. 

Se han descrito cuatro factores que repercutían sobre el modelo de expresión, según 

Ma  y cols 271. 

 1.- DEGRADACION PROTEICA Y AUTOLISIS: 

 La degradación de las calpainas típicas tras la activación por Ca2+ o por el 

envejecimiento es bien conocida. Actualmente se conoce también que las calpainas podrían 

llegar a ser incluso sustratos de otras,  tras la activación de las mismas por el Ca2+.  

 2.- ENVEJECIMIENTO: 

El envejecimiento de las calpainas se asociaba con una gran disminución de los 

niveles proteicos. En el cristalino de los humanos maduros se han detectado pequeñas 

cantidades de calpaina 10, niveles que eran aún menores en el núcleo, la estructura más 

envejecida del cristalino. Por el contrario, en las regiones externas del cristalino, los niveles 

de calpaina 10 se veían aumentados, tal vez por la necesidad que genera la proteolisis 

durante la remodelación y diferenciación final de las células fibrilares. Estos resultados 

plantearon la posible asociación entre los niveles de Calpaina 10 y el desarrollo de las 

células del cristalino271 . 
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 3.- PROCESAMIENTO DE ARN m: 

 Se han descrito ocho variantes del gen de la Calpaina 10 en humanos, y 

potencialmente, al menos cinco de ellos podrían ser reconocidos mediante la utilización de 

anticuerpos específicos. Múltiples formas de la calpaina 10 podrían ser el resultado de 

distintas combinaciones entre los distintos exones. 

 4.- INMUNOHISTOQUIMICA: 

 Las distintas isoformas de calpaina 10 deberían ser secuenciadas, con la 

ayuda de la inmunohistoquímica mediante el uso de anticuerpos monoclonales. De esta 

manera se podrán determinar las distintas asociaciones entre las calpainas y los procesos 

nosológicos. 
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Calpaina 10 Y Diabetes Mellitus Tipo II 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad que afecta a más de 135 millones de 

personas en el Mundo. Está constituida por un gran grupo de alteraciones metabólicas, 

caracterizadas por niveles altos de glucosa en sangre. Estas alteraciones desembocan, con 

el transcurso del tiempo, en patologías como: la ceguera, la patología cardiaca y renal, 

infartos, amputaciones de miembros, y en general una disminución en las expectativas y la 

calidad de vida.  

Los factores genéticos presentan una gran relevancia en el desarrollo de la diabetes, 

incluso algunas formas de esta patología son producidas por la alteración de un sólo gen. 

En otras ocasiones el origen es multifactorial. Las formas monogenéticas constituyen el 5% 

de los casos y son producidas por mutaciones que van, desde el gen que codifica la 

insulina272 , al receptor de insulina273, la encima glucokinasa 274 , los factores hepáticos 

nucleares de trascripción: factor-1α (HNF-1α), HNF-1β, HNF-4α, factor-1 promotor de 

insulina,  el NeuroD1/BETA2. También la herencia de alteraciones mitocondriales pueden 

provocar diabetes, asociándose estas con frecuencias a pérdidas auditivas 275 . 

 

La Diabetes Mellitus Tipo II o Diabetes Mellitus no Insulin Dependiente (DMNID), 

es la forma clínica mas frecuente conformando el 90 % de los casos de diabetes, afectando 

entre el 10 y el 20 % de la población por encima de 45 años en los países 

desarrollados276,277. Este tipo de diabetes está caracterizada por un defecto en la actividad 

de la insulina además de alteraciones en su secreción.  

A lo largo de la historia reciente se han desarrollado diversos estudios de 

organización genómica para localizar los genes que originan el incremento en la 

susceptibilidad a padecer diabetes mellitus tipo II en múltiples poblaciones como, los 

mejicano-americanos278, la población sueca con residencia en la costa oeste de Finlandia279, 

y otras muchas más. En cada una de ellas, la susceptibilidad fue localizada en diferentes 

regiones del genoma,  planteando la posibilidad de que diferentes combinaciones genéticas 

pudieran contribuir a desarrollar dicha patología280. 

La búsqueda de la clave genética en la población de mejicano-americanos, ubicó 

dicho gen (NIDDM1) en la región D2S125-D2S140278 . Este gen también podría verse 

implicado en la aparición de diabetes en otras poblaciones, como la germana, francesa, 

británica o japonesa, aunque con menor importancia que sobre la población de mejicano-

americanos278.  

Recientemente se han evidenciado relaciones existentes entre loci del cromosoma 2 

(NIDDM1), y del cromosoma 15, que interactúan incrementando la susceptibilidad de la 
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población de mejicano-americanos para padecer DMNID281. También se han descrito genes 

que interactúan con el NIDDM1 asociándose con un incremento en la probabilidad para 

padecer DMNID. Uno de esos genes es el que codifica a una proteasa de cisteina (gen 

CAPN10). La identificación del gen de la calpaina 10 como supuesto gen generador de 

Diabetes Mellitus no Insulin Dependiente (DMNID) generó la aparición de nuevas vías de 

investigación y profundización sobre el control metabólico de los niveles de glucosa en 

sangre. 

Los primeros estudios, que relacionaban al gen que codificaba la calpaina 10, 

localizado en 2q37.3, y la Diabetes Mellitus Tipo 2, fueron desarrollados por Horikawa y 

cols.282 , donde se analizaban el incremento en la expresión de distintos genes relacionados 

con la Calpaina 10 en distintas poblaciones, induciendo alteraciones metabólicas 

subsiguientemente. (Figura 8) 

 

 

 

 

 

El interés sobre la Calpaina 10 se incrementó, cuando se halló que el polimorfismo 

G/A en el intrón 3 de la Calpaina 10 estaba asociada con la resistencia a la insulina que se 

presentaba en la Diabetes Mellitus Tipo 2240,283.  Un polimorfismo en dicho intrón afectaba a 

su transcrito de ARNm284; como consecuencia, se observaron niveles disminuidos de ARNm 

derivados de la Calpaina 10 en asociación con el Genotipo G/G, conduciendo a una 

sobrerregulación de la actividad de la Proteina Quinasa C. Debido a que la regulación a la 

baja de estas quinasas era fundamental para una apropiada fosforilación de los receptores 

de insulina284, este polimorfismo podría causar resistencia a la insulina. La presencia de 

ácidos grasos libres también se ha relacionado con algunas variantes de Calpaina 10285.  

Los estudios de Horikawa et al240, proponían que eran las diferentes combinaciones 

del haplotipo compuesto por los polimorfismos (SNP) 43, 19, 63 (121/112) las que podrían 

estar asociadas con un incremento en el riesgo a padecer Diabetes Mellitus Tipo II, pero 

que cada polimorfismo individualmente no mostraban tal incremento de manera significativa 

o almenos no en todas las poblaciones analizadas. (Figura 9). 

 

Figura 8: Organización genética de la región NIDDM1: RNPEPL1, CAPN10 Y GPR35 
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Todos estos resultados contribuyeron a enfatizar  la importancia de la Calpaina 10 en 

el control metabólico sistémico, además de evidenciar posibles implicaciones en la 

termogénesis240. 

 

 

Figura 9: Haplotipo asociado a un mayor riesgo 

a padecer DMNID en mejicanos-americanos 
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Calpaina 10 y el Síndrome del Ovario Poliquístico (SOPQ) 

La Calpaina 10  ha sido relacionada recientemente con otras patologías de estirpe 

hormonal, como el Síndrome del Ovario Poliquístico (SOPQ), en sus distintas variantes 

fenotípicas, o el hirsutismo, etc. 

El Síndrome del Ovario Poliquístico es una endocrinopatía común que se presenta 

hasta en un 5% de la población femenina en edad reproductiva. Concretamente en España, 

tiene una prevalencia del 6,5%. Se caracteriza por la presencia de ciclos anovulatorios, 

hiperandrogenismo y alteraciones metabólicas con o sin hallazgos ecográficos 

concordantes286.  

Este hallazgo también se ha relacionado con la Diabetes Mellitus presentando, 

dependiendo de las series, hasta 7 veces más riesgo de padecer DMNID en pacientes con 

SOPQ 287 . Un gran número de publicaciones han evidenciado la presencia de factores 

etiológicos comunes entre estas dos patologías 288, 289, 290.  

El análisis molecular ha evidenciado que el gen de la calpaina 10 juega un papel 

fundamental en el incremento de la susceptibilidad a padecer dicha enfermedad, o algunas 

de sus variantes fenotípicas, al igual que ocurre en otros procesos como el Hirsutismo 

Idiopático291. 

González y cols. analizaron la presencia de antecedentes familiares de cáncer en 

pacientes con Síndrome de Ovario Poliquístico 292 . Esta asociación presentaba una 

distribución no arbitraria de haplotipos concretos de la CALPAINA 10 (Haplotipo 1111)292. 

Además, considerando hasta parientes de segundo grado, la agregación familiar de 

pacientes con antecedentes familiares de cáncer, presentaba una relación estadísticamente 

significativa (p:0,0005)292.(Figura10) 
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Los hallazgos iban más allá, indicando que el haplotipo 1111 de la calpaina 10, 

estaba asociado con los antecedentes familiares de cáncer sólo en mujeres con SOPQ que 

además presentaban hirsutismo. Más aún, en este estudio se hallaban también valores 

significativos de la p para historia familiar de acné y obesidad y de agregación familiar de 

cáncer, además de antecedentes familiares de cáncer292. Los datos evidenciaban una 

sobreexpresión relevante del haplotipo 1111 en pacientes con SOPQ y la presencia de un 

incremento de la  agregación familiar de cáncer (29%) sobre los que no expresaban dicha 

agregación (14%). 

Esto sugeriría un incremento de la predisposición genética a padecer cáncer en las 

familias de pacientes con SOPQ que presentaban el haplotipo 1111, puesto que la 

incidencia de cáncer era mayor en estos pacientes, entre los que destacaba el cáncer de 

laringe. 
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Calpaina 10 Y Cáncer Colorrectal 

El carcinoma colorrectal es el cuarto tipo de cáncer mas frecuente en los países 

desarrollados, con una tasa de 45 casos por cada 100.000 habitantes293. Tradicionalmente 

se había relacionado con niveles excesivamente altos de insulina en sangre por la 

estimulación de los receptores crecimiento insulin-like, lo cual promovía la carcinogénesis294. 

Diversos estudios asociaban el carcinoma colorrectal (CCR) con los niveles altos de 

colesterol en sangre292,295 
. Otros análisis valoraban también la relación entre el colesterol en 

sangre y variaciones genéticas en haplotipos concretos de la Calpaina 10. Relacionando 

sendos conceptos con los antecedentes familiares de cáncer en pacientes con síndrome de 

ovario poliquistico, se consideró interesante valorar la relación existente entre la Calpaina 10 

y el riesgo de padecer carcinoma de colon296, donde el polimorfismo UCSNP-44 con su alelo 

2, que define el haplotipo 2111, parecía ejercer un efecto protector frente al carcinoma 

colorrectal. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

Mediante el empleo de la correlación genotipo-haplotipo-fenotipo en mujeres con 

hiperandrogenemia y el gen CAPN10, se ha demostrado recientemente una asociación 

entre el haplotipo 1111 del gen CAPN10 y la aparición de cáncer (p=0.0005, González y 

cols. 2003)292.  Sorprendentemente, analizando los diferentes tipos tumorales que aparecían 

en las familias portadoras de este haplotipo de riesgo, se identificó una alta prevalencia del 

carcinoma de laringe. Estos datos sugieren que el gen CAPN10 podría estar relacionado 

con una mayor susceptibilidad a padecer cáncer de laringe o a la agregación familiar de 

cáncer de este tipo tumoral. A partir de aquí se decidió conformar un grupo de pacientes con 

cáncer de laringe para estudiar la distribución por alelos, genotipos y haplotipos, y 

compararlos con la distribución de un grupo control. Posteriormente se analizaría la posible 

repercusión de la distribución genotípica de los pacientes del grupo de casos sobre la 

supervivencia a los 5 años, porque de esta manera, su análisis podría proporcionar 

información relevante en el estudio, tratamiento y pronóstico del cáncer de laringe. 
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OBJETIVOS 

 

1.- Realizar un análisis comparativo y efectuar un estudio de asociación entre 

los distintos polimorfismos (UCSNPs-44,-43,-19,-63) del gen CAPN10 y la existencia 

de cáncer de laringe en los grupos analizados. 

 

2.-Llevar a cabo un análisis por genotipos del grupo de pacientes con cáncer 

de laringe e investigar una eventual asociación con la supervivencia. 
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MATERIAL Y METODOS 

 

Un total de 824 individuos fueron incluidos en este estudio, de los cuales 218 fueron 

analizados en nuestro Centro, con diagnóstico histopatológico de Carcinoma Epidermoide 

de laringe obtenido mediante biopsia, sin especificar estadiaje tumoral, y 606 controles 

(población general no seleccionada del mismo area geográfica). 

Los pacientes incluidos en el grupo de “casos” fueron seleccionados, diagnosticados 

y evaluados en función del cumplimiento de los criterios RECIST 297 (Criterios de evaluación 

de respuesta en tumores sólidos, Material y Métodos: Anexo 1) 

El grupo de pacientes elegidos para el estudio procedía del conjunto de enfermos 

diagnosticados de carcinoma epidermoide de laringe estudiados en el Servicio de 

Otorrinolaringología del Hospital Universitario Virgen del Rocio en este periodo de tiempo.  

