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RESUMEN

Introduccion: en el mundo, el cancer de prostata es la principal causa de muerte en hombres.
Algunas evidencias sugieren que los dcidos grasos omega-3 reducen la viabilidad de las células
tumorales mientras que los 4cidos omega-6 promueven su proliferacion; al respecto, otros
estudios han mostrado resultados controvertidos.

Objetivo: evaluar los efectos citotdxicos, genotdxicos y anticlonogénicos de dcidos omega-3:
a-linolénico (ALA), eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), omega-6: linoleico
(LA), araquiddnico (AA) y omega-9: oleico (OA) en células de cancer de proéstata (PC-3).

Metodologia: se evalud el efecto sobre la viabilidad celular relativa mediante las pruebas de
MTT y Azul de Tripano, el efecto genotdxico mediante intercambios de cromatidas hermanas
(ICHs) y ensayo cometa, y el efecto anticlonogénico in vitro, en diferentes concentraciones
(25, 50, 100 v 150 uM) de seis acidos grasos omega en células de cancer de prostata (PC-3).

Resultados: la viabilidad relativa por MTT mostré valores < IC,  con las concentraciones ma-
yores (100 y 150 uM) para los 4cidos grasos omega-3 EPA y DHA y omega-6 AA (150 uM),
mientras que la viabilidad relativa, evaluada con Azul de Tripano, con estos mismos 4cidos,
redujeron la viabilidad a 0 %. DHA y EPA mostraron efecto genotédxico y la disminucién de la
clonogenicidad celular (p < 0,01). Por otro lado, LA y AA disminuyeron la viabilidad relativa
observada con Azul de Tripano, sugiriendo diferentes mecanismos de accion de los acidos
grasos en la membrana celular.
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Conclusion: los resultados mostraron que los acidos
grasos omega-3, EPA, DHA, y omega-6, AA, disminu-
yen la formacién de colonias, reducen la viabilidad
celular y aumentan el efecto genotdxico respecto al
control no tratado, en el modelo in vitro de células
tumorales de prostata PC-3.

PALABRAS CLAVE

Acidos Grasos Omega-3: Neoplasias de la Prostata;
Supervivencia Celular; Tests de Genotoxicidad

SUMMARY

Cytotoxic and Genotoxic Activity of Omega Fatty
Acids in Prostate Cancer Cells PC-3

Introduction: Prostate cancer is the main cause of
cancer related deaths in men worldwide. Previous
studies have suggested that omega-3 fatty acids re-
duce cell viability in tumour cells, whereas omega-6
fatty acids increase clonogenicity. Nevertheless, other
reports have shown controversial results.

Objective: Evaluate cytotoxicity, genotoxicity and clo-
nogenicity in a prostate cancer derived human cell line
(PC-3), treated with fatty acids omega-3: o-linolenic
acid (ALA), eicosapentaenoic acid (EPA) and docosa-
hexaenoic acid (DHA); omega-6: linoleic acid (LA) and
arachidonic acid (AA); omega-9: oleic acid (OA).

Methods: The tests included (a) cytotoxicity assays by
MTT and Trypan Blue; (b) genotoxicity evaluation by
the sister-chromatid exchanges technique (SCE) and
the DNA-comet assay; and (c) in vitro clonogenic as-
say of six fatty acids in prostate cancer cell (PC-3) at
different concentrations (25 uM, 50 uM, 100 uM and
150 uM).

Results: The cell viability by MTT data showed < IC_
values for the omega-3 EPA and DHA and omega-6 AA
fatty acids at the two major concentrations (100 uM
and 150 uM).

Moreover, the same fatty acids viability values dropped
to 0 % with Trypan Blue test. EPA and DHA showed ge-
notoxic effect and a clonogenic cell decrease (p<0,01).
The latter test also revealed a viability diminishment
for LA and AA, suggesting different mechanisms of ac-
tion of fatty acids on cell membrane.
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Conclusion: The in vitro evaluation revealed that
EPA, DHA and AA reduce the clonogenicity and cell
viability of prostate tumour cells and cause genotoxi-
city in prostate tumour derived PC-3 cells.

