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Resumen

Tocoferoles y tocotrienoles representan los dos subgrupos en la familia de
compuestos de la vitamina E, pero sélo los tocotrienoles presentan fuerte
actividad anticancerosa en dosis que tienen muy poco o ningtn efecto en el
desarrollo o la funeiéon normales de las células. Los tocotrienoles son fuertes
antioxidantes, pero la actividad antitumoral es independiente de la actividad
antioxidante. No es del todo clara la razén por la que los tocotrienoles son méas
potentes que los tocoferoles, pero al menos eso se debe (en parte) a una mayor
acumulacion celular. Ademas, estudios realizados acerca de dosis-respuesta
indican que las dosis de tocotrienoles inhibidoras del desarrollo son de 5 a 6 veces
menores que sus correspondientes dosis letales, lo cual sugiere que en los efectos
antiproliferantes y citotéxicos de los tocotrienoles intervienen diferentes
mecanismos. Estudios recientes indican que la muerte celular programada
inducida por tocotrienoles (apoptosis) se debe a la activacién de proteasas
cistefnicas intracelulares especificas (caspasas) asociadas con activacion del
receptor de muerte y la transduccién de senales. Ademas, los inhibidores
especificos de caspasa en tratamiento combinado bloquean los efectos eitotéxicos
de los tocotrienoles en las células epiteliales mamarias malignas. Por el contrario,
la inhibicién de muerte celular provoecada por tocotrienol parece incluir la
supresion de hormonas y de las vias de senialamiento mitégeno del factor-receptor
de desarrollo. Aunque es preciso realizar estudios complementarios para
esclarecer los mecanismos intracelulares que intervienen en los efectos
anticancerosos de los tocotrienoles, la evidencia experimental sugiere firmemente
que el suplemento dietético con tocotrienoles puede ofrecer beneficios médicos
significativos, ya que disminuye en las mujeres el riesgo de eancer de mama.

Summary

Tocopherols and tocotrienol represent the two subgroups within the vitamin E
family of compounds, but only tocotrienols display potent anticancer activity at
doses that have no effect on normal cell growth or funetion. Tocotrienols are
potent antioxidants, but antitumor activity is independent of antioxidant activity.
The exact reason why tocotrienols are more potent than tocopherols is not
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completely understood, but at least part of the reason is because of greater cellular accumulation. Furthermore, dose-
response studies show that growth inhibitory doses of tocotrienols are 5-6 times lower than their corresponding lethal doses,
suggesting that the antiproliferative and eytotoxie effects of tocotrienols are mediated by different mechanisms. Recent
studies show that tocotrienol-induced programmed cell death (apoptosis) results from the activation of specific intracellular
cysteine proteases (caspases) associated with death receptor activation and signal transduction. Furthermore, combined
treatment specific caspase inhibitors block the eytotoxie effects of tocotrienols in malignant mammary epithelial cells. In
contrast, tocotrienol inhibition of cell death appears to involve the suppression of hormone- and growth factor-receptor
mitogenie signaling pathways. Although additional studies are required to elarify the intracellular mechanisms mediating
the anticancer effects of tocotrienols, experimental evidence strongly suggests that dietary supplementation of tocotrienols
may provide significant health benefits in lowering the risk of breast cancer in women.

Introduccion

Vitamina E es un término genérico que repre-
senta a una familia de compuestos que se
subdivide en dos subgrupos llamados tocoferoles
y tocotrienoles (Packer, 1991; Elson, 1992). Los
tocoferoles se encuentran por lo general en una
diversidad de grasas y aceites alimenticios,
mientras que los tocotrienoles son muy poco
comunes y se encuentran niveles altos Unica-
mente en unas cuantas grasas vegetales tales
como el aceite de palma (Cottrell, 1991; Packer,
Weber, Rimbach, 2001). Estudios realizados con
anterioridad indicaron que el consumo alimenti-
cio alto de aceite de palma, a diferencia de otras
dietas altas en grasas, suprimié la tumorigénesis
mamaria inducida por carcindgeno en animales
experimentales (Sylvester, Russell, et al., 1986;
Nesaretnam et al., 1992). Por el contrario, las
dietas a base de aceite de palma despojado de
vitamina E, no tuvieron este efecto protector
(Nesaretnam et al., 1992). Debido a que la
fraccion de vitamina E del aceite de palma,
conocida también como “fraccidn rica en
tocotrienol” del aceite de palma (TRF, por su sigla
en inglés), contiene un gran namero de isoformas
de tocoferol y tocotrienol, no se sabia si una o
todas estas isoformas podian transmitir los
efectos inhibidores de las dietas a base de aceite
de palma en el desarrollo y crecimiento de tumores
mamarios.