A todos los pacientes incluidos se les realizó en nuestras consultas externas: 

 

 1.-Entrega de  hoja de información sobre  el estudio al que se les iba a someter (Hoja 

de información al paciente (Material y Métodos: Anexo 2). 

 

 2.-Un modelo de consentimiento informado (Material y Métodos: Anexo 3) y 

documentacion remitida por el comité ético de investigación clínica, con informe favorable 

(Material y Métodos: Anexo 4). 

 

 3.-Ecuesta y exploración clínica. El modelo para la recogida de datos clínicos fue 

elaborado conjuntamente por el Centro de Biología Molecular NEOCODEX y el Servicio de 

Otorrinolaringología de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocío.(Material y Métodos: 

Anexo:5). 

 

 4.-Extracción de sangre periférica. 
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DETERMINACIONES 

 

DISTRIBUCIÓN DE LOS DISTINTOS HAPLOTIPOS DE CALPAINA 10 Y EL 

CANCER DE LARINGE 

 

Para comprobar la asociación entre la CAPN10 y el cáncer de laringe, se analizó un 

banco de ADN de pacientes afectos de cáncer de laringe. Se recogieron retrospectivamente 

218 casos de pacientes con Carcinoma Epidermoide de Laringe, diagnosticados 

histopatológicamente mediante biopsia sin especificar estadiaje tumoral, almacenando 

sangre periférica, ADN y su fenotipo de acuerdo con el protocolo aprobado por el Comité 

Ético de la Institución.  

Como controles se utilizaron 606 individuos no relacionados, sin preselección previa, 

elegidos al azar.  

Todos los pacientes incluidos en este proyecto otorgaron su consentimiento 

informado por escrito.  

 

 EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA. 

 

La extracción de ADN se realizó de forma automática a partir de 5 ml de sangre 

periférica congelada en un sistema MagNa Pure LC (Roche Diagnostics), utilizando el kit de 

extracción MagNa Pure LC DNA Isolation kit (Roche Diagnostics) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante.  

Sobre este material se efectuaron 3424 ensayos de genotipación empleando la PCR 

en tiempo real y la pirosecuenciación de los marcadores genéticos: UCSNPs-44, -43, -19, -

63 del gen CAPN10.  

 

 AMPLIFICACIÓN DE ADN GENÓMICO MEDIANTE PCR. 

 

La tecnología de la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) permite una 

amplificación selectiva de una secuencia específica de ADN. Para ello es necesario conocer 

las secuencias adyacentes a la región de interés. A partir de esta información, se 

construyen dos cebadores o primers: secuencias cortas de ADN (unas 15-30 bases) que 

son complementarias de las cadenas opuestas a cada extremo de la región que se quiere 

amplificar. Para que la reacción se realice, es necesario la presencia de los precursores del 

ADN (desoxinucleótidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y la actuación de una ADN 

polimerasa. Las cadenas de ADN que van siendo sintetizadas, se utilizan, a su vez, como 



 91 

moldes en los siguientes ciclos. El número de copias crece exponencialmente 

alcanzándose, tras unos 30 ciclos, un número de copias de la región de interés de 106 o 

superior. 

 

La reacción de PCR se desarrolla generalmente en tres pasos: 

 

- Desnaturalización. Separación de las dos cadenas de ADN. Generalmente se realiza 

a 95ºC para el ADN genómico humano. 

- Hibridación o annealing. Unión de los cebadores al molde. La temperatura a la que 

se realiza generalmente oscila entre los 50 y los 70ºC, dependiendo de la 

temperatura de fusión (Tm) del dúplex que forman. Usualmente la temperatura de 

hibridación (Ta) es unos 5ºC inferior a la de fusión. 

- Síntesis de ADN o extensión. Normalmente se realiza a 72ºC. 

Debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante el proceso de 

desnaturalización, la ADN polimerasa ha de ser termoestable. La enzima más utilizada es la  

Taq polimerasa, enzima procedente de la bacteria Thermus aquaticus. 

 

A continuación se describe una PCR tipo de las realizadas en el laboratorio de 

Neocodex. Las concentraciones de los distintos reactivos pueden sufrir ligeras 

modificaciones dependiendo del fragmento concreto a amplificar y de la técnica empleada 

para su análisis.  

 

1) Reactivos utilizados en la PCR: 

 

ADN molde (ADN genómico)…………………………………………………5 ng 

Desoxinucleótidos trifosfato………………………………………..125 μM (total) 

Cl2Mg…………………………………………………………………………1,5 mM 

Primers…………………………………………………………..0.5 μM (cada uno) 

Taq polimerasa ………………………………………(5U/μL, Roche)2 unidades 

H2O c.s.p……………………………………………………………………….20 μl 

 

2) Amplificación. 

 

Las condiciones de amplificación de cada uno de los fragmentos aislados por PCR 

en el presente trabajo son muy variables. Las condiciones específicas de amplificación 

de cada fragmento se describen en el apartado correspondiente a cada uno de ellos 
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utilizando una modificación de la fórmula [(TaD-TiD)(TaH-TiH)(TaE-TiE)] x N 

(Ruiz y cols.,1997): 

 

 

 

Di ………………………………………..Ciclo de Desnaturalización inicial 

TaD………………………………………Temperatura de Desnaturalización 

TiD……………………………………………Tiempo de Desnaturalización 

TaH……………………………..Temperatura de Hibridación ("annealing") 

TiH……………………………………Tiempo de Hibridación ("annealing") 

TaE……………………………………………….Temperatura de Extensión 

TiE……………………………………………………..Tiempo de Extensión 

N…………………………………………………………..Número de Ciclos 

Ef………………………………………..Ciclo de Extensión final de la PCR 

 

Marcadores analizados. 

 

Hemos analizado cuatro marcadores polimórficos o SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) del gen de la CAPN10. Dos de los polimorfismos de este gen son del intrón 

3, UCSNP44 T>C (rs2975760), UCSNP43 G>A (rs3792267) y los otros dos son del intrón 

6, UCSNP19 delección/inserción 32 pb (rs3842570) y UCSNP63 C>T (rs5030952).  

Todos los experimentos estaban basados en la reacción de PCR. Los cebadores 

empleados en la amplificación de la CAPN10 fueron diseñadas en Neocodex mediante la 

utilización de los programas Oligo y GeneFisher (disponibles en 

http://www.hgmp.mrc.ac.uk).  

Todos los cebadores no marcados se sintetizaron utilizando un sintetizador Beckman 

Oligo 1000 a escala 30nM o 200nM siguiendo las instrucciones del fabricante, mientras que 

la síntesis de los cebadores marcados con biotina ha sido realizada por Isogen Bioscience 

BV (Holanda).  

A continuación se detallan las diferentes técnicas de análisis empleadas y las 

condiciones específicas para cada fragmento. 

 

 GENOTIPACIÓN MEDIANTE EL SISTEMA PYROSEQUENCINGTM . 

 

El sistema PyrosequencingTM es un método de genotipación que permite la 

secuenciación en tiempo real de 96 muestras. La región de interés es amplificada 

previamente en un termociclador PTC-100TM (MJ Research, Inc.) teniendo en cuenta en el 

(Di)[ TaD(TiD)TaH(TiH)TaE(TiE)] x N(Ef) 
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diseño de los cebadores que el tamaño óptimo para su análisis mediante este sistema no 

debe superar 200 -300 pb. Además, es necesario que uno de los cebadores esté marcado 

en 5’ con biotina.  

La dispensación de reactivos y ADN en placa para su amplificación por PCR se ha 

realizado empleando el sistema automático Biomek® 2000 (Beckman Coulter™, USA). Una 

vez finalizada la reacción de PCR, la placa que contiene los amplicones es incubada en 

agitación durante 10 min. con una mezcla que contiene 3 μl de sefarosa, 37 μl de tampón de 

inmovilización y 20 μl de agua por muestra. 

Finalizada la incubación y ayudados por una bomba de vacío, se captura el 

amplificado mediante un cepillo especial que retiene el complejo biotina-sefarosa. A 

continuación se realiza un pase por etanol al 70%, seguido por una solución de 

desnaturalización y, finalmente, un tampón de lavado. Como resultado, sólo la cadena 

marcada con biotina permanece unida al cepillo. Mediante la interrupción del suministro de 

vacío liberamos la cadena de ADN en una nueva microplaca de 96 pocillos que contiene, en 

cada uno, 2 μl del cebador de secuenciación a una concentración 10 mM y 38 μl de tampón 

de hibridación o unión del cebador. Esta placa se incuba durante 2 min a 80ºC para 

posteriormente dejar enfriar a temperatura ambiente. Esta disminución gradual de la 

temperatura, permite la unión del cebador de secuenciación. La reacción de secuenciación 

sigue los siguientes pasos:  

 

 

Paso 1 

 

El primer de secuenciación se hibrida a la cadena de ADN sencilla producida por la 

desnaturalización del producto de PCR. Se realiza una incubación en presencia de 4 

enzimas (DNA polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa) y dos sustratos, adenosina 

5’ fosfosulfato (APS) y luciferina. 

 

Paso 2 

 

Se añade el primer desoxinucleótido trifosfato (dNTP) a la reacción. La ADN 

polimerasa cataliza la reacción de incorporación del dNTP a la cadena de ADN si este es 

complementario al existente en la cadena molde. Cada incorporación de un nucleótido libera 

un grupo pirofosfato (PPi) de forma equimolar a la cantidad de nucleótido incorporado. 
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Paso 3 

 

La enzima ATP sulfurilasa convierte el PPi en ATP en presencia del adenosín 5’ 

fosfosulfato (APS).  Este ATP es utilizado por la enzima luciferasa para convertir la luciferina 

en oxiluciferina, generándose luz visible en cantidad proporcional a la cantidad de ATP. La 

luz liberada en esta reacción es detectada  por el sistema y mostrada en forma de pico en el 

Pirograma TM. La altura de cada pico (o intensidad de la señal luminosa) es proporcional al 

número de nucleótidos incorporados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paso 4 

 

La enzima apirasa degrada de forma continua el ATP y los dNTPs no incorporados, 

regenerándose la solución de la reacción. Es entonces cuando se añade el siguiente 

nucleótido. A medida que estos se van incorporando, la cadena complementaria se va 

construyendo y la secuencia nucleotídica se muestra en forma en forma de picos en el 

Pyrograma TM. 

 

 

(DNA) + dNTP (DNA)n+1 + PPi
se Polimerasa

(DNA) + dNTP (DNA)n+1 + PPi
se Polimerasa

Sulfurilasa

APS+PPi    ATP

luciferina  oxiluciferina

Luciferasa

ATP Luz

Luz

Tiempo

Sulfurilasa

APS+PPi    ATP

luciferina  oxiluciferina

Luciferasa

ATP Luz

Luz

Tiempo
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Para la reacción de secuenciación, el deoxiadenosín trifosfato (dATP) es sustituido 

por deoxiadenosín alfa-tio trifosfato (dATPaS) ya que el dATP no es reconocido por la 

luciferasa. Por esta razón, los picos de este nucleótido son algo más elevados que el resto. 

 

 

Composición de las soluciones utilizadas. 

 

Tampón de inmobilización (pH = 7.6). 

Tris HCl 10mM-----------------------------------------------------------1,21 g 

NaCl 2M---------------------------------------------------------------------117 g 

EDTA 1mM---------------------------------------------------------------0,292 g 

TWEEN 20 0,1%------------------------------------------------------------1 ml 

Agua MilliQ c.s.p.--------------------------------------------------------------1 l 

 

Tampón de anillamiento (pH = 7,6). 

Tris-Acetato  20 mM-----------------------------------------------------2,42 g 

Acetato magnésico 2 mM----------------------------------------------0,43 g 

Agua MilliQ c.s.p.--------------------------------------------------------------1l 

 

Solución de desnaturalización. 

NaOH 0,2 M------------------------------------------------------------------8 g 

Agua MilliQ c.s.p.-------------------------------------------------------------1l 

 

Solución de lavado (pH=7,6). 

Tris-Acetato 10 mM-----------------------------------------------------1,21g 

Agua MilliQ c.s.p--------------------------------------------------------------1l 

  

 

dNTP dNDP + dNMP + fosfato

ATP ADP + AMP + fosfato

Apirasa

Apirasa

dNTP dNDP + dNMP + fosfato

ATP ADP + AMP + fosfato

Apirasa

Apirasa
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Fragmentos analizados. 

 

Mediante esta técnica se analizaron los polimorfismos UCSNP19, UCSNP63, 

UCSNP44 y UCSNP43 de CAPN10.  

Es importante que los cebadores de amplificación se agoten en la reacción de PCR, 

ya que podrían dimerizar originando la aparición de ruido y picos inespecíficos. Por esta 

razón, se utilizan concentraciones reducidas de cebadores (0.1-0.2 μM) y un alto número de 

ciclos de amplificación (45-55 ciclos). Todas las reacciones se realizaron a un volumen final 

de 20μl con 30ng de ADN.  

 

 

 GENOTIPACIÓN ESPECTRAL.  