KEY WORDS

Cell Survival; Fatty Acids, Omega-3; Genotoxicity Test;
Prostatic Neoplasms

INTRODUCCION

El céncer de prostata es el segundo mdas comun en
hombres, el primero en Norteamérica, Europa y en
algunas regiones de Africa, el cuarto més comun en
el mundo y poco frecuente en China y otros paises
asiaticos. En Colombia, la incidencia en el 2012 fue
de 51,4/100.000 hombres, con 9.564 casos diagnos-
ticados en Colombia, 233.159 en Estados Unidos y
1'094.916 en el mundo (30,4 casos/100.000 hombres).
Para 2020, el Observatorio Mundial de Céncer (Glo-
bal Cancer Observatory, GCO) pronostica alrededor
de 1'392.727 nuevos casos de cancer de prostata alre-
dedor del mundo y aproximadamente 385.560 muer-
tes relacionadas (1-3). Dada la alta incidencia de esta
neoplasia y la incompleta efectividad terapéutica,
es necesario encontrar nuevas alternativas de trata-
miento, mds eficientes y que disminuyan los efectos
secundarios en el paciente. En este sentido, los aci-
dos grasos omega-3 y sus derivados eicosanoides,
han demostrado propiedades antiinflamatorias que
pueden reducir la carcinogénesis (4, 5). Para ilustrar,
estudios epidemioldgicos sugieren que las dietas ricas
en &cidos grasos omega-3 como EPA y DHA reducen
la incidencia de cdncer (6-8), ya que sus derivados ei-
cosanoides exhiben propiedades antiinflamatorias, al
reducir la sintesis de prostaglandinas E, derivadas de
los &cidos grasos omega-6, que favorecen actividades
proinflamatorias, carcinogénicas y promueven la an-
giogénesis (4, 5).

Otros mecanismos mediante los cuales los acidos
grasos omega-3 pueden inhibir la progresion de la
carcinogénesis, incluyen regulaciéon en la transduc-
cion de sefiales de regulacion de la expresion géni-
ca, por ejemplo, disminucién de la activacién del
factor de transcripciéon nuclear NF-RB de oncoge-
nes ras, supresion de la expresion de p21™ y COX-2
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(ciclooxigenasa-2). Estos efectos se ven reflejados en
los cambios en el crecimiento y la diferenciacion ce-
[ular, alteracion en el metabolismo de estrogenos, ad-
hesion celular, modificacion de la composicion de los
fosfolipidos de la membrana celular y la funcién de
los receptores, entre otros. Larsson y Shin (5) sugieren
un mecanismo adicional, basado en el incremento
o disminucién en la produccién de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ROS) generados por
los acidos grasos omega-3, especialmente el DHA, los
cuales pueden inducir apoptosis (5, 8).

Algunos reportes en las lineas celulares de céncer
de préstata humana, PC-3 y DU-145, tratadas con
los &cidos grasos LA, EPA y DHA aumentaron la
proliferacién de células tratadas con 4cido LA y
disminuyeron en 65 % la viabilidad de las células
tratadas con &cidos omega-3, de manera dependiente
de la dosis (9). De forma similar, otros estudios
relacionan altos consumos de dcidos omega-6 con la
proliferacién de tumores en modelo murino de xe-
noinjertos, establecido a partir de células de adeno-
carcinoma de prdstata humano (LNCaP) (10). Otros
estudios, encontraron asociacidén entre la alta ingesta
de 4cidos omega-3 (ALA, EPA, DHA), omega-6 (LA y
AA) y el riesgo de padecer cancer de prostata avan-
zado. Sin embargo, el consumo solo de EPA y DHA
podria reducir el riesgo de padecer el mismo cancer,
mientras que LA y AA no mostraron ninguna correla-
cion (11).

