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RESUMEN

Estudios recientes han demostrado la capacidad del organismo humano para detener el crecimiento de
potenciales células cancerigenas y paralizarlas. Este mecanismo antitumoral, que actia como freno del proce-
so maligno, se conocia ya en estudios de laboratorio “in vitro”, pero se ha comprobado también su presencia
en modelos “in vivo”, tanto en ratones como en muestras de tejido de pacientes con céncer. A este mecanismo
se le denomina senescencia celular y se define como un sistema de defensa de emergencia de las células que
estén en camino de convertirse en cancerosas, una respuesta ante el estimulo de un oncogén. Se trataria pues
de un freno a la progresion de las lesiones cancerizables, condenando a esas células a una “cadena perpetua
celular”. Este articulo de revision se propone describir este mecanismo y poner al dia la evidencia al respecto de
este proceso, asi como los marcadores de senescencia existentes en relacién con el cancer y precancer oral.
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ABSTRACT

Recent studies have demonstrated the capacity of the human organism to prevent the growth of potentially
carcinogenic cells, paralyzing them. This antitumor mechanism, which acts as a brake on the malignant
process, was already known in lab studies “in vitro” but has now also been verified “in vivo” in mice and in tissue
samples from cancer patients. This mechanism is known as cellular senescence and is defined as an emergency
defense system for cells on the way to becoming cancerous, i.e., a response to the stimulation of an oncogene.
These cells are sentenced to “life imprisonment”, impeding the progression of premalignant lesions. This
review aims to describe this mechanism and present an update of the evidence on this phenomenon in the
setting of oral cancer and precancer.
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INTRODUCCION

El céncer de cabeza y cuello (CCC) representa el 5-
10% de todos los procesos malignos. En las ultimas
décadas se ha observado un aumento significativo de
la incidencia de cancer oral y de la mortalidad asocia-
da en Europa y muy especialmente en poblacién adul-
ta joven (1). En algunos paises en desarrollo, casi la
mitad de los pacientes en los departamentos de on-
cologia padecen céncer en la cavidad oral, en una
gran parte debido a exposicién a carcin6genos como
el tabaco (2).

La mayoria de los tumores malignos de la cavidad
bucal son carcinomas orales de células escamosas
(COCE). Anualmente se diagnostican mas de
300.000 nuevos casos de COCE a nivel mundial.
Esta agresiva neoplasia epitelial esta asociada a una
severa morbilidad y menos del 50% de supervivencia
a largo plazo a pesar de los avances en el tratamien-
to quirargico, con radioterapia y/o quimioterapia. La
posibilidad de intervenir antes de llegar a estadios
avanzados podria mejorar los resultados del trata-
miento (2). Estos procesos malignos van en ocasio-
nes precedidos de lesiones cancerizables especial-
mente la leucoplasia. Hasta un 10% de los pacientes
con leucoplasia tienen un carcinoma invasivo en la
lesion (3). La prevencion de la malignizacion de las
leucoplasias se hace indispensable teniendo en cuen-
ta la baja supervivencia del cancer oral sobre leuco-
plasias (s6lo del 30-40% de los pacientes permane-
cen vivos a los 5 anos después del diagnéstico) (4).

A pesar de que la leucoplasia oral se considera des-
de hace décadas como una lesién cancerizable, to-
davia existen problemas metodolégicos en identifi-
car cuales son potencialmente malignas, debido a la
ausencia de marcadores pronésticos y clinicos pre-
cisos. Aunque ciertas caracteristicas clinicas e histo-
l6gicas se han asociado con cierta progresién de las
lesiones leucoplasicas orales, no hay una clara co-
rrelacién entre los diferentes grados de displasia en
relacion al pronéstico, de tal manera que grados leve
de displasia han evolucionado a carcinomas in situ,
mientras que displasias severas no han evoluciona-
do a carcinoma (2,5).

Debido a la variabilidad de estos marcadores histo-
patoldgicos y su falta de correlacién con la clinica,
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se necesitan nuevos marcadores moleculares diag-
nosticos y prondsticos. Asi, los marcadores genéti-
cos (arrays de DNA) se perfilan en un futuro como
los marcadores pronésticos ideales desde un punto
de vista clinico. Sin embargo, parece que el estable-
cimiento de marcadores moleculares mediante in-
munohistoquimica podria simplificar los diagnésti-
cos rutinarios a corto y medio plazo.