 

El sistema Light CyclerTM (Roche) es un método de genotipación que combina la 

tecnología fluorescente con un termociclador ultrarrápido en el que los tradicionales bloques 

térmicos han sido sustituidos por corrientes de aire; de esta forma se consigue que la 

velocidad de transición de la temperatura sea muy elevada comparada con un termociclador 

clásico (20ºC por segundo frente a 1-1.4ºC/seg alcanzados en la PTC-100™ de MJ 

Research). La reacción de PCR se realiza en capilares, con lo que aumenta 

considerablemente la relación superficie/volumen permitiendo que se alcance rápidamente 

el equilibrio entre la temperatura del aire y la de los componentes de la reacción. Este 

sistema permite además la monitorización en tiempo real de la reacción de PCR. 

Hemos utilizado el sistema de detección que emplea sondas específicas. Está 

basado en el fenómeno FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) o emisión de 

fluorescencia inducida mediante resonancia298 . Además de los componentes habituales de 

la reacción de PCR, esta técnica emplea sondas específicas de la secuencia a analizar. La 

sonda en posición 5’ (sonda de anclaje o donadora) se marca en su extremo 3’ con 

fluoresceína y la sonda en posición 3’ (sonda sensora o aceptora) se marca en 5’ con los 

fluorocromos Cy5 o Rox; la sonda aceptora está fosforilada en 3’ para evitar su extensión 

durante la reacción de PCR. El sistema emite un haz de luz azul (470 nm) que excita a la 

fluoresceína. Esta, a su vez, emite luz verde (525 nm) que excita al flurocromo de la sonda 

aceptora. Como consecuencia de esta transferencia de energía, el flurocromo de la sonda 

sensora emite una luz de longitud de onda específica (640 nm en el caso de CY5 y 705 nm 

en el de Rox) que es registrada por el sistema de detección del instrumento. Para que esta 

transferencia de energía sea efectiva, la distancia máxima entre los dos fluorocromos es de 

5 nucleótidos. 
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Al posicionar una de las sondas sobre la variante a analizar, la temperatura de 

hibridación dependerá del nucleótido que se encuentre en esa posición. Como es necesario 

que ambas sondas estén hibridadas para que se produzca la transferencia de energía, es 

posible distinguir los productos por la temperatura de hibridación de la sonda, es decir, la 

temperatura a la que el fluorocromo de la sonda aceptora emite luz.  

Para la reacción de PCR utilizamos un kit comercial (LightCycler-DNA Master 

Hibridization Probes, Roche). Los cebadores utilizados en este experimento se encuentran a 

una concentración de 1μM y las sondas de 0.04 μM. La reacción se realiza a un volumen 

final de 10 μl con 5 ng de ADN, 1 μl del reactivo LightCycler-DNA Master Hibridization 

Probes 10x (Roche; incluye la mezcla de dNTPs, el tampón de reacción y la Taq 

polimerasa) y un suplemento de Cl2Mg (2.5 mM de concentración final). 

Mediante esta técnica hemos analizado el marcador UCSNP63 de CAPN10. 

Existen tres diferencias fundamentales respecto a una PCR clásica: menor tiempo de 

duración de los pasos de desnaturalización, hibridación y extensión, mayor número de ciclos 

y ausencia de un ciclo de extensión final. En cada ciclo, en el punto final del hibridación o 

annealing, se mide la fluorescencia emitida por las muestras; de esta forma podemos 

observar la cinética de la PCR en tiempo real. 

Una vez completada la reacción de PCR, las muestras se someten a una 

desnaturalización rápida (0” a 95ºC). La temperatura desciende entonces de forma brusca 

(20ºC por segundo) hasta una temperatura al menos 5-10ºC inferior a la temperatura de 

hibridación de las sondas. Finalmente, la temperatura asciende lentamente (0.1ºC-

0.2ºC/seg) hasta 95ºC. Durante este proceso se mide constantemente la emisión de 

fluorescencia de las muestras, lo que permite elaborar curvas de melting o fusión (gráficas 

de la primera derivada negativa de la fluorescencia versus temperatura) para distinguir los 

productos de la PCR.        

 

 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

 

El polimorfismo UCSP19 (rs3842570) de CAPN10 consiste en la repetición de una 

secuencia de 32 pb; esta puede aparecer dos (alelo 1, 152 pb) o tres veces (alelo 2, 184 

pb). Esta diferencia de tamaño permite la discriminación de ambos alelos por simple 

electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR. Esta se realizó en un 

termociclador PTC-100TM (MJ Research, Inc.) utilizando cebadores no marcados 

(UCSNP19F:5’AGGCCCAGTTTGGTTCTCTTC3’/UCSNP19R:5’GCAGGGTCTAAGCAGCA

GCTAC 3’)  y condiciones estándar de amplificación a 66ºC de temperatura de hibridación. 
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 SECUENCIACIÓN AUTOMÁTICA DE PRODUCTOS DE PCR. 

 

La secuenciación de ADN se realiza a partir de productos obtenidos de la PCR, 

mediante una adaptación del método enzimático de Sanger y cols (1977). Este método se 

fundamenta en la síntesis interrumpida de una cadena de ADN, complementaria a la cadena 

sencilla que actúa como molde y cuya secuencia queremos analizar. La síntesis se inicia a 

partir de un cebador que se une específicamente a la región en que queremos iniciar la 

secuenciación. El cebador permite la incorporación de nucleótidos en dirección 5´-3´ 

mediada por la ADN polimerasa. Pero está acción se ve interrumpida por la incorporación 

de nucleótidos defectivos del grupo hidroxilo en el carbono 3´ (2´-3´ dideoxinucleótido 5´ 

trifosfato: ddNTP) y por tanto, incapaces de enlazar con el nucleótido siguiente. 

En el método automático, cada uno de los ddNTPs está marcado con un fluorocromo 

diferente y su incorporación, resultará en la síntesis de múltiples fragmentos incompletos de 

ADN, cuyas longitudes vendrán determinadas por la incorporación del nucleótido de 

terminación allí donde esté completo el ADN original.  

La ventaja de este método radica en que la detección del tipo de fluorescencia 

correspondiente a cada reacción se lleva a cabo al mismo tiempo que la electroforesis, de 

manera que los fragmentos de ADN de menor tamaño que ya han sido detectados se dejan 

escapar del gel, permitiendo este sistema aumentar el número de nucleótidos que se 

pueden determinar en cada electroforesis y, por consiguiente, en cada secuenciación. Por 

último, si disponemos y comparamos por orden de tamaño los fragmentos resultantes de 

cada una de las cuatro síntesis interrumpidas, podremos conocer la posición relativa de 

cada uno de los nucleótidos, es decir, su secuencia. 

Así, antes de iniciar la secuenciación, los productos de amplificación de la PCR son 

purificados mediante electroforesis de la muestra en gel de agarosa al 1%, corte de la 

banda que corresponde al amplicón de interés y purificación del ADN en la agarosa 

utilizando el kit de purificación “Nucleospin® Extract”(Macherey-Nagel), según las 

instrucciones del fabricante. 

Las reacciones de secuenciación se realizaron en un termociclador (MJ Research, 

Inc. Waltman, USA) usando el protocolo de CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing Quick 

Start Kit (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) donde 20-100 fmol de los productos 

amplificados se secuencian bidireccionalmente en un volumen final de 10 μl, usando 2 μl del 

correspondiente cebador a 2 μM y 2 μl de DTCS Quick Start Master Mix (Beckman Coulter 

Inc., Fullerton, CA, USA).  
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Las condiciones de las reacciones de secuenciación comienzan con un paso inicial 

de 96ºC durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 96ºC durante 20 segundos, 50ºC 

durante 20 segundos y 60ºC durante 4 minutos. 

Para finalizar, dichas reacciones se precipitan con etanol antes de analizarse. 

Finalmente, resuspendemos la muestra en SLS (Sample Loading Solution). Las secuencias 

obtenidas se analizan con el sistema CEQTM 8000 Genetic Analysis System (Beckman 

Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA). 

Hemos empleado esta técnica para la comprobación de los productos de PCR de los 

diferentes fragmentos durante su puesta a punto y para la confirmación de algunos 

genotipos dudosos.  

 

 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

Una vez finalizado el proceso de genotipación de las muestras y obtenidos los datos 

crudos, se inicia el proceso de análisis estadístico que permitirá establecer o descartar 

asociaciones entre el gen en estudio y los fenotipos de interés. 

 

1.-Determinación de las frecuencias alélicas, genotípicas y desviaciones del 

equilibrio de Hardy-Weinberg. 

 

En primer lugar, es necesario conocer las frecuencias alélicas y genotípicas de los 

polimorfismos analizados en la población en estudio. En una población, las proporciones 

relativas de los diferentes genotipos se mantienen constantes de una generación a otra, 

asegurando así la diversidad. Esto se conoce como equilibrio de Hardy-Weinberg. Fue 

formulado de manera independiente por el matemático inglés G.H. Hardy y el médico 

alemán W. Weinberg en 1908, siendo uno de los principios más importantes de la genética 

humana. Para que esta ley se cumpla, son requisitos imprescindibles la panmixia (uniones 

al azar) y la ausencia de influencias externas, es decir, la ausencia de presión selectiva. 

Otros factores que pueden alterar el equilibrio de Hardy-Weinberg son la aparición de 

nuevas mutaciones, los movimientos migratorios o la deriva génica (enriquecimiento de la 

frecuencia de uno de los alelos debido a aislamiento de la población o bien, a una 

fluctuación estadística aleatoria en poblaciones pequeñas).  

La determinación del cumplimiento de este principio se usa comúnmente como 

control de calidad de la genotipación en individuos no relacionados299 . La manera más 

habitual de hacerlo es mediante un análisis de bondad de ajuste chi-cuadrado (goodnes-of-

fit χ2). La hipótesis nula es que los alelos son elegidos al azar, cumpliéndose de esta 

manera las proporciones esperadas según este principio (p2+q2+2pq =1). Este test tiene k 



 100 

(k-1)/2 grados de libertad (g.l.) siendo k el número de alelos posibles en el locus en estudio. 

Puesto que todos los marcadores analizados en esta tesis doctoral son dialélicos, estos 

estudios presentan 1g.l. Para la realización de esta prueba, hemos utilizado las 

herramientas bioinformáticas del Instituto de Genética Humana de Munich, Alemania, 

programadas por los Dres. Tim M. Strom y Thomas F. Weinker (disponibles en 

http://ihg.gsf.de). 

Es frecuente encontrar en la literatura el análisis de χ2 con 2g.l. para evaluar las 

desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias genotípicas observadas se 

enfrentan a las calculadas mediante la ecuación p2+q2+2pq =1 en un análisis de tabla 

simple, aunque este análisis no es el adecuado para analizar desviaciones del equilibrio de 

Hardy-Weinberg. Para realizar este análisis hemos empleado el test de χ22g.l. con la 

corrección por continuidad de Yates integrado en el software Statcalc .  

 

2.-Análisis cualitativo. 

 

El análisis cualitativo se emplea para comparar rasgos distribuidos en categorías, por 

ejemplo, comparar las frecuencias de un marcador polimórfico en individuos sanos y afectos 

(estudio caso-control). También podemos categorizar una variable cuantitativa mediante el 

establecimiento de intervalos mutuamente excluyentes basados generalmente en criterios 

clínicos (por ejemplo, obesidad = IMC≥30 kg/m2). 

Para la realización de estos estudios hemos utilizado los tests de χ2 adaptados de 

Sasieni (1997)300 a través de la herramienta online del Instituto de Genética Humana de 

Munich anteriormente mencionada (http://ihg.gsf.de). Este paquete bioestadístico  realiza 

simultáneamente cinco tipos de tests: de diferencia de frecuencia alélica, de homocigosidad, 

de heterocigosidad, de positividad alélica y el test de tendencia de Armitage. Todos los 

análisis tienen un grado de libertad, por lo que además del valor de 2
 mas apropiado 

(exacta o con la corrección de continuidad de Pearson) y  de significación estadística (p), el 

software ofrece los valores de odds ratio (OR) asociados a cada análisis. Aunque no existe 

una traducción consensuada de OR en español, en ocasiones se utilizan los términos “razón 

de ventajas” o “razón de probabilidades”. Matemáticamente se define como el cociente entre 

una probabilidad y la probabilidad complementaria, o sea p/ (1-p). En los estudios caso-

control se define como la razón entre los cocientes del número de expuestos/no expuestos 

al factor de riesgo en estudio (en nuestro caso, los polimorfismos en estudio) en casos y 

controles. Sólo puede calcularse en tablas 2 x 2. 

 

 

 



 101 

 

 

 

 

 

Para los análisis de 2
 con más de un grado de libertad (distribuciones genotípicas, 

haplotípicas, haplogenotípicas o diplotípicas) hemos empleado los softwares Analyse-it 

(Ver.1.65, Analyse-it Software, Ltd., Leeds, UK) o SPSS (Ver. 11.0.0., LEAD Technologies, 

Inc). 

3.-Análisis cuantitativo. 

 

En el análisis cuantitativo o QTL (Quantitative Trait Locus) se compara una variable 

continua con una variable categórica (genotipos, haplotipos, haplogenotipos y diplotipos). 

Antes de decantarnos por un método de análisis, es necesario conocer si los datos 

siguen una distribución normal. Los parámetros con distribución normal se asemejan a la 

distribución matemática ideal que supone la campana de Gauss, aunque pocos parámetros 

biológicos la siguen. Podemos evaluar la normalidad de nuestro parámetro mediante: 

- Tests de normalidad: cuantifican la discrepancia entre la distribución real de las 

muestras y la distribución gausiana. Se incluyen los test de Kolmogorov-Smirnov (KS), 

de Shapiro-Wilk y de Anderson-Darling. Hemos empleado el test KS integrado en los 

softwares Analyse-it (v.1.65) o SPSS (v.11). 