Existen pocos reportes sobre los efectos genotdxicos
de los acidos grasos omega, por ejemplo, se ha evi-
denciado el efecto genoprotector del 4cido omega-3
EPA y ningtn efecto significativo de los acidos grasos
omega-6 AA y omega-9 (OA) en células no tumorales
(12, 13). Sin embargo, los resultados son variables en
células tumorales tratadas con estos acidos grasos,
y se ha planteado que la induccién de apoptosis en
células cancerosas puede ser desencadenada por el
incremento en los niveles de ROS.

Teniendo en cuenta que el estrés oxidativo inducido
por ROS es una de las principales causas de muta-
ciones y dafios en el ADN, es necesario cuantificar el
dano genético que los &cidos grasos omega-3 podrian
causar en la célula tumoral, teniendo en cuenta que
se consideran preventivos del desarrollo del cén-
cer y que sus derivados eicosanoides son reconoci-
dos antiinflamatorios. De la misma manera, es muy

importante, evaluar el dafio en el ADN inducido por
acidos grasos omega-6 en células tumorales, ya que
estos omega-6 son reconocidos proinflamatorios,
promotores de cancer. Basados en lo anterior, este es-
tudio evalu6 los potenciales efectos citotoxico, geno-
toxico y anticlonogénico de acidos grasos omega-3,
omega-6 y omega-9 en la linea celular PC-3 derivada
de cancer de proéstata, con el fin de analizar sus efec-
tos sobre la viabilidad celular a nivel de membrana
celular, mitocondrial y la capacidad de formacioén de
colonias después de un tratamiento con diferentes
concentraciones de los 4cidos omega en las células
tumorales evaluadas.

METODOLOGIA

Cultivos celulares

La linea celular tumoral de prostata PC-3 (ATTC®,
CRL-1435™) fue cultivada en frascos T-25 con medio
DMEM (Sigma), 5 % de suero bovino fetal (SBE Euro-
bio), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL,
e incubadas a 37 °C en atmosfera himeda con 5 % de
CO,. El subcultivo para el mantenimiento de la linea
celular PC-3 se realizd dos veces por semana antes de
alcanzar el 80 % de confluencia. Las células fueron
desprendidas del frasco de cultivo o del plato de 6, 24
0 96 pozos, usando 0,3-1 mL de Tripsina-EDTA 1X (Sig-
ma) segun el caso, e incubadas a 37 °C durante un mi-
nuto. Luego del desprendimiento celular, la tripsina
fue inactivada con 0,5-1 mL de medio suplementado
con SBF al 5 %.

Preparacion de los acidos grasos

Los 4cidos grasos omega-3 (ALA, EPA, DHA), omega-6
(LA, AA) y omega-9 OA (Sigma) fueron disueltos en el
solvente etanol para analisis (99,9 % J. Baker), y asi pre-
parar soluciones stockR 10 mM, almacenadas a tempe-
ratura ambiente (20 °C). Las soluciones de trabajo se
prepararon en PBS, una hora antes de su uso, con el fin
de evaluar concentraciones finales de 25, 50, 100y 150
uM de cada 4acido graso. Las concentraciones evalua-
das se escogieron basados en reportes previos de litera-
tura en otras lineas celulares. Ademas, en este estudio
se realizaron ensayos previos en la linea PC-3 con con-
centraciones <50 uM, las cuales no mostraron efecto
significativo sobre la viabilidad relativa de las células.
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Ensayo MTT