Esta aceptado ampliamente que la carcinogénesis
oral es un proceso molecular muy complejo, con
multiples pasos en los que se va acumulando el dano
genético lo que conlleva una alteracién celular y de
las senales citoplasméticas que afectan el ciclo celu-
lar y la reparacion del ADN (6). Los organismos mul-
ticelulares han desarrollado al menos dos mecanis-
mos celulares para impedir la proliferacion de células
con riesgo de padecer transformaciones oncogéni-
cas: la apoptosis o muerte celular programada y la
senescencia celular. Ambos mecanismos poseen ca-
racteristicas en comun, sin embargo, mientras la
apoptosis mata y elimina a las células potencialmen-
te cancerigenas, la senescencia detiene irreversible-
mente su crecimiento, constituyendo barreras que
las células deben vencer para progresar hacia la ma-
lignidad. Las células normales, particularmente las
humanas, no sufren con frecuencia apoptosis en res-
puesta a danos moderados al ADN, sino que res-
ponden adoptando un fenotipo senescente (7).

De hecho se ha observado que la adquisiciéon del
fenotipo inmortal no se correlaciona con el estado
histopatoldgico (es decir el grado de displasia), aun-
que si se ha observado este fenotipo en los estados
mas tempranos de la carcinogénesis oral (8).

En esta revision de la literatura nos proponemos abor-
dar el concepto de senescencia celular en el cancer
y precancer y sus posibles conexiones con el COCE
y lesiones cancerizables de la cavidad oral, asi como
de los marcadores de senescencia mas estudiados
hasta el momento.

CONCEPTO DE SENESCENCIA CELULAR

El estado de senescencia celular se alcanza después
de que las células hayan proliferado en exceso o bajo
estimulos anormalmente potentes, y consiste en una
pérdida irreversible de la capacidad de dividirse. Este
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fenémeno ha intrigado a los investigadores desde
hace ya 40 anos, cuando fue descrito por primera
vez por Moorhead y Hayflick (9). Asi fue observada
por primera vez en fibroblastos obtenidos de piel y
pulmén en cultivos in vitro, donde se pudo compro-
bar que las células se dividian, pero segiin envejecia
el cultivo, las células dejaban de dividirse. Ademas
de una pérdida en la capacidad de divisién se pro-
ducia una alteracién en la morfologia de estas célu-
las. Establecieron que los cultivos dejaban de divi-
dirse después de una media de 50 divisiones, dato
éste conocido como limite Hayflick o fenémeno de
Fase III.

En la actualidad el concepto de senescencia es apli-
cado en general a una detencion irreversible y per-
manente de la proliferacién y replicacién celular cau-
sado por varias situaciones de stress, incluyendo el
dano celular oxidativo, la alteracién o acortamiento
de los telébmeros, danos en el ADN y farmacos qui-
mioterapicos (como la doxorubicina o el cisplatino,
que afectan a la estructura del ADN; o el taxol o
vincristina cuyo diana son los microtibulos) (10, 11).

Varias evidencias sugieren pues que la respuesta se-
nescente evoluciond para suprimir la tumorogéne-
sis, actuando como mecanismo de seguridad para
prevenir la proliferacién de células con riesgo de su-
frir transformaciones neoplésicas (12). Los telémeros
en mamiferos, al igual que en todos los vertebrados,
estén constituidos por la secuencia 5-TTAGGG-3',
repetida cientos y miles de veces al final de cada
cromosoma. Tanto ellos como sus proteinas espe-
cializadas asociadas (TRF1, TRF2, POT1, TINZ2,
hRAP1) son esenciales para la integridad de los cro-
mosomas.

Por mecanismos bioquimicos propios de la replica-
ciéon del ADN, de 50 a 200 pares de bases del ADN
telomérico dejan de ser replicados durante cada fase
S. Debido a esto y a que la enzima responsable de la
sintesis de novo del ADN telomérico no se expresa
en la mayoria de las células humanas, los telémeros
se acortan en cada ciclo celular de forma fisiolégica
(13). Sdlidas evidencias demuestran que las células
expresan el fenotipo senescente cuando uno o mas
de sus teldbmeros alcanzan una longitud critica. Asi
por ejemplo, en células humanas donde la longitud
del fragmento telomérico de restricciéon terminal pro-
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media de 15 a 200 000 pares de bases, la senescen-
cia celular replicativa se produce cuando dicho frag-
mento adquiere una longitud promedio de 5 a 7
000 pares de bases, pudiendo comprometer la in-
tegridad del cromosoma (14-16). La velocidad de
acortamiento de los telémeros en si misma estaria
fuertemente influenciada por el stress celular oxida-
tivo (17), y esté especialmente relacionada con pro-
cesos de envejecimiento, siendo hoy en dia muy
estudiadas sus posibles relaciones con enfermeda-
des neurodegenerativas con el Alzheimer o el Par-
kinson (18).