- Histograma: los histogramas representan gráficamente la distribución de las 

muestras. De esta forma podemos visualizar la discrepancia con la distribución 

gausiana, aunque esta puede cuantificarse mediante el cálculo de los coeficientes 

denominados skewness y kurtosis. 

- Skewness (coeficiente de asimetría): es una medida de la simetría de la distribución. 

Una distribución normal es simétrica y por tanto, tendrá un coeficiente skewness igual 

a 0. Un valor negativo indica que la cola a la izquierda es mayor que a la derecha y un 

valor positivo, mayor cola a la derecha. 

- Kurtosis (coeficiente de curtosis o aplastamiento): es una medida de la dispersión de 

las muestras en torno a un punto central. Es cero en una distribución normal. Un valor 

positivo indica mayor agrupamiento de las muestras y colas más largas (curva más 

alta), mientras que un valor negativo indica menor agrupamiento y colas más cortas 

(curva más plana). 

 

 

 

 Caso Control Total 

Expuestos a b a+b 

No expuestos c d c+d 

Total a+c b+d N 

/

/

ac
OR

bd
  
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Otros parámetros a tener en cuenta para completar la descripción de los datos son 

las medidas de posición o tendencia (media, mediana y moda) y las medidas de dispersión 

(desviación estándar y varianza). 

 

- Media: media aritmética de los datos. 

- Mediana: valor central de la serie. 

- Moda: valor más frecuente en la serie. 

- Varianza: se define por el sumatoria de la diferencia entre cada valor y el valor 

medio de la serie al cuadrado dividido por n-1, siendo n el número de 

determinaciones.  

 

    

2

1

( )

1

n
i

i

X X

N
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- Desviación típica o estándar: raíz cuadrada de la varianza. 

 

Una vez determinada la distribución de los datos, podemos emplear métodos 

paramétricos (basados en la premisa de normalidad) o no paramétricos (válidos para 

cualquier tipo de distribución). Hemos empleado el test de Anova como método paramétrico 

y su análogo no paramétrico, el test de  Kruskal-Wallis.  

En el test de Kruskal-Wallis la hipótesis nula es que la distribución de las poblaciones 

analizadas es idéntica. Utiliza el rango de datos más que los valores crudos, por lo que  

también se denomina análisis de varianza por rangos. Es menos potente que el test de 

Anova, puesto que no presupone ninguna distribución. Este tipo de test en los que no hay 

suposición acerca de la distribución se denomina test de tendencia central. El estadístico de 

este test se denomina H. 

El test de Anova realiza un análisis de la varianza de una variable dependiente 

cuantitativa con respecto a un factor o variable dependiente (cualitativa). El test de Anova es 

relativamente resistente a las desviaciones de la normalidad, pero sí es necesario que los 

datos sean simétricos, es decir, que la varianza de los grupos sea homogénea. Por ello, 

para comprobar la validez de cada análisis, se ha realizo un test de homogeneidad de 

varianza de Levene. En los casos en los que este test fue significativo, se realizó una 

transformación matemática de los datos (logaritmo, raíz cuadrada, inversa de la raíz 

cuadrada) y eliminar valores extremos hasta homogenizar las varianzas.  
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Para la realización de los análisis ajustados por covariables, hemos utilizado el test 

de Anova integrado en el modelo GLM del software SPSS v.11. Este procedimiento 

proporciona análisis de varianza y regresión linear, permitiendo investigar simultáneamente 

el efecto de varios  factores y/o covariables (cuantitativas) sobre la variable dependiente. En 

todos los casos se realizó el test de homogeneidad de varianzas y las transformaciones 

matemáticas oportunas. 

 

  4.-Análisis multiloci. 

 

Para la identificación de interacciones gen-gen hemos utilizado el software Sumstat 

(disponible en http://linkage.rockefeller.edu/ott/sumstat.html) (Hoh y cols., 2001). Este 

software permite el análisis simultáneo de marcadores en diferentes regiones del genoma. 

Realiza dos tipos de análisis para cada marcador: 

 

- Asociación alélica (AA): sobrerrepresentación de un determinado alelo en el grupo 

de casos frente al de controles. 

- Desequilibrio de Hardy-Weinberg (HWD): ya que pequeñas desviaciones del 

equilibrio de H-W indican asociación (Hoh y Ott, 2003). Puesto que grandes 

desviaciones pueden indicar problemas de genotipación, los que superan un cierto 

valor umbral son rechazados (proceso de “trimming”). 

El estadístico utilizado es el producto de ambos: s = AA x HWD. Los SNPs se 

ordenan de mayor a menor “s” y se van sumando S = s1+s2+...si. Si los SNPs están en 

genes de susceptibilidad, la suma S tendrá mayor poder estadístico que el valor “s” de cada 

SNP individual. 

Para la determinación del nivel de significación, se realiza un test randomizado en el 

que las etiquetas “caso”/”control” se permutan aleatoriamente; de esta forma se controla la 

tasa de error tipo I o de falsos positivos obtenidos por azar. Los marcadores incluidos en la 

suma hasta obtener un valor de P inferior a 0.05 (Pmin), se consideran asociados al 

fenotipo. Este valor mínimo es corregido de nuevo mediante permutaciones hasta obtener 

un valor final de Pmin que es una estadística corregida única de todo el genoma.  

En los casos en los que se obtuvo significación estadística, se analizaron las 

interacciones entre los distintos marcadores identificados por Sumstat utilizando el módulo 

GLM de SPSS v.11. 
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5.-Otras herramientas informáticas. 

 

Además de los programas mencionados en apartados anteriores, durante el 

transcurso de esta tesis doctoral hemos empleado varios softwares genéticos y bases de 

datos online que a continuación describimos. 

 

a) Análisis del desequilibrio de ligamiento entre marcadores y construcción de 

haplotipos. 

Con el término desequilibrio de ligamiento (LD) entre marcadores se alude a la 

tendencia de estos a transmitirse juntos como consecuencia de la distancia física a la que 

se encuentran en el mismo cromosoma. Aunque la distancia entre los loci es el principal 

factor determinante del grado de LD entre ellos, la tasa de recombinación en la región 

comprendida entre ambos puede modificar dicha relación. En ocasiones, marcadores muy 

alejados físicamente se transmiten juntos con mayor frecuencia de la esperada por la 

distancia entre ambos o, por el contrario, la existencia de puntos calientes o hot-spots de 

recombinación en el genoma puede determinar que marcadores muy próximos en el 

cromosoma se transmitan de manera independiente con una frecuencia elevada. El grado 

con el que dos marcadores tienden a transmitirse juntos se cuantifica mediante el parámetro 

D’, cuyos valores oscilan de -1 a +1. Un valor de D’ = ± 1 indica desequilibrio completo de 

ligamiento, es decir, siempre se transmiten juntos. El signo es positivo cuando se transmiten 

juntos los alelos menos frecuentes de cada polimorfismo y negativo, cuando se transmiten 

juntos el más frecuente de uno y el menos frecuente del otro 301  . La existencia de 

desequilibrio de ligamiento entre los loci permite la construcción de haplotipos, que no es 

más que la disposición ordenada en dirección 5’-3’ de los alelos de los marcadores 

analizados en cada una de las copias que poseemos de todos los genes autosómicos. 

 

b) Bases de datos públicas de acceso electrónico. 

Para la realización de esta tesis doctoral fue necesario consultar numerosas bases 

de datos disponibles en Internet, entre las que destacamos: 

- PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Esta base de datos está disponible 

mediante un sistema de búsqueda y recuperación denominado Entrez desarrollado 

por el Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI, National Center 

for Biotechnology Information) en la Biblioteca Nacional de Medicina (NLM, 

National Library of Medicine) de los Institutos Nacionales de Salud 

estadounidenses (NIH, National Institutes of Health). PubMed permite el acceso a 
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la información bibliográfica contenida en MEDLINE, la base de datos bibliográfica 

del NLM que abarca los campos de la medicina, enfermería, odontología, 

veterinaria, sistemas de salud y ciencias preclínicas. Contiene citas bibliográficas 

de más de 4800 publicaciones biomédicas de todo el mundo. Actualmente, 

contiene más de 12 millones de citas desde mediados de los 60 hasta la 

actualidad. Las publicaciones anteriores se recogen en OLDMEDLINE, 

actualmente en desarrollo por el NLM para informatizar estos registros y que ya 

cuenta con más de 2 millones de citas. 

- dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El acceso también se realiza mediante el 

sistema Entrez del NCBI. Recoge la información disponible de los SNPs 

identificados en todo el genoma. 

- UCSC Genome Bioinformatics  (http://genome.ucsc.edu/). Esta herramienta de la 

Universidad de Santa Cruz de California contiene las secuencias de referencias y 

los borradores de una larga colección de genomas. De esta base de datos se han 

extraído las secuencias de los genes analizados. 

- HapMap (http://www.hapmap.org/). El proyecto internacional HapMap tiene como 

objetivo la creación de un recurso público que permita la identificación de genes de 

susceptibilidad a enfermedades mediante la identificación y catalogación de las 

similitudes y diferencias genéticas entre individuos y la creación de un mapa 

haplotípico de todo el genoma. Se recogen datos de tres fondos étnicos: africano, 

asiático y europeo. Puesto que los resultados iniciales de este proyecto no 

estuvieron disponibles hasta Marzo de 2005, únicamente hemos utilizado esta 

herramienta para la comparación de nuestros datos de LD de CAPN5 con los 

obtenidos en este proyecto.  

- WormBase (http://www.wormbase.org/). Se trata de un consorcio internacional 

realizado y mantenido por biólogos e informáticos con el objetivo de proporcionar a 

la comunidad científica información precisa y fácilmente accesible acerca de la 

genética, genómica y biología de Caenorhabditis elegans y nematodos 

relacionados. Hemos empleado esta base de datos para obtener las secuencias de 

C.elegans homólogas de los genes estudiados en esta tesis doctoral. 

- Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu/). Base de datos genética y molecular de la 

familia Drosophilidae, especialmente su miembro más estudiado, Drosophila 

melanogaster. Fundada por el NIH americano y el Consejo de Investigación 

Médica de Londres (Medical Research Council) incluye biólogos e informáticos de 

las universidades de Harvard, Cambridge, Indiana, California, Berkley y del 

Instituto Bioinformático Europeo (EBI, European Bioinformatcis Institute).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genome.ucsc.edu/
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- Swissprot:(http://us.expasy.org/sprot/),Interpro(http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/)Pf

am(http://www.psyplexus.com/oases/screenshots.htm). Bases de datos de proteínas. 

Las hemos empleado para la determinación de dominios funcionales en las proteínas de 

interés  

 

ANALISIS DE SUPERVIVENCIA  

 

En los pacientes incluidos en el grupo de “Casos” , se prolongó el estudio clínico a lo 

largo de 4 años, resaltando la supervicencia como variable fundamental a estudio entre 

otras como la edad, el grado de diferenciación tunoral, la afedctación linfática, edad y 

presencia de fistula en el postoperatorio. El estudio de supervivencia finalizó en diciembre 

de 2008. 

En este estudio se analizaron 199 enfermos, de los 218 iniciales del grupo de casos, 

dado que 19 de ellos lo abandonaron a lo largo de estos cuatro años que duró. Los motivos 

fundamentales de abandono fueron por desplazamientos a otras comunidades autónomas, 

y/o pérdida de seguimiento (8 de ellos) y el resto (11 pacientes) reconsideró su inclusión en 

el estudio, ya fuera de motu propio o por falta de colaboración familiar, dicha pérdida de 

pacientes no repercutió estadísticamente sobre los resultados obtenidos al final del estudio. 

