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Los tocotrienoles inducen
apoptosis y autofagia en células
estrelladas de páncreas de rata
a través de una vía de muerte
mitocondrial
Rickmann M, Vaquero EC, Malagelada JR, Molero X.

Tocotrienols induce apoptosis and autophagy in rat

pancreatic stellate cells through the mitochondrial

death pathway. Gastroenterology 2007;132:2518-

2532.

Resumen
Objetivo: la eliminación selectiva de células estrelladas

pancreáticas (PSC) activadas a través de la inducción

de su propia muerte programada es un objetivo de in-

terés terapéutico en pacientes con pancreatitis crónica.

En este trabajo se investigaron los efectos de los tocotrie-

noles sobre la muerte de PSC activadas. Materiales y

métodos: PSC activadas y quiescentes, y células acina-

res de páncreas de rata fueron tratadas con diferentes

derivados de la vitamina E, α-tocoferol, α-, β-, γ- y δ-

tocotrienoles, y una fracción rica en tocotrienoles de

aceite de palma. Resultados: la fracción rica en toco-

trienoles (TRF), pero no α-tocoferol, redujo la viabili-

dad de PSC activadas mediante el establecimiento de

un programa de muerte, independiente de la regula-

ción del ciclo celular. Las PSC activadas murieron por

apoptosis, como fue indicado por un incremento en la

fragmentación de ADN y la activación de caspasas, y a

través de autofagia, como demostró la formación de va-

cuolas autofágicas y la acumulación de LC3-II. En

contraste con los α-tocoferoles, la TRF causó una in-

tensa y sostenida despolarización de la membrana mi-

tocondrial y una gran liberación de citocromo c. La in-

hibición de caspasas con zVAD-fmk suprimió la apop-

tosis inducida por tocotrienoles pero amplificó la auto-

fagia. Sin embargo, el bloqueo del poro de transición

de permeabilidad mitocondrial con ciclosporina A

abolió completamente los efectos letales de los tocotrie-

noles sobre las PSC. La inducción de muerte por toco-

trienoles fue restringida a las PSC activadas, ya que no

causó apoptosis ni en las PSC quiescentes ni en las cé-

lulas acinares. Conclusiones: los tocotrienoles gatillan

selectivamente la muerte de PSC activadas actuando

sobre el poro de transición de permeabilidad mitocon-

drial. Los hallazgos revelan un nuevo potencial para

los tocotrienoles en reducir la fibrogénesis asociada a la

pancreatitis crónica.

Introducción
A continuación se describen y comentan los resul-

tados más relevantes del trabajo seleccionado. Se

provee también una sintética explicación actualiza-

da del mecanismo y significado de la autofagia.

La pancreatitis crónica conlleva a un compromiso

severo de la función pancreática a través de un pro-

ceso fibrogénico dinámico en el cual una matriz ce-

lular anómala reemplaza al tejido pancreático nor-

mal. La enfermedad tiende a ser una condición pro-

gresiva y algunas veces dolorosa involucrando tanto

una insuficiencia exocrina como endocrina. Hasta el

momento ningún tratamiento ha demostrado ser

efectivo para poner fin al proceso fibrogénico o me-

jorar el curso de la enfermedad. La identificación de

las células estrelladas pancreáticas (PSC) como el
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principal tipo celular responsable de la expansión de

la matriz durante la fibrogénesis pancreática 1,2 ha in-

crementado las posibilidades de una intervención

terapéutica para la pancreatitis crónica. En el pán-

creas normal las PSC quiescentes almacenan vitami-

na A y expresan ciertos citofilamentos. Durante una

respuesta no específica a la agresión, las PSC "sen-

san" el daño y se transdiferencian a un fenotipo pa-

recido a los miofibroblastos, con una alta prolifera-

ción y con producción de matriz (PSC activadas). Si

la actividad formadora de matriz no cesa después

que la reparación pancreática ha finalizado, la fibro-

génesis continuará hasta que el páncreas sea comple-

tamente destruido.