En algunas ocasiones las células pueden expresar
un fenotipo senescente independientemente de con-
tar con telémeros disfuncionales, lo que se ha deno-
minado como “SIPS” (por Stress-Induced Premature
Senescence), “senescencia prematura” o “senescen-
cia acelerada” (17), (tras la activacién de los dos prin-
cipales supresores tumorales p53 y p16INK4a), como
sucede en células epiteliales normales (18,19).

Las células tumorales estan expuestas a diversas si-
tuaciones de estrés, por lo tanto la inducciéon de se-
nescencia podria constituir un importante bloqueo a
la progresién tumoral. Una fuente especial de stress
se deriva de senales proliferativas aberrantes de on-
cogenes que podrian activar la senescencia a partir
de un proceso conocido como senescencia inducida
por oncogenes “OIS” (OIS por Oncogene-induced
senescence). Esta respuesta celular puede ser clave
para la proteccion celular contra el cancer. Sin em-
bargo su investigacion se ha limitado hasta ahora a
células en cultivo e in vivo con ratones que se han
manipulado para que sobreexpresen un oncogén (p.
ej: ras) (20).

Numerosos estudios recientes establecen que OIS
sucede durante los estudios més tempranos del de-
sarrollo tumoral tanto en modelos animales como
humanos (10,21). Estas observaciones indican cla-
ramente que OIS anula el crecimiento de células
estresadas oncogénicamente, manteniendo por tan-
to al tumor en un estado premaligno, no agresivo.
Por el contrario, la ausencia de OIS, que es motivada
por la mutacién de las vias inductoras de senescen-
cia, deja libre el camino a la progresién maligna
mediada por oncogenes (10,20,21). La asociacién
de senescencia con lesiones premalignas (caracteri-
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zadas por una morfologia celular normal y ausencia
de crecimiento invasivo) convierten a la deteccién de
la senescencia como un atractivo biomarcador que
podria servir como un indicador pronéstico. Tam-
bién se debe saber que la apariciéon de senescencia
en lesiones premalignas no es incompatible con el
crecimiento del tumor, ya que esto depende del
equilibrio entre proliferacién y apoptosis o senes-
cencia (10).

Otro aspecto que se desconoce todavia es cuanta
actividad oncogénica es necesaria no sélo para pro-
vocar o inducir el fenotipo senescente (OIS) sino tam-
bién para provocar la transformacién maligna de una
lesién premaligna o de tejido normal y la proporciéon
de estos niveles entre si. Collado y Serrano propo-
nen que el estrés oncogénico se incrementa progre-
sivamente durante el desarrollo tumoral y que la se-
nescencia es activada en un punto cuando lo los
tumores ya han sido iniciados, pero no han alcanza-
do el fenotipo maligno (10).

VIAS DE SENESCENCIA CELULAR

Aunque, como se ha descrito previamente, existen
diversos estimulos que pueden inducir una respues-
ta senescente, todos ellos parecen converger en una
o0 ambas vias que establecen y mantienen la deten-
cién del crecimiento senescente (18) (22):

Via de ARF-p53P53

p53 es un mediador crucial de las respuestas celula-
res a danos en el ADN, incluyendo también la res-
puesta senescente, ya que la pérdida de la funcién
p53 retrasa la senescencia replicativa de células hu-
manas. Los telémeros disfuncionales también acti-
van muchos componentes de la respuesta mediada
por p53 y la respuesta senescente a los teldbmeros
disfuncionales requiere de la integridad de esta via.
Las ROS (Reactive Oxygen Species) incluyen iones
de oxigeno y radicales libres, provocando efectos mu-
tagénicos en la via RAS y también inducen la senes-
cencia celular (23).