 

1.-Análisis estadístico 

 

La caracterización de los pacientes analizados relacionados con la CAPN10 fue 

desarrollada usando el test de alelos c2. Una vez que la variable era ordenada, entonces se 

aplicaba el análisis de tendencias. Para el análisis de las curvas de supervivencias (curva 

actuarial) libre de enfermedad y de supervivencia global, se utilizó el método Kaplan-Meier, 

de esta manera determinamos la variable de supervivencia en los pacientes que se habían 

ido incluyendo en el estudio en un periodo de tiempo (no en todos los pacientes se comenzó 

a contabilizar la supervivencia el mismo día). De esta manera se utilizó este método puesto 

que, a lo largo del tiempo, iban saliendo del estudio los pacientes que presentaban el 

suceso concreto (fallecimiento) o aquellos para los que finalizaba la observación por otros 

motivos (incompletos o abandonos). Las curvas de supervivencia fueron calculadas desde 

el momento de inclusión en el estudio hasta el momento de fallecimiento o finalización del 

estudio (Diciembre de 2008). El análisis multivariable fue realizado utilizando el test de 

regresión de Cox (método semiparamétrico que permite estudiar datos de supervivencia). El 

procedimiento para determinar las variables que fueron incluidas en el estudio multivaribale  

fue descrita previamente por Sun y cols302. En éste se incluyeron dos modelos por pasos, 

uno hacia delante y otro hacia atrás, permitiendo  de esta manea incluir variables con una p 
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< 0,2 (Mickey-Greenland) 303. Utilizando la información relativa a los modelos por pasos y 

una lista de factores de riesgo con repercusión en la supervivencia del cáncer de laringe, se 

desarrolló un modelo con variables relevantes. Utilizando una aproximación heurística, las 

variables que no modificaban el coeficiente de exposición mas de un 10% fueron 

descartadas (Maldonado-Greenland)304. De esta manera, en el estudio multivariable, se 

ajustó la supervivencia al estadio TNM, al grado de diferenciación celular, la edad 

(continuo), número de metástasis linfáticas y la presencia de fístula. Así, se comprobó la 

asunción de riesgo proporcional. Todos los cálculos estadísticos se realizaron usando el 

programa de análisis 8 STATA-SE (Stata Inc., Collage Station, Texas, EE.UU). El punto de 

corte para la significación estadística se asumió como p <0,05. 
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RESULTADOS 

1. RESULTADOS DEL ESTUDIO DESCRIPTIVO 

 

El grupo de estudio estaba constituido por 218 pacientes diagnosticados mediante 

laringoscopia directa y biopsia, de carcinoma epidermoide de laringe en diversos estadios 

evolutivos. Este grupo de pacientes (grupo casos) se reclutó en el servicio de 

Otorrinolaringología del Hospital Universitario Virgen del Rocío. La recopilación de datos se 

desarrolló tras la extracción de sangre y firma del consentimiento informado, en las 

instalaciones propias del complejo hospitalario destinados al efecto.  El estudio comenzó en 

noviembre de 2003, y se consideró como punto de finalización el 15 de Diciembre de 2008. 

(Tabla 6) 

 

 

 

Los 606 pacientes del grupo control fueron reclutados de una poblacion del 

mismo area geografica sin preselección previa.  

 

 

 

  
Tabla 6 

  Características clínicas de los sujetos del estudio 
  

  
  Controles 

  Casos 
  

Edad (años) 
  55 +/ - 12 

  64+/ - 10 
  

Género (% hombres) 
  46 

  96 
  

Fumadores (% total) 
  47 

  78 
  

Grandes Bebedores (%) 
  2,18 

  17 
  

Masa corporal 
  medida (kg/m2)  

  
27+/ - 4 

  27+/ - 4,6 
  

Antecedentes Ca. de  
  Laringe (%) 

    8 
  

Ca. de Laringe. Agregación familiar  
(%) 

    1 
  

Antecedentes de Cáncer (%) 
    41 

  
Antecedentes de Cáncer. Agregación f.  

(%) 
    13 

  
Cáncer Nuclear  (%)  

    37 
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EDAD 

 

La edad de los pacientes oscilaba entre los 45 años del paciente más joven y 

los 93 del paciente más longevo, con una media de 64 años y una desviación de +/-10 

años. (Figura 10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GENERO 

 

 De los pacientes incluidos en el grupo de “Casos”, más del 95 % correspondía 

a pacientes de sexo masculino, sólo el 4,35% correspondía a mujeres, similar a las 

proporciones de los estudios más relevantes publicados sobre el tema. 

 

 

 

Figura 10: distribución porcentual de pacientes por edad 
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HABITOS TÓXICOS 

 

 El 78% de los pacientes son fumadores en el grupo de Casos, frecuencia 

mucho mayor que la presentada en el grupo de Controles donde la frecuencia de 

fumadores disminuía hasta el 46%. 

La media de cigarrillos fumados al día era de 37,7 cig/día, con  una desviación 

de +/18,15  por lo que el 72,8% de los pacientes con cáncer de laringe, fumaban más 

de 20 cigarrillos al día. En 172 enfermos del grupo de casos se contabilizó el numero 

de años como fumador, habiendo desarrollado cáncer de laringe con menos de 15 

años como fumador, solo el 2,3% de los pacientes, incrementándose esta frecuencia 

hasta el 60% cuando los fumadores presentaban este habito durante 35 años o mas. 

En relación con el hábito alcohólico, el 17% de los pacientes con cáncer de 

laringe eran considerados grandes bebedores. 

 

PATOLOGIA CONCOMITANTE 

 

 Hasta un 12% del  total de los pacientes con carcinoma de laringe a los que se 

les recogieron datos sobre patologías concomitantes, reconocieron presentar algún 

tipo de diabetes, porcentaje que aumentaba hasta casi el 20% en caso de pacientes 

con patología pulmonar obstructiva crónica (EPOC). El 50,9% de los encuestados 

respondían afirmativamente frente a la cuestión sobre la presencia de algún tipo de 

dislipemias (Hipercolesterolemia, Hipertensión, Obesidad, etc). Un 17% de los 

pacientes encuestados presentaban algún tipo de hepatopatía, que coincidía en gran 

medida con los pacientes que presentaban abuso de alcohol (hepatopatía alcohólica). 

 

LOCALIZACION TUMORAL 

 

 Se han considerado las siguientes localizaciones: glotis, supraglotis y subglotis 

(según la definición de la UICC/AJC, Atlas TNM, Ed. 1992), transglóticos (cuando 

afectan a dos regiones contiguas, cruzando la glotis, sin poderse precisar su origen en 

una región concreta, siguiendo el concepto de Kirchner, Cornog y Holmes (1974) 

sobre esta entidad anatomoclínica).  

Los carcinomas góticos constituyeron el 48,5% de los pacientes. En 49 

enfermos se localizó el tumor en la supraglotis (23,6%), de manera exclusiva. Las 

formas de expresión puramente subglóticas sólo constituyeron el 0,5 % de los 

enfermos. Otras formas de expresión relevantes fueron los tumores transglóticos en 

sus distintas formas: Afectando a los tres niveles (supraglotis-glotis y subglotis) 6,2%; 
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Gloto-Supraglóticos el 15,9%; y Gloto-Subglóticos fueron en 2,4% de los pacientes 

analizados. 

 

SITUACION GANGLIONAR  

 

Dentro del sistema de estadiaje TNM, la demostración histológica de 

metástasis ganglionares -factor N- es el factor pronóstico más importante para el 

paciente. En el presente estudio, 177 fueron tipificados como estadio N0, 14  como N1, 

22 pacientes conformaban el estadio N2 (comprendido por los estadios N2a, N2b, 

N2c), un único paciente fue diagnosticado en estadio N3, y en cuatro de ellos no fue 

recogido este dato en la historia clínica. 

 

GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL 

 

 El 36% de los pacientes del estudio con cáncer de laringe, presentaban un tipo 

de carcinoma epidermoide bien diferenciado. El 34%, presentaban un grado moderado 

de diferenciación tumoral, por último un 16 % de los enfermos presentaba un grado 

poco diferenciado de diferenciación tumoral. En el 14% restante no se definió el grado 

de diferenciación tumoral en el estudio anatomopatológico. 

 

FISTULAS FARINGOCUTANEAS 

 

 La presencia de fístulas faringocutáneas se presentó en un 17% de los casos. 

En nuestro estudio no se diferenció  el grado de fistulización para las determinaciones 

alélicas, simplemente se relacionó cada alelo con la presencia o no de fístula 

faringocutánea. 

 

ESTADIO TUMORAL 

 

 El 26,4% de los enfermos fueron diagnosticados en Estadío I y el 12,5% en 

Estadío II. El grupo más numeroso lo constituían los diagnosticados en Estadío III, que 

representaban el 34,1% (71 pacientes).  El 23,6% fueron diagnosticados en Estadío 

IV. (Figura 11) 
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TIPO DE INTERVENCION 

 

 La actitud sobre los pacientes del grupo “casos” se resumió en cuatro opciones, 

la más frecuente era la laringectomía total, a la que fue sometido un 37’4% de los 

enfermos (74 pacientes del grupo de casos). Las otras alternativas quirúrgicas se 

resumieron en dos grupos, Cordectomías (cirugía parcial mediante Láser CO2) a la 

que fueron sometidos el 31’3% de los enfermos, y las Laringectomías Parciales 

(cirugía parcial abierta)  un 12,1%. Por último, un grupo de 38 enfermos (19,2%), fue 

sometido al tratamiento mediante Preservación de Órgano de inicio (Quimioterapia y 

Radioterapia concomitante). Posteriormente se les planteaban nuevas alternativas 

terapéuticas, en función de los resultados de la primera intervención. A 14 de los 

enfermos intervenidos mediante Cordectomía láser se les administró radioterapia 

posteriormente por diversos motivos, a los restantes 48 enfermos no se les realizó 

ningún tratamiento ulterior. Casi un 50% de los enfermos que se trataron inicialmente 

mediante laringectomía total, recibieron posteriormente radioterapia, pero sólo 9 de 

ellos recibió quimioterapia concomitante. A 8 de los 24 enfermos a los que se les 

sometió de entrada a laringectomía parcial utilizando técnicas abiertas, se les trató con 

radioterapia, posterior a la cirugía. (Figura 12) 

  

 

Figura 11: Distribución de los distintos estadios tumorales 
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El seguimiento de los pacientes se realizaba en las consultas destinadas al 

efecto, donde se exploraba sistemáticamente orofaringe,  se realizaba una palpación 

cervical y valoración de traqueostoma en caso de que lo presentaran, además de una 

fibrolaringoscopia flexible para valorar las uniones faringoesofágicas o la cicatrización 

de cuerdas vocales en caso de cirugías parciales mediante láser CO2, o cirugías 

abiertas (laringectomía parcial horizontal supraglótica). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 12: distintos 

tipos de intervención a 

los que fueros 

sometidos los 

pacientes del estudio 
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2. ANALISIS GENÉTICOS DE CASOS Y CONTROLES 

 

Se analizó la distribución por alelos, genotipos, haplotipos y haplo-genotipos, 

referentes a los distintos polimorfismos estudiados (UCSNP-44, UCSNP-43, UCSNP-

19, y UCSNP-63) de la CAPN10, en un total de 824 individuos (casos y controles). 

 

DISTRIBUCIÓN ALELICA 

 

Se analizó la frecuencia alélica de cada uno de los polimorfismos en nuestra 

población. Estos datos de frecuencia concordaban con los de la población Británica ya 

publicados con anterioridad 305 . Por otro lado se analizó el Equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW) para saber si existía alteración en distribución alélica de los 

polimorfismos analizados. De todos los resultados obtenidos, sólo presentaban 

significación, la alteración detectada en controles referente al polimorfismo UCSNP-63, 

y la referente al polimorfismo UCSNP-44, que en este caso era próxima a la 

significación (p=0,06). (Tabla 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Tabla  7 : Equilibrio de Hardy  Weinberg  para los distintos genotipos   
  

  

  
  

  

  

  

DISTRIBUCION GENOTIPICA EN CASOS Y CONTROLES   
VARIANTES 

  GENOTIPO 
    HWE(p - value) 

  
CAPN10 

  CONTROLES 
  

CASOS 
  

CONTROLES 
  

CASOS 
  

UCSNP - 44               11 
  426 

  172 
  0.3 

  0.06 
  

12 
  160 

  40 
      

22 
  20 

  6 
      

UCSNP - 43               11 
  348 

  117 
  0,38 

  0,68 
  

12 
  217 

  87 
      

22 
  41 

  14 
      

UCSNP - 19               11 
  81 

  25 
  0,6 

  0,87 
  

1 2 
  290 

  96 
      

22 
  235 

  97 
      

UCSNP - 63               11 
  550 

  187 
  0,01 

  0,26 
  

12 
  51 

  31 
      

22 
  5 

  0 
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Al analizar la frecuencia del alelo menor, se observó que el alelo 2 (alelo C) del 

polimorfismo UCSNP-44 (T/C) tenía una representación a la baja en casos cuando se 

comparaba con controles, siendo esta diferencia estadísticamente significativa  (0,12 

vs 0,17, OR: 0,69,  p: 0.02). Se apreció que existía una distribución alterada del 

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en casos pero sin llegar a ser estadísticamente 

significativa (p=0.06). (Tabla 8). 

 

 

 

 

 

En el caso de UCSNP-63, realizamos el estudio por alelos sin detectar 

resultados significativos al comparar los alelos de menor frecuencia (alelo 2 o alelo C) 

con una OR: 1,44; CI 95%(0,92-2,25), y un valor de p=0.11, entre casos y controles.  

No se hallaron, en el resto de polimorfismos, diferencias en las distribuciónes 

alélicas dignas de ser mencionadas (Tabla 3). 

 

  

Tabla 8: Distribución por alelos de los pacientes de ambos grupos.  
Frecuencia   del alelo menor ajustado al valor de la p y la  O dds  
ratio .   

  

VARIANTES   
GENOTIPOS   FRECUENCIA DE ALELO MENOR   OR,CI95%CI,p_value   

CAPN10   
Controles  
(n=606)   

Casos  
(n=218)   

CONTROLES   CASOS   
        

UCSNP - 44                               11   426   172   0,17   0,12   0,685[0.49 - 0.95] 0.02   
12   160   40               

22   20   6                   

UCSNP - 43                               11   348   117   0,25   0,26   1,09[0,85 - 1,4] 0,48   

12   217   87               

22   41   14                 

UCSNP - 19                               11   81   25   0,37   0,33   1,18[0,94 - 1,487] 0,16   
12   290   96               

22   235   97                   

UCSNP - 63                               11   550   187   0,05   0,07   1,44[0,92 - 2,25] 0,11   

12   51   31               

22   5   -                   
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DISTRIBUCION GENOTIPICA 

 

En el análisis de genotipos del grupo control, se apreciaba que de los 606 

pacientes: 426 presentaban un UCSNP-44 con genotipo 11, 160 eran UCSNP-44 (12), 

y el menos frecuente era el UCSNP-44 (22) que lo portaban 20  pacientes. Con 

respecto al polimorfismo UCSNP-43: 348 eran genotipo 11, 217 eran genotipo 12 y 41 

eran genotipo 22. Por parte del UCSNP-19, 235 pacientes tenían el genotipo 22, 290 

el genotipo 12 y 81 el genotipo 11. En el caso del UCSNP-63, 550 pacientes portaban 

el genotipo 11, 51 eran potadores del genotipo 12 y finalmente 5 lo eran del genotipo 

22, genotipo que no se expresaba en el grupo de casos. 