La viabilidad celular relativa se evalud con algunas mo-
dificaciones del protocolo de Mosmann (14). Las células
PC-3 fueron sembradas en platos de 96 pozos a una den-
sidad celular de 5x10° células/pozo en las condiciones
antes descritas e incubadas durante 24 horas. Después
de ese tiempo, los cultivos fueron tratados con los 6 &ci-
dos grasos evaluados en concentraciones finales de 25,
50, 100 y 150 uM e incubados durante 48 horas a 37 °C
en atmosfera himeda con 5 % de CO,. Luego de este
tiempo, se adicionaron 10 uL. de MTT (5 mg/mL, Sigma)
a cada pozo, se incubaron en oscuridad durante 3 ho-
ras y posteriormente, a cada pozo, se le adiciond 100 uL
de isopropanol &cido (Tritdn 10 %, HCI 37 % humeante).
Las absorbancias fueron leidas a 570 nm en espectofo-
témetro Multiskan FC Microplate Photometer-Thermo
Scientific y la viabilidad celular relativa al control no
tratado (negativo), fue calculada de la relacion entre la
absorbancia de cada tratamiento y la del control con cé-
[ulas no tratadas. A cada una de ellas, incluyendo la del
control no tratado, se les restd la absorbancia del control
blanco (medio sin células). Se realizaron los controles
negativo, blanco, control solvente (etanol 1,5 %) y con-
trol positivo (Perdxido de Hidrogeno (HQOQV 100 uM). Los
experimentos fueron realizados por triplicado y en ré-
plicas de tres pozos por cada tratamiento en cada plato.

Ensayo de exclusion de colorante con Azul
de Tripano

Los experimentos se realizaron por triplicado basados
en el protocolo de Strober (15). Las células PC-3 se
sembraron en platos de 24 pozos. En cada pozo, se
adiciond 1 mL de medio y 5x10* de células con las
mismas condiciones de cultivo ya descritas. Luego de
24 horas, las células fueron tratadas durante 48 horas
con concentraciones finales de 25, 50, 100 y 150 uM
de cada uno de los 6 acidos grasos evaluados. Las cé-
[ulas fueron desprendidas con 300 uL de Tripsina-ED-
TA 1X e incubadas a 37 °C por un minuto y la suspen-
sién celular recolectada por centrifugacion. Luego, a
10 uL de la suspension se le adiciond 10 pL de Azul
de Tripano (0,4 %) y se coloco 10 uL de la mezcla en
una Cdmara de Neubauer, donde se realizd conteo del
numero de células en 5 campos. Se hicieron los res-
pectivos controles: negativo (células sin tratamiento),
solvente (etanol 1,5 %) y positivo (HQOQV 100 uM). La
viabilidad celular relativa fue calculada como el por-
centaje de células vivas sobre el total de células (vivas
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y muertas) por cada tratamiento y luego comparadas
con el control negativo.

Electroforesis alcalina de células individuales
(Ensayo cometa)

Los experimentos se realizaron por triplicados usando
el protocolo de Tice, et al. (16) con algunas modifica-
ciones. Se incubaron durante 24 horas 5x10* células
PC-3/pozo en platos de 24, en las condiciones de cul-
tivo antes descritas. Luego, las células fueron tratadas
por 48 horas con las siguientes concentraciones de
acidos: 150 uM (4cido omega-3 ALA y omega-9 OA);
100 uM (omega-3 DHA) v 50 uM (omega-3 EPA y ome-
ga-6 AA y LA). Estas concentraciones, fueron defini-
das a partir de los resultados de las pruebas de MTT
o Azul de Tripano, en las cuales se encontré reducida
(=< 50 %). La viabilidad celular. Posterior al tratamien-
to, las células se desprendieron del pozo con 500 uL
de Tripsina-EDTA 1X durante 1 minuto a 37 °C y fue-
ron centrifugadas. Aproximadamente, 4x10* de las cé-
[ulas de la suspension, fueron mezcladas con 80 uL de
agarosa de bajo punto de fusién (LMP 0,6 %, ~37 °C)
y colocadas en portaobjetos, previamente preparados
con agarosa de punto de fusién normal (NMP 1 %).