Asi RAS oncogénico sobreexpresado puede provo-
car una respuesta dependiente de p53, en este caso
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por la produccién de altos niveles de ADN danado
por ROS. Sin embargo RAS oncogénico también
puede inducir p16INK4a, que es un activador de la
via pRB, lo que proporciona una segunda barrera a
la proliferacién de células potencialmente oncogéni-
cas. Por lo tanto, al menos en algunas células, la
induccién de senescencia por dano en el ADN, dis-
funcién de los telémeros y posiblemente sobreex-
presién de oncogenes convergen en la via p53, que
es necesaria y suficiente para establecer y mantener
el arresto senescente (Figura 1). Aunque este estado
senescente no puede ser revertido por senales fisio-

Stress
genotoxico

Telébmeros
disfuncionales

Oncogenes
(Senales ROS)

 /
Dano ADN

;

pl4 ARF

:

T p53

l

Transcripcién gen diana (eg. T p51)

v
Detencién crecimiento
Senescencia (reversible)

Fig. 1. Via de senescencia ARF-p53. El dafio en el ADN, los
telémeros disfuncionales y el estrés genotéxico como el ROS
(Reactive Oxygen Species) producidos por vias de senalizacion

mitogénicas activan la respuesta via p53, La proteina p14ARF inhibe
a la proteina mdm2 que a su vez facilita la degradacién de p53.La
transcripciéon de genes dependientes de p53, incluido el que codifica
p21, induce una detencién del crecimiento celular tipo-senescente.
Esta detencién no puede ser revertida por mitégenos fisioldgicos,
pero es reversible tras la subsecuente inactivacion de p53.
(Modificado de Campisi, 2005).
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légicas, en esas células puede ser revertida por la
pérdida de la funcién de p53 (12,18).

Via de p16INK4a-pRB

Aunque la inactivacién de p53 revierte la detencion
en la proliferacién celular en algunas células, fracasa
en otras y esto es porque se ha visto que esas células
expresan pl16INK4a, que es un inhibidor del ciclo
celular y un regulador positivo de pRB. p16INK4a es
inducido por una gran variedad de estimulos estre-
santes, incluido la sobreexpresién de oncogenes
como RAS. Los cultivos celulares indican que
p16INK4a impide la reversibilidad de la senescencia
por inactivacién de p53. Asi pues este supresor de
tumores (p16INK4a) y presumiblemente la via pRB
que activa, proporciona una formidable barrera a la
proliferacién celular, que no puede ser derrotada por
la pérdida de la funcién de p53 (18).

Existen células que permanecen en estado senes-
cente a pesar de la inactivacién de p53. Esto es asi
porque esas células han entrado en senescencia a
través de la via p16INK4a-pRb que es una via irrever-
sible para la célula aunque exista inactivacién de p53,
pRb o ambas (18). En el proceso senescente, los
complejos pRb-E2F, o lo que es lo mismo la pRb
activa, van a producir el desarrollo de focos densos
de heterocromatina (SAHFs por Senescence -
associated heterochromatin foci) que produce la re-
presiéon de varios genes implicados en el avance del
ciclo celular (Figura 2). Ademaés, un vez formados
esos focos de heterocromatina parece que no nece-
sitan la activacion de p16INK4a o pRb para seguir en
esa disposicion lo que mantiene de manera perma-
nente el estado senescente (18).

MARCADORES DE SENESCENCIA CELULAR
EN CANCER Y PRECANCER ORAL

Se han observado marcadores moleculares con una
expresion progresivamente aumentada segin se pro-
gresa en la carcinogénesis oral (p. ej. p53) pero sin
encontrarse un marcador que aparezca exclusiva-
mente en una lesién cancerizable pero no en la le-
siébn maligna. Warnakulasuriya y cols, realizaron un
metaandlisis de siete estudios encontrando sobreex-
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Fig. 2. Via p16INK4a-pRb de la senescencia. Oncogenes y otros
tipos de stress inducen a p16INK4a, que activa pRb, el cual
establece heterocromatina represiva en los loci E2F y posiblemente
en otros genes promotores del crecimiento. Una vez establecido la
detencion senescente mediada por pRb no es reversible por la
inactivaciéon de p53, de pRb ni de ambos. (Modificado de Campisi,
2005).

presién de p53 en un 47% de las lesiones canceriza-
bles orales, porcentaje este mucho mayor que el de
malignizacion de lesiones cancerizables como la leu-
coplasia (24). En este sentido, hay estudios que han
demostrado la inexistencia de la proteina p53 (muta-
da) por medios inmunohistoquimicos en lesiones
malignas de cabeza y cuello.