En el análisis de genotipos en el grupo casos, el genotipo 11 del polimorfismo 

UCSNP-44, se expresaba en 178 pacientes, mucho mayor que la representada por el 

genotipo 12 (40 pacientes) y el 22 (6 pacientes). El polimorfismo UCSNP-43 

presentaba un incremento en la frecuencia de genotipo 12 (87), a expensas del 

genotipo 11 (117). En el polimorfismo UCSNP-19 presentaba un incremento del 

genotipo 12 (96) y el 22 (97) a expensas del 11 (25). La variante, a la postre, más 

significativa, se producía en el polimorfismo UCSNP-63, en el que el genotipo 22 

carecía de expresión en el grupo de pacientes estudiado (grupo de casos). A 

diferencia del grupo control donde si se expresaba este polimorfismo, esto se constató 

al analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg. Al apreciar esta desviación en el UCSNP-

63 (22) en controles, se realizaron nuevos genotipados de la muestra de sangre 

mediante distintas técnicas, obteniendo idénticos resultados, en todas las ocasiones, 

determinado que este hallazgo no se encontraba relacionado con un error de la 

genotipación 306 . El genotipo 11 con 187 pacientes y el 12 con 3 pacientes,  

completaban el total de la expresión. (Figura 13)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Distribución de las variantes genotipicas de cada polimorfismo comparando 

casos y controles 
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En el polimorfismo UCSNP-44 se detectó una relación estadísticamente 

significativa (p=0,01) entre dicho polimorfismo y el cáncer de laringe en el grupo de 

casos, comportándose el genotipo 12 (UCSNP44 T/C),  como factor de protección 

(OR: 0.59).  

En el caso de UCSNP-63, recogimos dos resultados relevantes. El primero fue 

la detección de una desviación del EHW en el grupo control, donde se apreció una 

alteración en la distribución en los distintos genotipos del UCSNP-63 (p=0,01).(Tabla 

9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En segundo lugar, en el estudio por genotipos, el 12 (C/T) del UCSNP-63, 

presentaba una diferencia en su distribución entre casos y controles, que resultaba 

estadísticamente significativa (p=0.01, OR=1.78), estando asociado con el  riesgo a 

padecer cáncer de laringe.  

 El resto de polimorfismos analizados (UCSNP-43, UCSNP-19), no presentaban 

diferencias en la distribución genotípica que resultaran estadísticamente significativas, 

al ser comparados ambos grupos, por lo que carecían de relevancia. 

 Un 8% de los pacientes presentaban una historia familiar de cáncer de laringe. 

En la mayoría de los casos (7%), eran formas nucleares de la enfermedad (>1 caso en 

OR=1.780.80TT

p=0.01*8.414.2CTUCSNP-63

90.885.8CC

OR=1.0738.844.5Ins/Ins

p=0.7847.844.0Del/InsUCSNP-19

13.411.5Del/Del

OR=1.926.86.4AA

p=0.2835.839.9GAUCSNP-43

57.453.7GG

OR=0.593.32.8CC

p=0.01*26.418.3TCUCSNP-44

70.378.9TT

Análisis

Estadístico

Controles (n=606)

%

Casos (n=218)

%

AlelosPolimorfismo

Tabla1.- Estudios de asociación de marcadores genéticos del 
gen CAPN10 en Carcinoma de Laringe

*Test heterozygous adaptado de Sasieni

Tabla 9: Estudios de asociación de marcadores genéticos del gen CAPN10 en Carcinoma de 

laringe. 
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familiares de primer grado), mientras 2 pacientes de 218 (1%) presentaban una forma 

de cáncer de laringe con agregación familiar (>3 casos en familiares de primer o 

segundo grado). Cuando estos datos se analizaron junto a las distintas distribuciones 

genotípicas no se detectó ninguna relación estadísticamente significativa. 

 

ANALISIS DE LOS HAPLOTIPOS 

 

La construcción de los haplotipos, compuestos por la combinación de los 4 

polimorfismos del gen CAPN10 (UCSNP-44, UCSNP-43, UCSNP-19, y UCSNP-63), y 

el análisis de asociación basados en la frecuencias de los haplotipos en casos y 

controles, se realizaron usando el programa estadístico Thesias software. Los 

haplotipos con una prevalencia menor del 5% no fueron incluidos en los estudios 

estadísticos. La frecuencia obtenida era similar a la obtenidas en otras poblaciones 

europeas307,308. Se analizaron finalmente cinco haplotipos: Haplotipo 2111, Haplotipo 

1111, Haplotipo 1112, Haplotipo 1221, Haplotipo 1121.(Tabla10 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuando comparamos la distribución haplotípica global entre casos y controles 

usando SEM algorithm, observamos que esta distribucion era distinta entre los dos 

grupos, con una tendencia a la significación pero sin llegar a ser estadisticamente 

significativa (p=0.09, 2 = 7.82, 4 grados de libertad) (Figura 14) 

 

Haplotipo % Controles % Casos P value OR [CI 95 %] 

1111 0.16 0.14 0.31 0.84 [0.59-1.17] 

2111 0.16 0.12 0.03 0.70  [0.51-0.99] 

1112 0.05 0.07 0.28 1.29  [0.81-1.04] 

1221 0.24 0.26 0.95 1.01  [0.76-1.22] 

1121 0.38 0.40 Referencia 1.00 

TABLA 10: Distribución de haplotipos en casos y controles. Valor de la p,  Odds Ratio. 
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Mediante el análisis de los haplotipos, se detectó que la frecuencia del 

haplotipo 2111, observado en casos y controles, difería significativamente, p=0.03, 

siendo la odds ratio menor de 1 [OR: 0.70; CI 95%(0.51-0.99) p=0,03], por lo que la 

presencia de este Haplotipo (2111) del gen CAPN10, constituía un factor de protección 

frente al cáncer de laringe. Curiosamente era el alelo 2 del UCSNP-44 el que definía 

dicho haplotipo (2111).   

En los estudios intracohorte se nos sugería que los pacientes que mostraban 

antecedentes familiares de cáncer, tenían un modesto incremento, aunque no 

estadísticamente significativo, de la frecuencia del haplotipo 1111. (Tabla 11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

El resto de los haplotipos no presentaban diferencias de distribucion entre los 

casos y controles. 
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Figura3.- Distribución de haplotipos del gen CAPN10 en casos y 
controles

Haplotipo 2111 p=0.03, OR=0.70

Figura 14: Distribución de haplotipos del gen de la CAPN10 en casos y 
controles 

 Haplotipo UCSNP44 UCSNP43 UCSNP19 UCSNP63 
1111 -- -- -- -- 
2111 + -- -- -- 
1221 -- + + -- 
1121 -- -- + -- 
1112 -- -- -- + 

 
Tabla 11: Correlación de los distintos genotipos con los Haplotipos más frecuentes 
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ANALISIS DE HAPLOTIPO-GENOTIPOS 

 

En el análisis por haplotipo-genotipo en casos y controles, se detectaron 15 

posibles combinaciones genotípicas, siendo imposible su análisis (algunos grupos 

presentaban un numero insuficiente de casos) ya que se carecía de poder estadístico 

para obtener resultados relevantes. (Fig 15) 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 15: análisis de haplotipo-genotipo. Variantes  de mayor frecuencia 
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3. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA 

 

En este estudio se analizaron 199 enfermos, de los 218 iniciales del grupo de 

casos, dado que 19 de ellos lo abandonaron a lo largo de estos cuatro años que duró. 

Los motivos fundamentales de abandono del estudio fue por desplazamientos a otras 

comunidades autónomas, y/o pérdida de seguimiento (8 de ellos) y el resto (11 

pacientes) reconsideró su inclusión en el estudio, ya fuera de motu propio o por falta 

de colaboración familiar; dicha pérdida de pacientes no repercutió estadísticamente 

sobre los resultados obtenidos al final del estudio. 

De los 199 pacientes restantes y analizados en el estudio de supervivencia, 

190 eran hombres (95,48%) y 9 mujeres. La media de edad era de 67,6 años con una 

desviación estándar de 9.6. De ellos, 185 eran fumadores (92,96%) y 7 no fumadores, 

y en otros 7 no se disponían de tales datos. Un 55,28% de los pacientes reconoció ser 

bebedor importante, mientras que el 38,19% de los pacientes no admitió consumir 

alcohol de manera excesiva. En 13 casos, este dato no se encontraba registrado. Un 

27,64% de los pacientes se encontraba en estadio I (58 pacientes) en el inicio del 

estudio, 26 enfermos se encontraban en estadio II, 70 en estadio III, y por último 45 en 

estadio IV, en cuatro de ellos no se determinó ese dato clínico en la historia. El 

seguimiento medio (meses) fue de 55 meses, con un rango intercuartílico de 42-60. La 

fecha de finalización del estudio se fijó en diciembre de 2008, contabilizándose el 

seguimiento, no con una fecha de inicio y de final, sino con meses de supervivencia en 

los que el paciente había estado incluido en el estudio, o meses hasta el momento del 

exitus. El número de fallecimientos al final del estudio constituía un 27,1% del total (54 

enfermos). Los datos clínicos se recogen en la Tabla 12  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla .Características clínicas del estudio 
 

Parámetros  

Edad  (media, Desviación estándar) 67,6 (9.6) 

Sexo (masculino, %) 190, (95,48) 

Estadio (N, %)  

Estadio I 55, (27,64) 

Estadio II 26, (13,08) 

Estadio III 70, (35,18) 

Estadio IV 45, (22,61) 

Seguimiento (en meses; Rango intercuartílico) 55; 42-60 

Fallecimientos (N, %) 54; 27,1% 

 

Tabla 12. Características clínicas del estudio 
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Análisis de Polimorfismos 

 

Se analizó la distribución genotípica de los polimorfismos UCSNP-44, UCSNP-

43, UCSNP-19, y UCSNP-63 de la CAPN10 en 199 pacientes con cáncer de laringe. 

Se distinguió entre las distintas posibles combinaciones alélicas de cada polimorfismo 

(11, 12, 22), estudiando la frecuencia de expresión de cada una en el grupo de 

pacientes. 

 Se analizaron los mismos datos clínicos del estudio previo, haciendo hincapié 

en la supervivencia. Los resultados están reflejados en la tabla 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPN 10 CASOS (199) % 

UCSNP-44 11 156 78,34 

 12 38 19,1 

 22 5 2,51 

UCSNP-43 11 107 53,77 

 12 82 41,21 

 22 10 5,03 

UCSNP-19 11 22 11,06 

 12 92 46,23 

 22 85 42,71 

UCSNP-63 11 170 85,43 

 12 29 14,57 

 22 0 0 

 

Tabla 13. Análisis de Polimorfismos 
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Supervivencia 

 

Es interesante poder plantear no sólo la relación entre la tasa de supervivencia 

y el tiempo (estudio univariable), sino también la posible relación con diferentes 

variables pronóstico registradas para cada sujeto (estudio multivariable). La regresión 

de Cox es un método de estudio semiparamétrico que permite estudiar datos de 

supervivencia en relación con distintas covariables del individuo. Este método de 

análisis multivariable ya fue descrito por  Sun et al302. Con este procedimiento en el 

análisis multivariable, los distintos alelos fueron ajustados para variables que 

repercutían sobre la supervivencia, como: estadio TNM, grado de diferenciación 

tumoral, edad, metástasis linfáticas y presencia de fístula.  

El resultado del análisis de supervivencia está recogido en la tabla 14, donde 

se apreciaba la relación de entre los distintos polimorfismos analizados y el total de 

fallecimientos, además de realizar posteriormente una inferencia estadística, ajustando 

la supervivencia al estadio TNM, el grado de diferenciación tumoral, la edad , la 

afectación ganglionar y la presencia de fístulas faringocutáneas. (Tabla 14) 

 

 

 

 

 

CAPN10 Total 
Fallecimientos 

(%) 
HR (95% CI)* HR (95% CI)** 

UCSNP44     

11 156 45 (28.9) 1 (reference) 1 (reference) 

12 38 8 (21.1) 0.71 (0.33-1.50) 0.71 (0.32-1.58) 

22 5 1 (20.0) 0.69 (0.10-5.00) 1.67(0.21-13.33) 

UCSNP43     

11 107 29 (27.1) 1 (reference) 1 (reference) 

12 82 20 (24.4) 0.86 (0.49-1.52) 0.67 (0.36-1.25) 

22 10 5 (50.0) 2.03 (0.78-5.24) 1.00 (0.33-3.01) 

UCSNP19     

11 22 7 (31.8) 1 (reference) 1 (reference) 

12 92 23 (25.0) 0.76 (0.32-1.76) 1.01 (0.40-2.56) 

22 85 24 (28.2) 0.87 (0.38-2.03) 0.79 (0.32-1.98) 

UCSNP63     

11 170 44 (25.9) 1 (reference) 1 (reference) 

12 29 10 (34.5) 1.40 (0.71-2.79) 2.73 (1.21-6.20) 

 

* Regresión de Cox. Estudio univariable. 
**Regresión de Cox. Estudio multivariable: ajustada al estadio TNM, grado de diferenciación, 
edad, afectación ganglionar y fístula faringo-cutánea. 