A cada portaobjetos, se le colocd cubreobjetos y se
incubaron a 4 °C durante 15 minutos para solidificar
la agarosa. Posteriormente, las células fueron incu-
badas durante 24 horas a 4 °C, con el buffer de lisis
(2,5M NaCl, 0,1M NaQEDTA, 10 mM Tris base, 1 % N-
lauril sarcosinato de Sodio, 10 % DMSO y 1 % Triton
X-100, ajustado a pH 10,0) y reincubadas por 20 minu-
tos en buffer (NaOH 50 mM/EDTA 1 mM, pH 13) para
desnaturalizar el ADN dentro de los ntcleos. La elec-
troforesis alcalina (pH=13) se corrié a 25 V y 300 mA
durante 25 minutos. Los portaobjetos fueron lavados
tres veces con buffer neutralizante (Tris 0,4 M, pH 7,4)
durante 5 minutos. Los nucleos fueron coloreados
con Bromuro de Etidio (0,01 mg/mL), luego, 50 nu-
cleos/tratamiento fueron evaluados con objetivo 20X
del microscopio de fluorescencia (Leica), cuantifica-
dos (% ADN en la cola del cometa), fotografiados con
camara digital Panasonic DMC-FP1 y analizados con
el software CASP (Comet Assay Software Project).

Intercambio de cromatidas hermanas (ICHs)

El protocolo se realizd con algunas modificaciones al
reportado por Perry and Wolff (17) en experimentos por

IATREIA Yol 31(4) octubre-diciembre 2018



triplicado. Los cultivos exponenciales de células PC-3
fueron incubados en frascos de cultivo T-25 con BrdU
(2 mg/mL, Sigma) durante 24 horas a 37 °C en atmos-
fera humeda, 5 % de CO,y protegidos de la luz, luego
tratados con concentraciones obtenidas de la prueba
de la viabilidad celular < 50 %, de la siguiente mane-
ra: 50 uM de EPA, DHA y AA durante 24 horas y el res-
pectivo control, no tratado. La coloracién diferencial
de las preparaciones cromosdmicas se realizd sumer-
giendolas durante 10 minutos en solucién a 0,5 mg/ml
de bis-Benzimide (Hoechst-33258, Sigma), sometidas a
fotdlisis en solucién 2xSSC (pH 6,8) a 45 °C durante 25
minutos y coloreadas con soluciéon de Giemsa (4 %,
pH 6,8) durante 4 minutos. Finalmente, se calculd el
indice mitético (IM) y se clasificaron las metafases asi:
de primer ciclo (M), segundo ciclo (M,) y luego, se
conto el numero de ICHs/metafase en las celulas M,
de segundo ciclo.

Ensayo de clonogenicidad

El protocolo empleado fue el reportado por Fres-
hney (18) con algunas modificaciones. Las células
PC-3 se sembraron en platos de 24 pozos asi: 4,5x10*
células/pozo en 1 mL de medio DMEM suplementa-
do con 5 % de SBE ademés de las otras condiciones
de cultivo ya descritas. A las 24 horas, las células fue-
ron tratadas con diferentes concentraciones de aci-
dos grasos omega: 150 uM (ALA y OA), 50 uM (EPA,
LAy AA) y 100 uM (DHA), posteriormente incubadas
durante 48 horas a 37 °C'y 5 % de CO,. Después del
tratamiento, las células fueron resembradas en pla-
tos de 6 pozos asi: 200-300 células/pozo/2,5 mL de
medio DMEM con 5 % de SFB y [uego incubadas du-
rante 10 dias. Después de ese tiempo, se contabilizd
el numero de colonias/pozo y se calculd la Eficiencia
de clonogenicidad relativa (ECR) mediante la ecua-
cién: ECR = (N° de células contadas en el tratamien-
to/N° de células contadas en el control no tratado) x
100 (1). Se realizaron los controles: negativo (células
sin tratamiento), solvente (etanol 1,5 %) y control po-
sitivo (HQOQ, 300 uM).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizé me-
diante el andlisis de varianza y las pruebas de compa-
raciones multiples con el test de Tukey con p < 0,01
empleando el software R.