También se han presentado discordancias en cuanto
a la eficacia de p21 como marcador prondstico ya
que en algunos estudios se ha observado su expre-
sién como favorable para el pronéstico de CCC mien-
tras que otros estudios asocian esta sobreexpresion
con un fenotipo tumoral méas maligno (25). Por otro
lado hay estudios que han presentado como marca-
dores de progresién el aumento expresién de EGFR
y de TGF-0, pero con unos resultados y rangos de
porcentaje muy poco precisos para determinar en
que situacién de malignidad nos encontramos (26).

Se han observado células senescentes en lesiones
premalignas de pulmén, pancreas y piel, y sin em-
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bargo no se han observado o lo hacen muy débil-
mente en carcinomas de tales tejidos. Parece pues
que cuando una célula pierde su respuesta senes-
cente pasa de un estado benigno (lesién premalig-
na) a un estadio de malignidad (carcinoma), aunque
la complejidad del proceso carcinogénico no parece
indicar que esto se produzca como un proceso cau-
sa-efecto sino como una expresién mas de la carci-
nogénesis (20). Kang y Park establecieron un mo-
delo de carcinogénesis oral in vitro para describir los
mecanismos moleculares por los que los factores
ambientales facilitan la aparicién del cancer oral. Asi
estimularon a queratinocitos humanos normales
(NHOK por normal human oral keratinocytes) me-
diante virus de papiloma (VPH) de alto riesgo y carci-
négenos quimicos. Tras la introduccién del genoma
del VPH, las células puentean el punto de control de
senescencia y entraban en un ciclo vital prolongado,
pero no inmortal, durante el cual los telémeros con-
tinuaban acorténdose. En unos pocos clones inmor-
tales encontraron una elevacién marcada de la acti-
vidad de telomerasa (WTERT por human telomerase
reverse transcriptase) y estabilizacién de los
telébmeros. Ademas las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH de “alto riesgo” alteraban el control del ciclo
celular y la reparaciéon del ADN en los HOK inmor-
talizados y favorecia la aparicién de mutaciones a
causa de la inestabilidad genémica, pero este efec-
to no lo conseguia por si mismo sino en combina-
cién con carcinégenos quimicos. Concluyen que la
carcinogénesis oralse debe a una serie de alteracio-
nes genéticas discretas a consecuencia de un con-
tinuado cambio genotdxico por factores de riesgo
ambientales (27).

En un estudio realizado mediante analisis por inmu-
nohistoquimica de ciclina D1, p16 y pRb en seccio-
nes de tejido en parafina de 220 COCE, 90 leucopla-
sias y 81 muestras de tejido oral normal se observd
que la transicién de lesiones cancerizables a un esta-
dio maligno estaba asociado con el fenotipo pRb-/
cyclin D1+(OR = 2.294, p = 0,001) y fenotipo p53 +
(OR = 2.230, p = 0,002). La pérdida de pRb y acu-
mulacién de p53 (pRb-/p53+) estén asociadas con
una progresién histolégica de los tumores y de la
adquisicién de un potencial invasivo. El andlisis mul-
tivariante revel6 que el fenotipo pRb-/p53+ fue el
mas adverso pronosticador de supervivencia libre de
enfermedad (28).
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El estudio de la senescencia ha contribuido pues al
establecimiento de numerosos marcadores que son
ttiles en la deteccién de esta respuesta no sélo in
vitro sino también in vivo (Tabla 1) (10,18,20,29,30).
A continuacién comentaremos sélo aquellos marca-
dores de vias/fenotipos senescentes que mas eviden-
cia cientifica tienen en la actualidad y més posible-
mente relacionados con el precancer y cancer oral.

B-galactosidasa asociada a senescencia
(SA-3-gal por Senescence Associated
B-galactosidase)

El ensayo méas ampliamente utilizado para senescen-
cia es la deteccion histoquimica de la actividad de la
f3-galactosidasa a pH 6.0, llamada SA-3-gal. La acti-
vidad de la f3-galactosidasa se deriva del aumento
del contenido lisosomal de las células senescentes,
que posibilita la deteccién de la 3-galactosidasa liso-
somal a pH subéptimo, pH 6.0 (pH 4.0 es el 6ptimo)
(31). Se considera un marcador de senescencia tan-
to in vitro como in vivo (10).