Tabla 14. Análisis de supervivencia de los distintos polimorfismos de CAPN10 
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Los polimorfismos UCSNP19, UCSNP43, y UCSNP44 no presentaban una 

diferencia estadísticamente significativa en relación con la supervivencia en el estudio 

univariable en ninguna de su variantes alélicas, tampoco en el  estudio multivariable. 

(Figuras 17 y 18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 17 y 18: resto de  polimorfismos sin diferencias significativas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El polimorfismo UCSNP63 sí que presentaba una relación estadísticamente 

significativa en el estudio multivariable, ajustado al estado TNM,  grado de 

diferenciación celular, edad, metástasis linfáticas y presencia de fístula durante el 

postoperatorio (HR = 2.73, 95% CI: 1.21-6.20); relación que no se expresaba en el 

estudio univariable. 
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 La curva de Supervivencia para este genotipo (UCSNP-63) esta representada 

en la figura 19 (Cox multivariable), donde se aprecia un incremento de la mortalidad, a 

lo largo del tiempo, en los pacientes con la variante UCSNP63:12, de la CAPN10. 

(Figura 19). Los pacientes con la variante polimórfica UCSNP63:11 presentaba una 

mortalidad similar a la detectada con el resto de polimorfismos analizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. UCSNP 63=1:11; UCSNP 63=2:12. Análisis multivariable tras su ajuste a Estadio TNM, grado de diferenciación celular, 

edad, metástasis linfáticas y presencia de fístula. 
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DISCUSION 

 

La probabilidad de padecer cáncer de laringe se ha incrementado de forma 

notable en las últimas décadas, sobre todo en los países desarrollados. Por este y 

otros motivos, han prosperado multitud de investigaciones con la intención de obtener 

información sobre la aparición y el desarrollo de dicho tumor.  

Una gran cantidad de estudios han relacionado el consumo de tabaco y alcohol 

con el riesgo de padecer cáncer de laringe309,310, aun así, existen muchos pacientes 

expuestos a estos carcinógenos que no llegan a desarrollar este tipo de tumor, por lo 

que se apuesta por la existencia de una relación de causalidad entre el entorno 

ambiental al que están expuestos los pacientes y la susceptibilidad genética, ya sea 

individual o colectiva, para padecer dicho cáncer de laringe 311,312,313. 

El tabaco, ya sea fumado o masticado, además del consumo intenso de 

alcohol, han quedado establecidas como factores de riesgo de una importancia radical 

en la etiología del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC). Desde hace 

unos 15 años, el papilomavirus humano, factor etiológico fundamental en el desarrollo 

del cáncer de cérvix, ha sido relacionado con el origen de un subconjunto de CECC53. 

Algunos estudios de biología molecular han ayudado a demostrar e identificar 

serotipos de papilomavirus, donde existe una relación causal de gran consistencia, 

como son algunos subtipos localizados en orofaringe54 o laringe. El ADN del HPV ha 

sido identificado hasta en un 55% de los casos de CECC53 
, siendo el HPV-16, el 

subtipo mas frecuentemente detectado, hasta en 90-95% de los CECC-HPV positivos, 

seguido del HPV-18 y el HPV-33, entre otros.  

En la actualidad se acepta una hipótesis multifactorial sobre la carcinogénesis 

en CECC y más específicamente en la carcinogénesis laríngea, describiéndose otros 

factores ambientales como la radiación y la exposición a los asbestos, al serrín,  gas 

mostaza y a diversos productos de las refinerías, como posibles factores 

predisponentes314. 

 Todos los posibles factores etiológicos se relacionan entre sí, e  interaccionan 

con el normal desarrollo y control del ciclo celular a nivel molecular. Esta relación nos 

lleva a desarrollar distintos modelos de carcinogénesis laríngea donde se aprecian 

algunas anormalidades cromosómicas, en distintas regiones genómicas 

coherentemente observadas, entre las que se encuentran: la 9p21, la 17p13 (lugar del 

gen supresor de tumores p53), 3p y 13q21, y a su vez en distintos momentos del ciclo 

celular. A otro nivel del ciclo celular existen diversas alteraciones en el paso de la 

señal mitógena, donde se ven implicados tanto el factor de crecimiento epidérmico 
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(EGFR), como el receptor HER-2/neu (c-erbB-2), los cuales, repercuten en la 

transmisión de señales intracelulares a partir de dominios tirosina-quinasa. Estos 

factores se encuentran sobrerregulados en las líneas celulares con crecimiento 

tumoral. El exceso de expresión de los distintos receptores varían en función de la 

localización de los distintos tumores estudiados en cabeza y cuello87.  

También se han podido describir receptores transmembrana, cuya activación 

induciría un  incremento de la mitogénesis en líneas celulares del cáncer de laringe 

Hep-2, este es el caso del receptor de la  Neuroquinina1105. Recientemente se ha 

descrito la presencia de este receptor en los cánceres de la cavidad oral103, y 

larínge104, sugiriéndose que la expresión en la membrana celular del mismo fuera 

responsable de una potente señal mitógena para las células tumorales105. 

Otros factores podrían jugar un papel crítico en la regulación del ciclo celular. 

Muchos de ellos se encuentran alterados en los carcinomas epidermoides de cabeza y 

cuello, como es la sobreexpresión de la Ciclina D1, que es una proteína que tiene un 

papel clave en la regulación del ciclo celular en la transición G1/S, y su sobreexpresión 

se ha asociado a una mayor agresividad tumoral y un peor pronóstico129. También la 

inactivación del gen supresor de tumores p16INK4A, (delección del gen p16 localizado 

en el 9p21), es una de las alteraciones genéticas más comunes que se han descrito en 

los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. Se pudo demostrar de manera 

significativa, que existía una correlación entre la amplificación de la Ciclina D1 y la 

delección en el gen p16, asociándose ambos cambios con la recurrencia, metástasis a 

distancia y la supervivencia, potenciándose entre sí para un peor pronóstico en 

CECC130. 

También hay descritos distintos oncogenes como el c-myc, íntimamente 

relacionado con el control de la trascripción celular, que además parece jugar un papel 

fundamental tanto en el desarrollo normal como en la carcinogénesis celular142. El c-

myc actúa, junto a otros genes, precipitando la apoptosis vía p53143.  

La p53 es un factor antineoplásico fundamental que mediante la inhibición del 

ciclo de crecimiento celular e inducción de apoptosis celular,  actúa en la supresión de 

la proliferación celular aberrante. 

En otra etapa del ciclo, la adhesión celular parece crítica en los procesos 

dinámicos necesarios para la morfogénesis tisular, así como para el mantenimiento de 

los tejidos diferenciados. Se han descrito multitud de genes que codifican moléculas 

para la regulación de señales intracelulares, controlando diversos procesos tales como 

la división, la migración o la diferenciación celular. La expresión de estas moléculas 

estaría fuertemente regulada y en algunos casos su pérdida se ha asociado al 

incremento de la capacidad invasiva de los tumores de extirpe epidermoide (e-
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cadherin)154,155,156 , En el caso de las integrinas mostrarían una mayor heterogeneicidad 

y una tendencia al desarrollo de tumores menos diferenciados y más agresivos  

cuando estas se sobreexpresaban158,159.  

Como último paso en el control celular, la Apoptosis, que es por medio de la 

cual se establece un control biológico ordenado y "silencioso". También el desajuste 

de esta etapa podría desencadenar la carcinogénesis. Uno de los reguladores más 

importante al efecto, es la p53. Otro regulador de la apoptosis es la familia Bcl-2, que 

constituyen un conjunto de moléculas cuya función podría ser apoptótica o 

antiapoptóticas. 

Las calpainas son una familia de proteasas que están implicadas en la 

regulación de una gran variedad de funciones celulares, como la señalización 

intracelular, proliferación, diferenciación, movilidad celular y apoptosis. Han sido 

relacionadas con un cúmulo de  enfermedades sistémicas, como la distrofia muscular 

de cinturas252, donde se encuentra relación con el gen de la CAPN3, por la probable 

pérdida de capacidad proteolítica; o en el caso de la enfermedad de Alzheimer248, 

donde se detecta una mayor cantidad de m-calpaina en el citosol celular; o en la 

Esclerosis Múltiple253, incluso el Trastorno Obsesivo-Compulsivo254 o las  Cataratas246, 

siendo en ocasiones piedra angular del desarrollo patogénico, y en otras simplemente 

un escalón más en la evolución nosológica, muchas veces indispensable. 

Es fácil pensar que las Calpainas, que también se han relacionado con algunos 

tipos de cancer como en el caso de la calpaina 9 y el carcinoma gástrico251, pudieran 

influir y repercutir en gran cantidad de procesos nosológicos, o en el desarrollo de la 

carcinogénesis en multitud de tumores.  

Existen multitud de publicaciones como las de Carragher y cols315,316 donde se 

demuestra que la actividad de las calpainas potencian la transformación inducida por 

distintos oncogenes y protoncogenes como los v-Src, v-Jun, v-Myc, k-Ras y v-Fos. 

Además, la actividad aumentada de las calpainas, promueve nuevos modelos de 

adherencia focal, transformaciones morfológicas y migración celular en función de la 

activación de las distintas oncoproteinas.  

Otros estudios, como los realizados por Frances y cols296, analizaron distintos 

polimorfismos de la calpaina 10, como el UCSNP-44, que definían haplotipos,  que en 

situación homocigótica (2111/2111), se asociaban a un efecto protector contra el 

carcinoma colrrectal CRC (OR = 0.166, P = 0.006, 95% CI [0.018–0.691])296. En ese 

estudio se mostraba una susceptibilidad genética bien definida a la hiperinsulinemia, 

que se asociaba con un bajo riesgo a padecer cáncer de laringe, no siendo ésta, la 

primera evidencia que relacionaba el cáncer de laringe con los niveles de insulina317. 
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En el análisis transversal que se llevó a cabo en nuestro estudio, se apreció, 

como hallazgo destacable, una disminución en la frecuencia de expresión del alelo C 

del polimorfismo UCSNP-44 T/C en el grupo de casos comparado con el grupo de 

controles, siendo esta disminución estadísticamente significativa, (p=0.01). La odds 

ratio era menor de 1, (OR=0.59), indicando que la presencia del alelo C conferiría 

protección frente al cáncer de laringe. Además se demostraron otras asociaciones 

que, aunque no de manera taxativa, evidenciarían a posteriori, una relación existente 

entre éste y otros polimorfismos de la calpaina 10 (UCSNP-44, 63, haplotipo 2111), 

afectando estos, al desarrollo y la agresividad del cáncer de laringe, repercutiendo 

tanto en la probabilidad de padecerlo, como en la supervivencia a lo largo del tiempo, 

como plantearemos en el análisis multivariable. 
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1.-ANALISIS DE CASOS Y CONTROLES  

 

La distribución genotípica de la población analizada estaba en concordancia 

con las presentadas en los estudios previos realizados sobre poblaciones como la 

británica y la irlandesa305.  

El origen de la línea de investigación de nuestro estudio se basó en unos 

trabajos previos, publicados por González y cols, sobre el gen CAPN10 y el Síndrome 

de Ovario Poliquístico (SOPQ)290,292 , donde se demostraba una inesperada asociación 

entre los distintos haplotipos de la CAPN10  y la agregación familiar de cáncer, 

además de un aumento en la frecuencia de los antecedentes familiares de distintos 

tipos de cáncer y en distintas localizaciones, sobresaliendo el cáncer de laringe, con 

una frecuencia destacada entre familiares de primer grado (padres, hermanos o hijos). 

Estos indicios, apoyados por el evidente rol jugado por las calpainas en la señalización 

intercelular y la apoptosis, nos empujaron a analizar y profundizar en esta evidencia 

sobre una serie de pacientes con cáncer de laringe,  

Al analizar los resultados de la genotipación de las muestras obtenidas, se 

detectaron diferencias en la distribución del polimorfismo UCSNP-44 por alelos. Se 

observó que el alelo 2 (alelo C) tenía una menor representación en casos comparado 

con controles, siendo esta diferencia estadísticamente significativa  (0,12 vs 0,17; p: 

0.02), la odds ratio marcaba el comportamiento de éste, como factor de protección 

(OR: 0,69). La alteración en el Equilibrio de Hardy-Weinberg podría hacer dudar de los 

resultados en tanto se reflejaban en el grupo de casos, pero al no presentar una p 

significativa (p=0,06) la conclusión se dirigía a la necesidad de un aumento del tamaño 

muestral para obtener un resultado más concluyente. Ademas, el polimorfismo 

UCSNP-44 con el alelo 2, que definía el haplotipo (2111),  parecía ejercer un efecto 

protector contra el cáncer de laringe. Curiosamente el mismo efecto protector de este 

polimorfismo fue demostrado en la serie de pacientes con cáncer colorrectal descrito 

previamente en el estudio de P. Frances296.  En el caso del UCSNP-63, al igual que en 

el resto polimorfismos, no se detectaron alteraciones significativas en el estudio por 

alelos.  