El analisis realizado de la fraccion de vitamina E
del aceite de palma ha determinado que esta
compuesta por 20,2% a-tocoferol, 16,8% a-
tocotrienol, 44,9% y-tocotrienol, 14,8% vy-
tocotrienol, y 3,2% de un contaminante soluble
en lipido sin vitamina E (Mclntyre et al., 2000;
Mclntyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000). A pesar
de que es posible que los niveles moderados de
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a-tocoferol presentes en el aceite de palma
puedan tener una funcion en la supresion de
tumorigénesis mamaria, no hay pruebas que
apoyen esta propuesta. Se encontré que el
consumo de dietas altas en grasa que contengan
otros aceites vegetales que tienen niveles mas
altos de a-tocoferol que el aceite de palma, como
por ejemplo aceite de semilla de algodoén, canola,
cartamo y girasol estimulan el desarrollo y
crecimiento en animales experimentales (Sylves-
ter, Russell, 1986; Sylvester, 1986). Ademas, una
gran parte de los estudios llevados a cabo para
examinar la actividad anticancerosa de los
tocoferoles ha producido resultados principal-
mente negativos (Gould etal., 1991; Nesaretnam
et al.,, 1992; Zurinah et al., 1991; Goh et al.,
1994). A pesar de que las investigaciones hechas
con anterioridad han indicado que dosis
farmacolégicas muy altas (uM) de a-tocoferol
pueden inducir efectos antiproliferantes y
citotéxicos en varios tipos de células (Schwartz,
Shklar, 1992; Sigounas et al., 1997), el signifi-
cado fisiologico de tales hallazgos no es del todo
claro.

En las comparaciones directas de los dos
subgrupos de vitamina E se ha observado que
los tocoferoles y tocotrienoles individuales
presentan potencias diferenciales en cuanto a
su actividad anticancerosa, y los tocotrienoles
son mucho mas potentes que los tocoferoles
(Mclntyre et al., 2000; Mclntyre, Briski, Gapor,
Sylvester, 2000; Marzuki et al., 1991; Sylvester
etal., 2001). Diversas investigaciones realizadas
han indicado que la biopotencia de isoformas
individuales presenta una relacion constante
correspondiente a d-tocotrienol = y-tocotrienol >
a-tocotrienol > d-tocoferol >> y- y a-tocoferol La
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dosis inhibidora (IC,,) del crecimiento y la dosis
letal (LD,,) de TRF y las isoformas individuales
de tocoferol y tocotrienol se encuentran
resumidas en la Tabla 1. Estos hallazgos son de
especial interés porque se observan los efectos
anticancerosos de los tocotrienoles utilizando
dosis que tienen muy poco o ningun efecto en el
crecimiento o viabilidad de células epiteliales
mamarias normales (Mclntyre et al., 2000;
Mclintyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000;
Sylvester et al., 2001).

Efectos de varios compuestos de vitamina E en el
desarrollo (IC,) y viabilidad (LD, ) de células epiteliales
mamarias normales y malignas. IC,; indica la dosis del
tratamiento que produjo 50% de inhibicion en el
desarrollo, en comparacion con controles realizados al cabo
del 5° dia del periodo de cultivo. LD, indica la dosis del
tratamiento que indujo 50% de reduccion en el numero

Tabla viable de células en comparacion con controles hechos

]  después de una exposicion de 24 horas

(ompuesto (élulas epiteliales ~ Células epitelials
de vitamma £ mamarias normales  mamarias malignas
TRF IC,, 25uM 6uM
LD, 110uM 38uM
a-tocoferol IC,, >120uM >120uM
LD, >250uM >250uM
y-tocoferol IC,, >120mM >120mM
LD, >250uM >250uM
d-tocoferol IC,, 94mM 23mM
LD, >250uM 125uM
a-tocotrienol IC,, 45uM 5uM
LD, 238uM 23uM
y-tocotrienol IC,, 8uM 4uM
LD, 46uM 14uM
d-tocotrienol IC,, 7uM 3uM
LD, 36uM 12uM

La informacién seleccionada se obtuvo de las referencias 9 y 10.