Vias P16 INK4a-Rb y ARF-p53

Investigaciones de las vias de senalizacion que llevan
a la OIS han mostrado que la via p16-Rb (retinoblas-
toma) y la ARF-p53 son responsables de la deten-
cién en la proliferaciéon que caracteriza la senescen-
cia (18). Estas dos vias se consideran cruciales para
la supresién tumoral y suelen estar mutadas en tu-
mores. Una elevaciéon en los niveles de p16INK4a,
ARF y p53 se relaciona con OIS en tejido animal asi
como en lesiones premalignas humanas. Pero al es-
tar en la parte mas alta de la cascada (ver figura 2),
hay situaciones en las que células tumorales podrian
haber adquirido mutaciones en zonas inferiores de la
cascada que bloqueen la senescencia a pesar de ni-
veles elevados de p16 INK4a y ARF-p53 (32). Asi en
mucosa oral displasica se ha observado niveles de
expresion elevada de p16 INK4a y en los carcinomas
in situ (estudio clinico) pero no en los COCE (19).

También se ha observado experimentalmente que la
expresion de la proteina p53 mutada aparece eleva-
da en los tejidos epiteliales displasicos indicando un
evento temprano en la carcinogénesis oral (33). Un
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TABLA 1
Marcador Descripcion/efecto Bibliografia
SA-3-Gal Enzima expresada en células senescentes. Braig, 2005
Collado, 2005
Collado, 2006
SAHF's Alteracion de cromatina relacionada con irreversibilidad de Narita, 2003
senescencia. Braig, 2005
p14ARF Inhibidor de la MDM2 y por tanto activador de p53. Collado, 2005
(denominada p19%%F en ratones).
p16 MKaa Inhibidor de CDK 4 y CDK 6 y por tanto evita la fosforilacion Campissi, 2005
de pRb. Collado, 2005
Braig, 2005
Ciclina D, Activador de la CDK 4 y CDK6 Campissi, 2000;
(gen CCND1) 2001
p53 Factor de transcripcién de genes implicados en el control Campissi, 2001
negativo de la proliferacion celular y la apoptosis (p.ej p21, Chen, 2005
bax).
pRb Controlador negativo del ciclo celular mediante la inhibicién Campissi, 2005

del factor de transcripcion E2F.

PZ 1 Waf1/Cip1/Sdil

Inhibidor universal de las CDKs. Regulada positivamente por
p53 (no exclusivamente). Promotor de la diferenciaciéon y la
maduracion celular al inhibir la division celular. Induce la
expresion de algunos factores protumorigénicos.

Chen, 2005

H-Ras Cuando esta sobreexpresada induce senescencia por Campissi, 2005
activacion de p16 y p53. Collado, 2005

Decl1 Expresada en células en senescencia de piel, pulmén y Collado, 2005

(gen BHLHB?2) péancreas (in vivo-ratén). Collado, 2006

p15!nkab Expresada en células en senescencia de piel, pulmén y Malumbres, 2000

(gen CDKN2B) péancreas (in vivo-ratén). Collado, 2005

DcR2 Expresada en células en senescencia de piel, pulmén y Liu, 2005

(gen TNFRSF110D) | péancreas (in vivo-raton). Collado, 2005

G-actina Se acumula en el nacleo de fibroblastos senescentes (in vitro). | Kwak, 2004

Maspina Proteina expresada en queratinocitos senescentes (in vitro) y Nickoloff, 2004
queratinocitos de edad avanzada (in vivo-clinico).

hTERT Proteina componente de la telomerasa (por telomerasa Cerni, 2000
reverse transcriptase).

RAR-3 Receptor del acido retinoico. Activa una via de senescencia McGregor, 2002

probablemente independiente de p16 y p21.
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estudio sobre CCC, observé que la prevalencia de
mutaciones de p53 previas a la invasién no se incre-
mentaba segun el estadio clinico del tumor y que
por lo tanto dichas alteraciones carecian de signifi-
cado prondstico (34).

Por todo ello es muy importante encontrar marcado-
res, que al contrario de p16INK4a y ARF-p53, no
estén implicados en el inicio de la senescencia sino
en puntos finales de estas vias de senescencia (10).

Focos de heterocromatina asociados a
Senescencia (SAHFs por Senescente-
associated heterochromatin foci)

Recientemente cambios epigenéticos asociados con
una alteracién global de la heterocromatina durante
la senescencia se han relacionado con la irreversibi-
lidad que caracteriza la respuesta senescente (20,35).
Esta alteracion esté iniciada por RB y resulta en una
estable y permanente represién de genes cruciales
en la proliferacion como son los factores de trans-
cripcién de la familia E2F. Estas alteraciones geno-
micas pueden ser visualizadas microscépicamente y
se conoce con el término de focos de heterocroma-
tina asociada a senescencia (SAHFs). Constituye un
aspecto morfolégico de los nicleos de las células
senescentes que se han empleado exitosamente para
identificar la aparicién de IOS “in vivo” (20,21).