En el análisis transversal llevado a cabo, el polimorfismo UCSNP-44 con 

genotipo T/C se determinó con una frecuencia menor en el grupo de casos comparado 

con el grupo de controles, siendo esta disminución estadísticamente significativa, 

(p=0.01). La odds ratio era menor de 1 (OR=0.59), indicando que la presencia de 

dicho genotipo (T/C) se comportaría como un factor de protección frente al cáncer de 

laringe. Este hallazgo se podría correlacionar con la significación protectora del alelo 2 
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(alelo C), del polimorfismo UCSNP-44 (T/C) y como posteriormente veremos, también 

con el haplotipo 2111. 

Sin embargo, en esos estudios, el efecto del UCSNP-44  parecía seguir un 

modelo recesivo, aunque no podríamos excluir la posibilidad de que el mismo alelo 

ejerciera un efecto diferente dependiendo del contexto fisiológico, debiendo ser 

profundamente estudiado, puesto que no podemos rechazar la casualidad como 

posibilidad.  

Además se demostró, al analizar la distribución del genotipo UCSNP-63 (C/T) 

comparando casos y controles, que  existía una alteración para dicho polimorfismo, 

presentando una diferencia en casos cuando se comparaba con controles, y que ésta 

era estadísticamente significativa (p=0.01, OR=1.78), por lo que este hallazgo, estaría 

asociado con un incremento en el riesgo a padecer cáncer de laringe en los individuos 

que presentaban esta variante, o insinuaba una asociación aún poco definida, con la 

agresividad tumoral. 

No se encontró una relación estadística clara, entre el UCSNP-63 y las formas 

familiares de cáncer de laringe, de manera que se permitiera postular sobre la 

repercusión de este polimorfismo en la herencia de cáncer de laringe. Posteriormente, 

el UCSNP-63, nos sorprendería en el estudio de la supervivencia, donde si presentó 

una importante repercusión estadísticamente significativa. 

Esta distribución de los polimorfismos UCSNP-44 y UCSNP-63, que parecería 

contradictoria inicialmente, se corroboraría en los análisis de supervivencia 

intracohorte posteriores, donde se constataría que efectivamente, el papel 

desempeñado por la presencia de estos dos polimorfismos podrían ser totalmente 

antagónicos, pero no simultáneos, expresándose cada uno de ellos en distintas fases 

de la carcinogénesis laríngea. 

Otro interesante resultado encontrado radica en la alteración en la distribución 

genotípica del polimorfismo UCSNP-63 (22) hallada en los controles, donde se 

apreciaba un exceso de individuos con este genotipo, dato que no se refrendaba en el 

grupo de casos. Esta desviación del Equilibrio de Hardy-Weimberg (EHW) en el grupo 

control, presentaba una importante significación estadística (p=0,01), por lo que se 

reanalizaron los datos con nuevas genotipaciones de las muestras obteniendo 

idénticos resultados. Esta no ha sido la primera evidencia de polimorfismos 

perteneciente al gen CAPN10 con alteraciones del EHW no asociados a errores en la 

genotipación306. Otros estudios realizados con posterioridad explicaban estos 

hallazgos motivados por el tipo más frecuente de Selección Natural308, la selección 

estabilizadora o purificadora, en la que la diversidad genética decaería según un valor 

particular del carácter estudiado. De esta manera, observaríamos como un genotipo 
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concreto, que en principio no estaría asociado con la probabilidad de presentar o no  

cáncer de laringe, se expresa con más frecuencia en el grupo control que en el grupo 

de pacientes con cáncer, sin tener necesariamente relación con el resto de genotipos. 

De esta manera, hallaríamos alteraciones en las frecuencias alélicas que no 

repercutirían sobre las proporciones de Hardy-Weimberg, justificando el desajuste en 

dicha región del gen CAPN10. En estos casos, es importante revalidar los resultados 

en estudios posteriores intentando siempre incrementar el tamaño muestral. 

En el análisis por Haplotipos, sólo resultó significativo el 2111, que como ya 

comentamos, estaba definido por la variante 2 del polimorfismo UCSNP-44, que 

marcaba este rasgo como factor de protección [OR: 0.70; CI 95%(0.51-0.99) p=0,03]. 

Los estudios de Evans y cols.  proponían que el haplotipo 2111, en la población 

británica estudiada, incrementaba el riesgo de padecer Diabetes Mellitus305. Por otra 

parte, Horikawa y cols.240 describieron el mismo riesgo usando un marcador mucho 

más específico: UCSNP-43. Su grupo realizó estudios funcionales para determinar el 

efecto del UCSNP-43 sobre los niveles de expresión de calpaina 10, demostrando su 

control. El polimorfismo UCSNP-43 y el 44 se encuentran justo a 10 bp uno de otro, 

por lo que no se podría descartar un posible efecto del UCSNP-44 sobre los niveles de 

calpaina 10 en otros tejidos, teniendo también en cuenta el carácter ubicuo de algunas 

calpainas. En ese estudio se mostraba una susceptibilidad genética bien definida para 

la hiperinsulinemia, que se asociaba con un bajo riesgo a padecer cáncer de laringe, 

no siendo ésta, la primera evidencia que relacionaba el cáncer de laringe con los 

niveles de insulina317. Por otra parte, niveles bajos de IGF-1 han sido hallados 

recientemente en pacientes con carcinoma de laringe, hallazgos que involucraban las 

vías de metabolismo insulínico, de alguna manera poco definida aún, con la posibilidad 

de desarrollar carcinoma de laringe296,317
. 

El papel de la calpaina 10 en la fisiología celular es virtualmente desconocido. 

Sólo podemos suponer cómo interactúan en función del conocimiento sobre otras 

calpainas. Tras la activación por Ca2+, se cree que las calpainas se someten a una 

proteolisis, dando lugar a una serie de productos con destino a distintos objetivos 

celulares, como la membrana citoesqulética, receptores de membrana, y algunos 

factores de transcripcion como NF-kB, actuando así a muchos niveles del ciclo celular. 

Exsiten muchas cuestiones que permanecen sin ser contestadas; primero, el 

objetivo fundamenteal de las calpainas dentro de la actividad proteolítica, en caso de 

que no huviera más de uno; segundo, determinar el control sobre la expresion de las 

calpainas que ejercen los distintos tejidos; finalmente, profundizar en la repercusión de 

la asociación del haplotipo 2111 de la calpaina10 y su asociación con el cáncer de 
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laringe, al igual que los polimorfismos UCSNP-44 y -63, ya fuera por mecanismos de 

actuación de manera independiente o por medio de intercaciones etre ellos y/o con 

otros factores. 
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2.- ASOCIACIÓN ENTRE DIVERSOS POLIMORFISMOS DE LA CALPAINA 10 Y LA 

SUPERVIVENCIA EN EL CANCER DE LARINGE.  

 

El cáncer de laringe es un tipo tumoral típico de países mediterráneos. Muchos 

estudios han descrito la asociación entre el consumo de tabaco o alcohol y los tumores 

de cabeza y cuello318,319. Paradójicamente, estos datos han contrastado con los de 

aquellas poblaciones que, estando expuestas a los mismos carcinogénos, no han 

desarrollado, con la misma frecuencia, este tipo tumoral (cáncer de laringe). Muchos 

autores usan el cáncer de laringe como ejemplo paradigmático de interacción 

ambiental y de repercusión genética en el desarrollo de tumores 311, 320 , 321  . La 

distribución genotípica de nuestra población estaba en concordancia con las de 

distintas poblaciones británicas e irlandesas estudiadas previamente, como ya se 

mencionó en el apartado anterior305. 

 En el estudio de supervivencia se ha analizado una serie de pacientes con 

cáncer de laringe sobre los que ya se publicaron resultados preliminares322. En dichos 

estudios, se determinó la asociación entre varios polimorfismos del gen de la CAPN10 

(UCSNP-44 y UCSNP63) y la probabilidad de padecer cáncer de laringe322, 

planteándose la necesidad de evaluar una posible repercusión, de dichos 

polimorfismos, sobre la supervivencia a los cinco años.  

Se tomaron los individuos pertenecientes al grupo de casos, revisando la 

supervivencia en el momento de finalización del estudio (Diciembre de 2008), cuando 

ya se dio por finalizado. Dado que no todos los pacientes comenzaron el estudio en el 

mismo momento (intervalo de tiempo en el que se fueron reclutando los pacientes y 

completando los cuestionarios), se contabilizó la duración, en meses, de su inclusión 

en el estudio. La diferencia del número de enfermos que se incluyeron en el estudio de 

supervivencia (199 pacientes) con respecto al estudio previo (218 pacientes)  fue 

debido a que por un lado, la mayoría de los pacientes procedían de fuera de nuestra 

Comunidad Autónoma, lo cual dificultaba su seguimiento, y por otro, a que algunos 

decidieron no seguir perteneciendo al estudio una vez preguntados, ya fuera por 

motivos personales del paciente o de los familiares. 

Al realizar el análisis de inferencia (Cox's proportional risk model) en nuestro 

estudio, se observó una relación estadísticamente significativa cuando se ajustó la 

supervivencia, al estadio tumoral, grado de diferenciación celular, edad, metástasis 

linfáticas y presencia de fístula, con una HR = 2.73, 95% CI: 1.21-6.20. El polimorfismo 

UCSNP-63 (11), parecía mantener una supervivencia similar al resto de polimorfismos 

(UCSNP-44 43,19) a lo largo de los meses, en el estudio multivariante (Cox's 

proportional risk model), pero la presencia de la variante heterocigótica (UCSNP-
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63:12)  conferiría una disminución de la supervivencia drástica a lo largo del tiempo en 

el mismo estudio de inferencia, por lo que parecía existir una asociación clara entre la 

presencia de esta variable genotípica (UCSNP-63:12) y una disminución de la 

supervivencia. 

Estos hallazgos reforzarían la relación detectada entre la calpaina 10 y el 

cáncer de laringe en relación con el polimorfismo UCSNP-63, cuya asociación se 

apuntaba en el estudio previo (estudio de casos y controles, Esteban et al, 2008)322.  

En este caso el UCSNP-63:12, podría comportarse como un factor asociado a 

la agresividad tumoral 323 , de esa manera, la supervivencia en los pacientes que 

expresaban este alelo (12) se vería comprometida en relación al genotipo 11 y al resto 

de polimorfismos analizados (como se puede ver en la figura 19). 

Realizando el mismo análisis de inferencia estadística (Cox's proportional 

risk model), con el resto de polimorfismos estudiados (UCSNP-19, UCSNP-43, 

UCSNP-44), no se detectaron alteraciones significativas en la supervivencia, como ya 

hemos apuntado, por lo que, en cierto modo, estos datos contrastarían especialmente 

con los hallazgos expuestos en el análisis previo (estudio de casos y controles, 

Esteban et al, 2008)322 , sobre la UCSNP-44, donde se evidenciaba la asociación entre 

la presencia del alelo C con la probabilidad de padecer cáncer de laringe, de esta 

manera, dicho alelo se comportaría como factor de protección frente al cáncer en este 

estudio322 . En el análisis de supervivencia no se apreciaron diferencias significativas, 

por lo que este alelo (alelo C, UCSNP-44) podría influir en la probabilidad de adquirir o 

desarrollar el tumor, es decir se comportaría como factor de riesgo, pero no 

repercutiría en la supervivencia del mismo a lo largo del tiempo. 

En el estudio por haplotipos no se detectaron diferencias significativas, lo cual 

dio mas valor al hallazgo puntual sobre la variante alélica en cuestión (UCSNP-63:12), 

y nos plantea la necesidad futura de profundizar en el estudio aumentando del tamaño 

muestral, para definir la repercusión individual y la relación entre éste y del colectivo 

genómico analizado. 

“…Las dificultades que implican tanto el estudio de líneas celulares de 

calpainas, como el uso de modelos animales, conllevan la necesidad de un abordaje 

molecular del problema, y así intentar dilucidar las incógnitas sobre las funciones de 

las diferentes variantes genéticas y su repercusión sobre las distintas entidades 

nosológicas analizadas...” 
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CONCLUSIONES 

 

1.- La distribución de los distintos polimorfismos del gen CAPN10 se ajustan al 

Equilibrio de Hardy-Weinberg y al analizarlos en un grupo de pacientes y en la población 

normal, hemos podido comprobar que: 

- El alelo C del polimorfismpo UCSNP-44 T/C tiene una frecuencia menor en 

casos cuando se compara con controles, y que esta disminución es estadísticamente 

significativa, indicando que la presencia de dicho alelo, ya sea en el estudio por alelos, por 

genotipos  o definiendo al haplotipo 2111, confiere protección frente al cáncer de laringe.  

- Por otro lado, el polimorfismo UCSNP-63 C/T, que se expresa de manera 

opuesta, siendo también significativo, se asocia a un incremento del riesgo a padecer 

cáncer de laringe. 

 

2.-Hemos podido determinar que la presencia del genotipo UCSNP-63 C/T se 

asocia a una disminución de la supervivencia a los 4 años, y de esta manera, se 

comportaría como factor de mal pronóstico en el cáncer de laringe. 
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