La persistencia aberrante de las PSC activadas en

páncreas durante una agresión crónica es reconocida

como un paso clave en la fibrogénesis pancreática.1,2

Este hallazgo abrió un nuevo campo en la terapéuti-

ca de la pancreatitis crónica que busca reducir la su-

pervivencia de las PSC activadas. Aunque la mayo-

ría de los esfuerzos han sido dirigidos a suprimir la

activación de las PSC, existe buena evidencia de que

la "promoción" de la muerte de las PSC activadas

sería una estrategia racional para las terapias antifi-

brogénicas.3,4

Si bien no existen muchos estudios sobre el poten-

cial antifibrogénico de los tocotrienoles, el reconoci-

miento de estas isoformas de la vitamina E como

moléculas anticancerígenas tanto in vitro como in

vivo,5,6 condujo a los autores a proponer la hipótesis

de que estas moléculas podrían frenar a las PSC ac-

tivadas. Aunque las PSC no son células canceríge-

nas, su fenotipo transdiferenciado les otorga caracte-

rísticas de células transformadas. Debido a esto, los

autores proponen que el estatus activado convertiría

a las PSC en posibles víctimas de la citotoxicidad de

los tocotrienoles.

Los tocotrienoles están presentes en las fibras de

arroz, los granos de cereal, y son particularmente

abundantes en el aceite de palma. En este estudio,

además de las diferentes isoformas del tocotrienol, se

examinó una fracción rica en tocotrienoles (TRF)

extraída de aceite de palma crudo. Esta fracción rica

en tocotrienoles también contiene cerca de un 10 %

de α-tocoferol. El α-tocoferol fue también incluido

en los ensayos de comparación debido a que su uso

extensivo ha llevado a las engañosas conclusiones

acerca de los efectos terapéuticos de la vitamina E.

Además, su uso clínico como antifibrogénico no ha

generado gran entusiasmo, a pesar de que el α-toco-

ferol o sus derivados sintéticos han demostrado con-

vincentes efectos antifibrogénicos en cultivos de cé-

lulas estrelladas pancreáticas 7 y hepáticas,8 así como

en modelos animales de fibrosis pancreática 9 y hepá-

tica.10

Los tocotrienoles poseen propiedades no abarca-

das por el tocoferol, como su habilidad para inducir

apoptosis en células cancerígenas.11 En este trabajo

los autores demuestran que los tocotrienoles del

aceite de palma claramente reducen la viabilidad de

las PSC en una manera dependiente de la dosis y el

tiempo. Este efecto citotóxico contrasta con la ine-

fectividad del α-tocoferol, el cual no causó ninguna

disminución de la viabilidad celular aún después de

aumentar la dosis o extender la incubación hasta 3

días. Estos datos confirman las diferencias críticas

entre tocotrienoles y el α-tocoferol, y prueban la ci-

totoxicidad de los tocotrienoles sobre las PSC acti-

vadas. Este efecto citotóxico de los tocotrienoles no

fue asociado a una disminución de la proliferación

de las PSC activadas, sino a la puesta en marcha de

un programa de muerte celular. 

La mitocondria integra las señales de muerte que

coordinan y deciden el destino de una célula. Un

evento clave en este proceso es la permeabilización

de la membrana externa mitocondrial, la cual causa

la liberación de factores que residen en el espacio in-

termembrana mitocondrial y promueve la muerte

celular por apoptosis mediada por activación de cas-

pasas. En este estudio los autores muestran que los

tocotrienoles activan la vía mitocondrial de apopto-

sis, como lo indica la dramática pérdida del poten-

cial transmembrana mitocondrial, la liberación de

citocromo c y la subsiguiente activación de caspasa-

9 y caspasa-3. Sin embargo, la supresión de la acti-

vidad de las caspasas utilizando un inhibidor especí-

fico, zVAD-fmk, que es suficiente para prevenir la

apoptosis, no fue capaz de evitar la muerte celular

inducida por los tocotrienoles. Esto sugiere que vías

alternativas de muerte celular independientes de

caspasas pueden estar participando del mecanismo

celular de respuesta a los tocotrienoles. 