Maspina

Se ha demostrado que interacciona con el coldgeno
tipo 1 y tipo IlIl, lo que se relaciona con su accién
antiangiogénica en la matriz extracelular (36). La ex-
presién de maspina no parece ser universal sino que
aparece en determinados tipos celulares: células mio-
epiteliales en mama, células basales de prostata,
epitelio glandular y de mucosa en tracto gastrointes-
tinal y capas epidérmicas de la piel (30). La expre-
sién de esta proteina se ha observado también incre-
mentada de manera gradual en muestras de piel
normal de pacientes a medida que se incrementaba
la edad (30). Su expresién, sin embargo no se ha
visto expresada en fibroblastos senescentes, indican-
do que podria ser un marcador principalmente aso-
ciado al tejido epitelial.
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Telomerasa

Es una ribonucleoproteina con dos componentes con
actividad enzimatica a nivel nuclear. La telomerasa
ARN (TR, telomerase RNA) y una proteina transcrip-
tasa inversa de la telomerasa (hTERT, human
telomerase reverse transcriptase protein). La telome-
rasa anade repeticiones hexaméricas de ADN
(TTAGGGQ) a las terminaciones de los telébmeros lo
que compensa la pérdida progresiva de las secuen-
cias teloméricas inherentes a la replicacion del ADN
(37). La actividad de la telomerasa ha sido detecta-
da en una variedad de tejidos sométicos, incluyendo
células hematopoyéticas, queratinocitos basales, y
células basales en endometrio, es6fago, préstata y
eso6fago (38). El inicio de senescencia se acompana
de la induccién de p16INK4a y esto sucede en varios
sistemas de cultivo diferentes empleados. Los resul-
tados del estudio de Kang y cols indican que la SR
de los NHOK esté asociada con la pérdida de la ac-
tividad de la telomerasa seguida de un acortamiento
limitado de los telémeros. (39).

RAR-f

Corresponde a los receptores del acido retinoico
(RAR-f3, Por Retinoic Acid Receptor-f3) ya que los re-
tinoides inducen la sobrerregulacién de algunos ge-
nes que inducen senescencia en células de cancer
de mama sin producir efectos secundarios (como al
contrario produce la senescencia inducida por p21)
(40). RAR-3 se ha visto dependiente del &cido reti-
noico en mucosa oral normal, se observa constituti-
vamente expresado en displasias mortales, y com-
pletamente suprimida en displasias inmortales y
COCE (8). Esto senala a la expresién de RAR-f3 como
un factor importante para mantener el fenotipo
mortal. No esté claro como estdn implicados los
receptores de los retinoides en la senescencia y cua-
les son sus genes diana. Parece improbable que p16
INK4a sea un gen diana de RAR-f3 porque p16 INK4a
esté expresada en mucosa oral normal en ausencia
de RAR-3 (8). RAR-f3 incrementa su expresion a me-
dida que la célula se va acercando a los finales esta-
dios de entrada en el estado senescente, mientras
que p16 es altamente expresado incluso en los esta-
dos de mucosa normal, considerandosele una fun-
cién importante para el inicio de la senescencia (8).
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G-actina

También se ha observado in vitro (cultivos de fibro-
blastos humanos senescentes) la expresion nuclear
de G-actina como marcador de senescencia incluso
de manera mas precoz que el incremento enddégeno
de la enzima f3-galactosidasa (SA-f3-gal) (29).

Mediante el empleo de microarrays de ADN se han
podido seleccionar marcadores “in vivo” que mos-
traban cambios en la expresiéon génica que solamen-
te tenian lugar durante la senescencia pero no cuan-
do esta senescencia estaba inhibida. Estos
marcadores se probaron en modelos animales de
tumorogénesis provocadas por activacién oncogé-
nica endégena de HRAS o KRAS. Entre ellos desta-
can p15 INK4b, DCR2 y DEC-1, que mostraron ni-
veles de expresion aumentados de forma especifica
en lesiones premalignas de piel, pulmén y pancreas
pero no o de forma muy débil en tumores (20).

p15 INK4b

Es un inhibidor de las CDK (por cyclin dependent
Kinase) que se correlaciona con la presencia de otros
marcadores de senescencia especialmente SA-f3-
galactosidasa y SAHFs. También se ha descrito que
p15INK4b esta implicado en la detencién del creci-
miento celular que se impone durante la senescen-
cia inducida por Ras y de oponerse a la transforma-
cién por Ras al menos en cultivos celulares (41).