Se desconoce la verdadera razon por la cual los
tocotrienoles son agentes antitumorosos mas
potentes que los tocoferoles. Tocoferoles y
tocotrienoles tienen la misma estructura quimica
béasica, caracterizada por una larga cadena fitil
unida a la posicion 1 de un anillo cromano
(Figura 1). La principal diferencia existente entre
estos subgrupos de vitamina E es que los
tocoferoles tienen una cadena saturada, mientras
que los tocotrienoles tienen una cadena fitil no

saturada (Figura 1). Cada subgrupo de vitamina
E contiene varias isoformas, y las isoformas
individuales de tocoferoles y tocotrienoles difieren
una de otra de acuerdo al nUmero de grupos
metilicos enlazados a su anillo cromano (Figura
1). Otra caracteristica quimica importante es el
grupo hidroxyfenil que se encuentra en el
carbono-6 del anillo cromano, que funciona como
sitio mediador de la actividad antioxidante en
ambos subgrupos de la vitamina E (Figura 1).

Rs

Compuesto RI Rl R3 (adena fit

a-tocoferol CH, CH, CH, Saturada
y-tocoferol H CH, CH, Saturada
&-tocoferol H H CH, Saturada
a-tocotrienol CH, CH, CH, No saturada
y-tocotrienol H CH, CH, No saturada
&-tocotrienol  H H CH, No saturada

Figura

1 Estructura generalizada de compuestos de vitamina E

A pesar de que la estructura quimica de los
tocoferoles y los tocotrienoles es muy similar, las
diferencias sutiles que hay entre estos dos
subgrupos de la vitamina E parecen influir en
forma significativa en la especificidad del tejido
objetivo, la captacion celular y la biopotencia.
También es cada vez mas evidente que las
isoformas especificas de tocoferol y tocotrienol
activan diversos caminos intracelulares de
seflalamiento en diversos tipos de células
(Sylvester et al., 2001; Turley et al., 1997). Estos
hallazgos explican parcialmente la amplia
variedad de efectos biolégicos y bioquimicos
provocados por estos compuestos especificos de
la vitamina E. En el presente informe se revisara
la comprension actual de los mecanismos
intracelulares que intervienen en los efectos
anticancerosos de los tocotrienoles, y se haran
intentos para aclarar los posibles beneficios de
los tocotrienoles versus los tocoferoles, en la
prevenciony el tratamiento del cancer de mama.
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Mecanismos antiproliferativos de accion de
los tocotrienoles

Potencial antioxidante

Los compuestos de vitamina E son antioxidantes
importantes que regulan las reacciones peroxi-
dantes y la produccion de radicales libres en el
organismo (Packer, 1991; Packer et al., 1999).
La produccién descontrolada o excesiva de
radicales libres puede llegar a causar dafo
celular, disfunciones o incluso, la muerte
(Packer, 1991; Packer et al., 1999). Debido a que
los radicales libres pueden formar aduccion del
ADN y provocar la mutacién o disfuncion
genética, el potencial antioxidante de los
tocotrienoles puede representar un primer paso
importante en la prevencién de la transformacion
neoplasica de células epiteliales mamarias
normales. Comparaciones directas entre las
diversas isoformas de tocoferol y tocotrienol han
revelado grandes diferencias en la actividad
antioxidante.

Los estudios realizados sefialan que comparado
con a-tocoferol, a-tocotrienol es entre 40 y 60
veces mas potente en la prevencién de la
peroxidacion de lipidos en membranas microsoé-
micas hepéaticas de ratas y entre 6 y 7 veces mejor
para la proteccion citocrémica P-450 (Suzuki et
al., 1993, Serbinova, Packer, 1994). Parece ser
que son varios los factores responsables del
mayor poder antioxidante que presenta el o-
tocotrienol. Se observo que el a-tocotrienol tiene
una mayor eficiencia de reciclamiento que
tocotrienol (Suzuki et al., 1993, Serbinova,
Packer, 1994). Ademas, se comprobd que el a-
tocotrienol tiene una distribucién méas uniforme
dentro de la capa doble de la membrana
microsémica, y que a-tocotrienol presenta una
interaccion mas eficiente con los radicales libres
de lipidos, en comparacién con a-tocoferol
(Suzuki et al., 1993, Serbinova, Packer, 1994).

A pesar de que los tocotrienoles son antioxidantes
mas potentes que los tocoferoles, la mayoria de
los efectos antitumorosos obtenidos por los
tocotrienoles no depende de su actividad
antioxidante (Packer, 1991; Elson, 1991;
Kimmick etal., 1997), sino que se debe mas bien
a sus efectos sobre los caminos especificos
intracelulares de sefialamiento que inhiben la
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proliferacion e inician la muerte celular
programada o apoptosis en las células canceri-
genas mamarias (Sylvester, Shah, 2002;
Sylvester, Theriault, 2002).