Uno de estos mecanismos es la muerte mediada por

autofagia. La autofagia está caracterizada por el se-

cuestro de porciones de citoplasma y organelas en vesí-

culas de doble membrana llamadas autofagosomas, que

finalmente adquieren características lisosomales. La

autofagia ha sido relacionada con una gran variedad

de procesos patológicos como enfermedades neurodege-

nerativas, tumorigénesis y pancreatitis aguda. La auto-

fagia ha sido clasificada como una forma alternativa
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de muerte celular programada y se la llamó muerte ce-

lular programada tipo II para diferenciarla de la apop-

tosis tipo I. El marcador utilizado por los autores para

identificar autofagia fue la detección de LC3-II, una

proteína que se asocia específicamente al autofagosoma.

La muerte celular por autofagia toma lugar en células

en las que la apoptosis fue bloqueada mediante el uso

de inhibidores.14 También se describió recientemente

que ante una injuria oxidativa, la célula puede utili-

zar la autofagia para remover la mitocondria dañada

y el ADN mitocondrial mutado.15 En consecuencia, la

autofagia podría no sólo ser una causa de muerte, sino

tambien un mecanismo de defensa celular.

Cuando los autores bloquearon la activación de

caspasas en células estrelladas tratadas con tocotrie-

noles hubo un claro incremento de muerte autofági-

ca, como fue evidenciado por la aparición de vacuo-

las autofágicas y la acumulación de LC3-II. Al estu-

diar el mecanismo por el cual los tocotrienoles indu-

cen la muerte de las PSC activadas, los autores en-

contraron que el tratamiento con tocotrienoles cau-

só permeabilización de la membrana mitocondrial,

evento intracelular que media la muerte celular pro-

gramada. El mecanismo que conduce a esta permea-

bilización es la apertura del poro de transición de

permeabilidad mitocondrial. La apertura de este po-

ro resulta en la pérdida del potencial transmembra-

na mitocondrial, en la hinchazón del espacio de

membrana intermitocondrial, y en la ruptura de la

membrana mitocondrial externa16 En este trabajo se

presenta suficiente evidencia que permite postular

que la muerte de las células estrelladas inducida por

los tocotrienoles ocurre como consecuencia de la

apertura del poro de transición de permeabilidad

mitocondrial, debido a que el inhibidor de la aper-

tura de este poro, la ciclosporina A, impidió la eje-

cución de cualquier modalidad de muerte celular

ante el tratamiento con tocotrienoles (apoptosis y

autofagia).

Otra propiedad fundamental de la fracción rica en

tocotrienoles, que se resalta en este trabajo, es su es-

pecificidad para actuar sobre PSC activadas. Los to-

cotrienoles no tuvieron acción proapoptótica cuan-

do las PSC transdiferenciadas fueron reprogramadas

a un fenotipo quiescente o cuando células acinares

diferenciadas se expusieron a los mismos. Estos ha-

llazgos son consistentes con los reportes que eviden-

cian que los tocotrienoles actúan como moléculas

proapoptóticas en células tumorales, pero no en cé-

lulas no neoplásicas.5

Finalmente, los autores confirmaron que los efec-

tos citotóxicos de los tocotrienoles sobre las PSC ac-

tivadas son reproducidos individualmente por el β-,

γ- y δ-tocotrienoles derivados del aceite de palma.

Cuando fueron ensayados por separado, la potencia

y eficacia de estos tocotrienoles purificados fueron

mayores si los comparamos con la fracción rica en

tocotrienoles extraída del aceite de palma. Es para

destacar que el α-tocotrienol no demostró ser efec-

tivo en provocar la muerte de las PSC activadas.

Los datos presentados en este trabajo demuestran

el potencial antifibrogénico de los tocotrienoles na-

turales debido a su habilidad para inducir la desapa-

rición controlada de PSC activadas sin dañar el teji-

do. Además, los resultados ubican a la mitocondria

como el blanco preferencial en las PSC activadas pa-

ra desarrollar nuevas terapias antifibrogénicas espe-

cíficas. También se puede destacar la importancia de

seleccionar los apropiados isómeros de la vitamina E

para estudios futuros en pacientes con pancreatitis

crónica.
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