DCR2

Es un gen inducido por p53 y es uno de los recepto-
res sefiuelo del ligando- inducido por apoptosis rela-
cionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL por
tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand). DCR2 suprime la apoptosis inducida por
TRAIL y parece regular la quimiosensiblidad (42).

DEC1

Es un factor de transcripcién implicado en el control
de ritmos circadianos que también se ha visto impli-
cado en diferentes vias de sefalizacién (20). La prin-

Marcadores de senescencia celular en cancer y precancer oral

cipal ventaja de estos tres Ultimos marcadores, al
contrario de lo que sucede con SA-3-gal o SAHFss,
es que pueden ser facilmente detectados en tejido
incluido en parafina empleando técnicas convencio-
nales de inmunohistoquimica (10). El uso de los mar-
cadores de OIS en la clinica podria ser util en la detec-
cion del cancer en estadios tempranos y la pérdida de
estos marcadores seria indicativo de progresion tu-
moral a un estadio maligno. Collado y Serrano pro-
ponen el concepto de “Indice de senescencia”.
Teéricamente los tumores que tienen un “elevado in-
dice de senescencia” tendrian pues un mejor pronés-
tico que aquellos con un “indice de senescencia” bajo
gue se asociarian con lesiones agresivas que requeri-
rén una intervencion terapéutica inmediata (10).

Los marcadores de senescencia podrian también ser
empleados para monitorizar la eficacia de determina-
dos farmacos que inducen senescencia, ya que pare-
ce ser que estos agentes quimioterdpicos provocan
senescencia cuando son utilizados a dosis bajas y
apoptosis cuando se emplean a altas dosis (43,44).

Los avances mas significativos en el entendimiento
del proceso de OIS se han producido en los ultimos
anos, pero todavia se deben realizar muchos estu-
dios para comprender mas claramente las vias im-
plicadas en la OIS y poder obtener nuevos marca-
dores de senescencia. Una posibilidad muy
prometedora podria ser la identificaciéon de factores
solubles liberados por las células senescentes que
podrian ser cuantificados en fluidos corporales como
sangre, orina o saliva (10).

A nivel del cancer oral se abre pues una importante
linea de trabajo debido a que como ya se ha men-
cionado no existe en la actualidad ningin marcador
diagnéstico ni prondstico fiable de las lesiones leu-
coplésicas que suelen preceder al COCE. El proceso
multifactorial y multifasico de la carcinogénesis oral
probablemente implique la alteracién funcional de
miembros reguladores del ciclo celular en combina-
cién con la salida de las vias de sefalizaciéon de apop-
tosis y senescencia celular, por lo que ademés de
estudios in vitro con cultivos celulares deben de rea-
lizarse estudios clinicos mediante arrays de ADN
como se estan ya realizando en otros canceres de la
economia humana. La descripcién de las alteracio-
nes moleculares y el entendimiento de las conse-
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cuencias de la desregulacion del ciclo celular en los
queratinocitos orales malignos nos podré proporcio-
nar enfoques novedosos diagndsticos y terapéuticos.

CONCLUSIONES

Los estudios revisados parecen indicar que la senes-
cencia celular inducida por oncogenes (OIS) seria
un mecanismo supresor de tumores activados on-
cogénicamente que podria interrumpir la tumorogé-
nesis a nivel premaligno, como demuestra el hecho
de que un gran numero de células en lesiones can-
cerizables entran en senescencia, mientras que en
las células de los tumores malignos no sucede esto,
o sucede de forma muy débil, debido a la pérdida de
efectores de vias senescentes como p16 INK4a o
ARF-p53. Un mayor entendimiento de los estimulos
que inducen la senescencia celular podria permitir
en el futuro ser utilizados en la prevencién y trata-
miento del cancer, de la misma manera a lo que ya
esta sucediendo con los mecanismos apoptéticos
celulares. En el caso del cancer oral donde no exis-
ten todavia marcadores moleculares diagnésticos y
prondsticos eficientes, este mecanismo podria pro-
porcionar a corto plazo datos muy esperanzadores,
por lo que son necesarios estudios clinicos que de-
terminen cuales de los marcadores de senescencia
conocidos en la actualidad pueden ser Utiles en la
carcinogénesis oral.
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