Acumulacion celular

Los estudios llevados a cabo han indicado que
las células epiteliales mamarias malignas
acumulan mas facilmente o toman preferente-
mente tocotrienoles en comparacién con los
tocoferoles (Mclntyre et al., 2000; Mclintyre,
Briski, Gapor, Sylvester, 2000). Hay indicios de
que las caracteristicas estructurales son la causa
de un camino menos limitado de tocotrienoles a
través de la membrana de las células epiteliales
mamarias. De manera especifica, la cadena fitil
no saturada que se encuentra en los tocotrie-
noles, a diferencia de la cadena fitil saturada
presente en los tocoferoles, resulta en una menor
conformacién molecular que facilita un menor
paso transmembranoso restringido de tocotrieno-
les dentro de la célula (Mclintyre et al., 2000;
Mclintyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000).

Se ha sefialado también que diferentes isoformas
en cada subgrupo de vitamina E presentan un
amplio rango de diferencias en cuanto a
acumulacion celular y biopotencia antitumoral
(Mclntyre et al., 2000; Mclintyre, Briski, Gapor,
Sylvester, 2000). En especial, las a-isoformas de
tocoferol y tocotrienol son mucho mas metiladas
que su contraparte y- o d-isoformas, y la
acumulacién celular y la biopotencia de a-
tocoferol y a-tocotrienol eran menores que su
respectivas y- y d-isoformas (Figura 2). Una
disminucién en el nivel del coeficiente de
mutilacion del anillo cromanol resulta en la
correspondiente disminucién del coeficiente de
division de estos compuestos, y la acumulacién
celular y la biopotencia presentan una relacién
inversa a la lipofilicidad de tocoferol y tocotrienol
(Mcintyre et al., 2000; Mclntyre, Briski, Gapor,
Sylvester, 2000). Por tanto, las células absorben
menos isoformas lipofilicas o polares de
tocoferoles y tocotrienoles. Esta hipotesis se
apoya en los hallazgos de que a-tocoferil
succinato o hemisuccinato, menos derivados
lipofilicos de a-tocoferol, presentan una mayor
acumulacion celular y bioactividad significativa-
mente mayor que a-tocoferol (Kline et al., 2001).
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O-, Y-, 0 O-tocotrienol en celulas epiteliales mamarias
malignas durante una exposicion de 24 horas a 120y de
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Es muy probable que la absorcién celular de
tocoferoles y tocotrienoles en las células
tumorales esté determinada por factores no
especificos, tales como la conformacién molecular
y la solubilidad de lipidos, en lugar de mecanis-
mos selectivos de absorcion relacionados con
proteinas transportadoras especificas. No
obstante, puesto que las células epiteliales
mamarias por lo general absorben tocotrienoles
mas que tocoferoles, mayores niveles de estos
compuestos se encuentran presentes en sus
sitios intracelulares de accion y por ello estan
capacitados para provocar una mayor respuesta
bioldgica. Sin embargo, la creciente absorcion
celular no explica totalmente la mayor biopoten-
cia que presentan los tocotrienoles versus
tocoferoles. Las dosis terapéuticas que produje-
ron niveles intracelulares comparables de a-, y-,
o d-tocoferol y a-, y-, o d-tocotrienol, no provoca-
ron efectos antiproliferativos ni citotoxicos en
células mamarias tumorosas (Mclintyre et al.,

2000; Mclntyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000).
Estos hallazgos demuestran que una vez dentro
de la célula tumoral, los tocotrienoles especificos
son intrinsecamente mas potentes que sus
correspondientes isoformas de tocoferol, en la
reduccion del desarrollo y viabilidad del cancer
de mama.

Inhibicion celular dependiente de tocotrienol

Se ha observado que tocoferoles y tocotrienoles
modulan varios caminos intracelulares de
sefialamiento relacionados con la mitogénesis
(Mclntyre et al., 2000; Mclntyre, Briski, Gapor,
Sylvester, 2000). Especificamente, se ha
observado que el tratamiento a base de tocotrie-
nol inhibe la mitogénesis dependiente del factor
de crecimiento epidérmico (FCE) en células
epiteliales mamarias no plasicas, mientras que
a-tocoferol no lo hace (Mclintyre et al., 2000;
Mclintyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000;
Sylvester et al., 2001; Sylvester et al., 2002). Las
acciones mitdégenas de FCE estan intervenidas
por receptores especificos hacia la membrana que
tienen un dominio citoplasmico con actividad
tirosina quinasa intrinseca (Ulrich et al., 1990).

No obstante, la inhibicion de la mitogénesis
dependiente de FCE con tocotrienol no se asocia
a una disminucioén del nivel del receptor FCE ni
a la actividad tirosina quinasa (Sylvester et al.,
2001; Sylvester et al., 2002; Ulrich et al., 1990).
En consecuencia, los efectos inhibidores de los
tocotrienoles sobre el sefialamiento de mitdgeno
dependiente de EGF ocurren a partir del receptor
EGF.

Hay por lo menos tres caminos principales de
seflalamiento asociados con mitogénesis
provocada por EGF en las células epiteliales
mamarias: i) la cascada de proteina quinasa
activada por mitogeno (MAPK) o Ras/Raf/MEK/
ERK; ii) el camino quinasa dependiente (PI3K)/
PI3K 3-quinasa fosfatidilinositol (PDK)/ZAKt; y iii)
el camino de proteina quinasa dependiente de
cAMP (PKA). Estudios realizados han indicado
que el tratamiento a base de dosis de tocotrie-
noles (IC,,) inhibidoras de tocotrienol, disminuyo
el sefialamiento dependiente de mitdgeno en cada
uno de estos caminos (Sylvester et al., 2001;
Sylvester et al., 2002; Sylvester, Shah, 2002;
Sylvester, 2003; Ulrich et al., 1990). Los posibles
sitios de accidon donde tocotrienoles actiian para
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Sefalamiento mitégeno inducido por EFG

Factores de Crecimiento (EGF)

Receptor de tirosina
quinasa

Receptor acoplado
a proteina G

Tocotrienol

ERK1/2

!

Factores de
_transcripcion nuclear

Figura Sitios intracelulares de accion en que tocotrienoles parecen
3 actuar para inhibir la transduccion de sefialamiento
mitogeno en células mamarias cancerosas. Las pruebas
experimentales sugieren que los tocotrienoles inhiben
multiples caminos mitdgenos, incluyendo el cAMP/PKA, el
Ras/Raf/MEK/ERK, y el (PI3K)/PDK/Akt

inhibir tales caminos de sefialamiento patdégeno
se ilustran en la Figura 3.

Estudios recientes han sefialado que tocotrieno-
les inhiben el sefialamiento mitégeno EGF-
dependiente Ras/Raf/MEK/ERK. De acuerdo
con el siguiente enlace, los receptores de tirosina-
gquinasa se someten a dimerizacion y autofosfori-
lacion en multiples residuos de tirosina
requeridos para la interaccion directa entre las
moléculas receptoras y efectoras relacionadas
con la transduccion del sefialamiento intrace-
lular. Uno de los eventos iniciales en el receptor
de sefialamiento mitégeno de tirosina quinasa
es la activacion de Ras (Denhardt, 1996; Kolch,
2000). Un Ras corriente abajo es c-Raf-1, una
serina/treonina quinasa, la cual posteriormente
fosforiliza y activa la cascada MAPK o el camino
de quinasa MEK/ERK (Denhardt, 1996; Kolch,
2000). Los efectores corriente abajo de ERKs son
factores de transcripcion nuclear tales como Myc
y Elk que finalmente provocan diversas respues-
tas bioldgicas, incluyendo la mitogénesis al influir
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de una manera directa en la expresion del gen
(Denhardt, 1996; Kolch, 2000). Se ha observado
que la inhibicién del desarrollo de células
dependientes de mitdgeno se relacionan con
eventos posteriores al receptor corriente abajo
que conducen a la reduccion de activacion de
ERK1 y ERK2 (Sylvester et al., 2002).

Se ha observado también que los tocotrienoles
inhiben el sefialamiento de mitégeno de EGF-
dependiente PISK/PDK/Akt en células epiteliales
mamarias (Sylvester et al., 2002). PI3Ks
representa la familia de enzimas expresadas y
activadas en forma ubicua por la mayoria de los
receptores de la membrana celular (Jung et al.,
2000; Vanhaesebroeck et al., 2000). La activacion
de PI3K da como resultado en la 3'-fosforilacién
de fosfoinositidas dentro de la membrana celular
que enlaza y causa la translocacion de Akt a la
membrana celular, asi como también otras
proteinas efectoras actuan para transmitir
sefialamiento de PI3K corriente abajo (Vanhaese-
broeck et al., 2000) Las quinasas PI3K-
dependientes (PDK1 y PDK2) son las proteinas
efectoras de membrana mejor caracterizadas de
PI3K, que actian para fosforilar y activar Akt.
Posteriormente, la activacion de Akt lleva a la
fosforilacién y regulacion de varios objetivos
relacionados con la supervivencia de la célula
(IkB, BAD, caspasa-9, factores de transcripcion
(tipo DAF y Forkhead) mitogénesis (MTOR), y
metabolismo-glucdgeno sintasa quinasa (Van-
haesebroeck et al., 2000). Se ha comprobado que
dosis inhibidoras de tocotrienol reducen los
niveles fosforilados de Akt y la mitogénesis,
mientras que el tratamiento con dosis muy altas
de a-tocoferol no tuvieron efecto en las células
epiteliales mamarias preneoplasicas (Sylvester et
al., 2002).

También se ha observado que el tratamiento con
dosis de tocotrienoles inhibidoras del desarrollo
atenua el sefialamiento mitégeno PKA depen-
diente de EGF (Sylvester et al., 2002). Estudios
anteriores han indicado que el receptor de EGF
es un receptor acoplado a proteina G y que la
activacion dependiente de EGF del receptor
resulta en un aumento de los niveles intracelu-
lares de cAMP y la activacion de proteina quinasa
(PKA), en células epiteliales normales y neopla-
sicas (Bandyopadhyay et al., 1995; Xing et al.,
1999).
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Investigaciones previas han sefalado que el
tratamiento combinado con agentes farmaco-
I6gicos que, o bien acoplan la actividad del
receptor de la proteina G (toxina del colera y la
tos ferina), aumentan la actividad de adenilil
ciclasa (fosfatidilcolina), o amplian los niveles
intracelulares de cAMP (8-Br-cAMP), revierten
completamente los efectos de tocotrienoles
inhibidores del desarrollo en células epiteliales
neoplasicas preneoplasicas (Sylvester et al.,
2002). Estos hallazgos indican que los efectos
antiproliferativos de los tocotrienoles resultan,
al menos parcialmente, de la inhibicion de la
transduccién del sefialamiento propiciado por la
proteina G.

Muerte celular programada inducida por
tocotrienoles (apoptosis)

Estudios realizados acerca de dosis-respuesta
indican que las dosis de tocotrienoles inhibidoras
del desarrollo (IC.,) son de 5 a 6 veces menores
que sus correspondientes dosis letales (LD,,)
(Mclntyre et al., 2000; Mclntyre, Briski, Gapor,
Sylvester, 2000). Estos datos sugieren de manera
contundente que los efectos antiproliferativos y
apoptoticos de tocotrienoles actian a través de
diferentes mecanismos. Se determind que la
muerte de células epiteliales mamarias neopla-
sicas inducida por tocotrienoles es el resultado
del inicio de apoptosis como lo definieron los
grandes aumentos de fragmentacion en el ADN
y tincién positiva de la prueba TUNEL, que es
un marcador nuclear de apoptosis en desarrollo
en una célula (Mcintyre et al., 2000; Mcintyre,
Briski, Gapor, Sylvester, 2000; Sylvester, Shah,
2002; Sylvester, 2003; Shah et al., 2002).

La apoptosis es un aspecto importante del
crecimiento y remodelacion de las glandulas
mamarias normales, asi como para eliminar
células neoplasicas de la mama (Kumar et al.,
2000). Se caracteriza por aspectos morfolégicos
y bioquimicos especificos, tales como conden-
sacién nuclear y citoplasmica, fragmentacion del
ADN, dilatacion del reticulo endoplasmico,
alteraciones en la composicion de la membrana
celular, y formacién de cuerpos apopoépticos
encerrados por membrana (Kerr etal., 1972). La
iniciacion de apoptosis incluye la activacion de
aspartilo proteasas dependientes de cisteina,

denominadas caspasas (Earnshaw et al., 1999;
Pankaetal., 2001). Las caspasas estan presentes
de manera esencial en células en una forma
precursora inactiva que entonces debe dividirse
y procesarse para su activacion (Earnshaw et
al., 1999; Panka et al., 2001). Las caspasas
iniciadoras (caspasas -8, y -9) activan caspasas
efectoras (caspasas -3, -6 y -7), las cuales dividen
luego proteinas estructurales y reguladoras tales
como el factor -45 de fragmentacion de ADN
(DFF45), poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP),
laminas, y citoqueratinas, y resultan finalmente
en la destruccién organizada de la célula
(Earnshaw et al., 1999; Panka et al., 2001).

Hay por lo menos dos mecanismos generales
relacionados con la iniciacion de la activacion
de caspasa (Figura 4). El primer mecanismo
incluye la activacién de caspasa receptora
mediada. La activacién de “receptores de muerte”,
tales como Fas, el factor de necrosis tumoral
(TNF, por su sigla en inglés), o receptores de
ligando inductor de apoptosis relacionada con
TNF (TRAIL, por sus iniciales en inglés) por sus
ligandos especificos resulta en trimerizacion del
receptor, reclutamiento de proteinas adaptadoras
tales como dominio de muerte asociado a Fas
(FADD, por sus iniciales en inglés), y caspasas
iniciadoras (procaspasa -2 6 -8), para formar lo
que se conoce como un complejo causante de
muerte o DISC (Schulze-Osthoff et al., 1998).
Entonces se activa y libera la caspasa iniciadora
dentro del DISC. Las caspasas iniciadoras
activas, tales como caspasa -3, intervienen luego
en los diversos eventos citoplasmicos y nucleares
asociados con apoptosis (Schulze-Osthoff et al.,
1998). No obstante, en algunos tipos de células
la activacion de caspasa iniciadora puede ocurrir
también en ausencia de la activacion del receptor
de muerte.

Estudios realizados han demostrado transduc-
cion de la fosforilacion mediada por las sefiales
de la Proteina G mediante la transmisién de
sefales PL3K que estimula la fosfatidilinositol3-
quinasa (PI3K)/PL3K dependiente de quinasa
(PDK)/Akt, sefalizacion mitdgena resultante del
incremento de la expresion intracelular de la
inhibicién protéica de FLICE (FLIP), una proteina
citoplasmica que evita la activacion de procas-
pasa -8 (Panka et al.; Varadhachary et al., 2001).
Los tratamientos que inhiben el sefialamiento
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Conductos de sefialamiento de apoptosis

Receptor ligado Tension quimica o por

de muerte radiacion
Receptor de muerte Mitocondria
(TNF, Fas)
# Tocotrienol
Caspasa-8 0 2 .
Citocroma ¢

Caspasa-3,-6 0-7 <4——— Caspasa-9

Apoptosis

Figura Sitios intracelulares de accion en que los tocotrienoles
parecen actuar para inducir muerte celular o apoptosis
programadas en células mamarias cancerosas. La evidencia
experimental sugiere que el tratamiento con tocotrienol
conduce a la activacion de caspasa-8, y posteriormente
caspasa-3. Estos resultados indican que la activacion de
caspasa inducida por tocotrienoles se produce mediante el
sefialamiento apoptotico del receptor de muerte. Por el
contrario, el tocotrienol no induce la activacion de
caspasa-9, lo que sugiere que la apoptosis inducida por
tocotrienoles no se produce por medio del camino de
stress mitocondrial

mitégeno PI3K/PDK/Akt pueden causar una
reducciéon en los niveles FLIP intracelulares, y
aumento correspondiente en la activacion de
caspasa-8 y apoptosis (Panka et al.; Varadha-
chary et al., 2001).

En contraste, la activacion de caspasa provocada
por tension puede iniciarse por medio de
numerosas sefiales celulares que causan
perturbaciones en la mitocondria, resultando en
la pérdida de potencial de la membrana
mitocondrial y la liberacién de moléculas
proapoptoéticas, tales como el factor inductor de
apoptosis (AlF, por su sigla en inglés) y el
citocroma c del espacio intermembranas entre
el citoplasma (Green etal., 1998; Li etal., 1998).
El citocroma c interacciona entonces con el factor
1 (Apaf-1) de activacion de proteasa de apoptosis,
dATP/ATP y procaspasa-9 para formar un
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complejo (apoptosoma) que induce la activacion
de caspasa-9 iniciadora, y finalmente conduce a
activacion de caspasa-3 y apoptosis (Green et
al., 1998; Li etal., 1998). Se requiere la liberaciéon
de citocroma c¢ de la mitocondria para la
formacion de apoptosoma y esta estrechamente
controlada por la familia Bcl-2 de proteinas que
funciona para inhibir (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-
1y Al) o para promover apoptosis (Bax, Bak,
Bok, Bik, Hrk, Bim, Bid y Bad) por medio de la
regulacién de citocroma c liberaciéon (Li et al.,
Kirsch et al., 1999). También se ha demostrado
que entre la mediaciéon del receptor y el estrés
mitocondrial pueden ocurrir algunos modelos
apoptoticos. La activacion de caspasa-8 o
caspasas efectoras corriente abajo también puede
conducir directamente a la liberacién de
citocroma c de la mitocondria y a la activacién
de caspasa-9 en algunas células (Li et al., Kirsch
et al., 1999).

Hace poco se llevaron a cabo estudios para
determinar si la apoptosis inducida por los
tocotrienoles se encuentra mediada por la
activacion de la muerte del receptor de caspasa-
8 y/0 si el estrés mitocondrial induce la
activacion de caspasa-9 en la alta malignidad en
el crecimiento de las células epiteliales mamarias
(Sylvester, Shah, 2002; Sylvester, Theriault,
2002; Shah et al., 2003). El tratamiento con O-
50uM TRF o y-tocotrienol causé una disminucion
dependiente de la dosis en la viabilidad de células
epiteliales mamarias malignas (Shah et al., 2003).
Por el contrario, el tratamiento con dosis 10 veces
mas altas de a-tocoferol no tuvieron efectos en
la viabilidad celular (Shah et al., 2003).

Estudios adicionales revelaron que tratamientos
similares con TRF o y-tocotrienol, aumentaron
la actividad intracelular y los niveles de caspasa-
8y -3 procesada, pero no los de caspasa 9 (Shah
etal., 2003). Ademas, el tratamiento con caspasa-
8 0 -3 especifica inhibidora, pero no caspasa-9,
bloquedé completamente la apoptosis provocada
por tocotrienol en células mamarias tumorales
(Shah etal., 2003). Por el contrario, tratamientos
con dosis altas de a-tocoferol no tuvieron efecto
alguno en los niveles intracelulares ni en la
actividad de caspasa-8, -3, 0 -9 (Shah et al.,
2003).

Estos hallazgos demuestran la funcién de
caspasa-8 y caspasa-3, pero no de -9 en la
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intervencion de apoptosis inducida por tocotrie-
nol en células epiteliales mamarias malignas, y
sugieren la muerte del receptor por senal
apoptaética, la cual involucra la mediacion de los
tocotrienoles inducidos por la actividad de
caspasas. Es preciso hacer nuevos estudios
adicionales para determinar los mecanismos
exactos de sefalamiento de receptor ligado
relacionados con apoptosis provocada por
tocotrienoles. Los efectos de tocotrienoles en los
caminos de sefialamiento apoptotico en células
mamarias cancerosas se resumen en la Figura 4.

Conclusiones

El cancer de mama es la malignidad con mayor
prevalencia en las mujeres (Marshall, 1993). A
pesar de que se han hecho progresos importantes
en la deteccion y tratamiento tempranos, muchas
mujeres mueren hoy en dia de cancer de mama,
al igual que ocurria en los inicios del siglo pasado
(Marshall, 1993). Esto se debe al hecho alarmante
de que el cancer de mama aumenté de forma
constante durante los ultimos cincuenta afos
(Marshall, 1993). Mientras se han identificado
genes que predisponen a la mujer para contraer
cancer de mama, tales como BRCA1l y BRCA2,
se cree gue estos genes son directamente
responsables Unicamente en 10-15% de todos
los casos de cancer de mama, pero se desconoce
la causa del 85-90% restante de cancer de mama
(Vogel et al., 1993).

Por tanto, es evidente que los avances en la
prevencion de cancer de mama brindarian el
mayor de los beneficios en la reduccion de
muertes por cancer de mama. La carcinogénesis
de mama es un proceso de etapas multiples que
se inicia con una sola mutacién gendmica, y las
mutaciones posteriores conducen a una evolu-
cion de las caracteristicas fenotipicas malignas,
incluyendo una mayor morfologia histolégica
anaplasica, resistencia a terapias anticancerosas
o endocrinas, y un mayor potencial invasivo y
metastasico (Sylvester etal., 1986; Medina, 1974;
Nandi et al., 1995).

La evidencia experimental sugiere que los efectos
antitumorosos de tocotrienoles pueden ocurrir
en mas de una etapa de la carcinogénesis
mamaria (Sylvester, Russell et al., 1986;
Sundram et al., 1989; Goh et al., 1994; Rogers
etal., 1986; Nakyama et al., 1993). Ademas, dosis

terapéuticas de tocotrienoles que inhiben el
crecimiento e inducen la muerte celular
programada en células mamarias de cancer, han
probado tener muy poco o ningun efecto en el
desarrollo o viabilidad de células epiteliales
mamarias normales (Mcintyre et al., 2000;
Mclntyre, Briski, Gapor, Sylvester, 2000).

Es necesario realizar estudios adicionales para
tener una comprension absoluta del potencial
anticancerigeno y los mecanismos de accion de
los tocotrienoles en los seres humanos. En
contraste con los tocoferoles, la evidencia
experimental acumulada sugiere que el suple-
mento dietético de tocotrienoles versus tocofe-
roles, puede proporcionar beneficios saludables
importantes para reducir en las mujeres el riesgo
de cancer de mama.
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