RESULTADOS

Evaluacion de viabilidad celular

Las evaluaciones del efecto de acidos grasos omega 3,
6 vy 9 sobre la viabilidad celular relativa al control no
tratado mostraron resultados similares mediante las
pruebas MTT y Azul de Tripano. Los resultados de los
&cidos EPA y DHA obtenidos con MTT, disminuyeron
significativamente < 30 % la viabilidad celular relativa
al control no tratado, con las concentraciones mas al-
tas (100 y 150 uM) y de manera dependiente de la dosis.
Por otro lado, los &cidos LA y AA redujeron (~50 %) la
viabilidad relativa con la concentracién 150 uM (Figura
1,A). En la prueba de Azul de Tripano, el 4cido EPA (150
uM) afectd totalmente la viabilidad, causando muerte
a las células PC-3, mientras que los &cidos DHA, LA y
AA redujeron (< 10 %) significativamente la viabilidad
celular relativa al control, con la concentraciéon 150
uM. En ambos ensayos, el ALA también mostré dismi-
nucién estadisticamente significativa a 70 %, y el OA
no caus6 ningun efecto (Figura 1, B). Estos resultados
fueron consistentes con Ios cambios morfoldgicos (cé-
[ulas redondeadas y granulosas), y en algunos casos,
la disminucion del tamafo, visibles al microscopio, in-
ducidos por las concentraciones 100 y 150 uM de los
acidos grasos omega-3: EPA, DHA, y omega-6: AA.

Considerando todos los resultados obtenidos median-
te las pruebas de viabilidad, se puede concluir que los
acidos omega-3 (EPA y DHA) afectan maés la viabilidad
asociada a la integridad y permeabilidad de la mem-
brana celular (detectada por el Azul de Tripano) que
la actividad enzimatica, capaz de reducir al compues-
to formazan, la sal de tetrazolio (MTT).

Evaluacion de efecto genotdxico

Los resultados de genotoxicidad obtenidos mediante
el ensayo cometa, mostraron dano significativo en el
ADN, causado por el tratamiento con acido omega-3
EPA (50 uM), pero no se evidencio dafo significativo
en el ADN con los otros acidos grasos evaluados (Fi-
gura 2, B). A pesar de que los acidos omega-3 DHA y
omega-6 AA no causaron dafio genético significativo,
se aprecia un incremento en el porcentaje de ADN en
la cola del cometa, respecto al control negativo.

Las células de cancer de prostata PC-3 tratadas con
EPA, DHA y AA permitieron evaluar el nimero pro-
medio de intercambios entre cromaétidas hermanas
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en cada metafase analizada. Las células PC-3 tratadas
con EPA (50 uM) mostraron incremento significativo
(16,0 = 5,5 ICHs/metafase) en el promedio de ICHs/
metafase, comparados con el control negativo (6,3 *+
1,9 ICHs/metafase) (Figura 2, D), consistente con los
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resultados de genotoxicidad observados en el test co-
meta alcalino. El promedio del nimero de ICHs en-
contrado en el tratamiento con EPA fue mayor (12,7
*+ 4,8y 8,5 * 1,5 I[CHs/metafase) que el obtenido con
DHA v AA, respectivamente.
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Figura 1. (A) Efecto sobre la viabilidad celular mediante MTT. (B) Efecto sobre la viabilidad celular mediante azul de tripano de células tumorales de prdstata
P(-3, tratadas durante 48 horas, con concentraciones de 25, 50, 100y 150 uM de acidos grasos omega-3 (ALA, EPA y DHA), omega-6 (LA, AA) y omega-9 (0A).
Los datos se muestran como la media = S.E. La significancia estadistica se calculd con *p < 0,01, relativa al control no tratado (C-)
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Figura 2. (A) Fotografias (20X) de cometas obtenidos en células PC-3 tratadas durante 48 horas, con acidos grasos omega (ALA 150 pM, EPA 50 uM, DHA 100

M, LA 50 pM, AA 50 pM y OA 150uM). (C-) células no tratadas; (C+) células tratadas con HZO2 (300 pM) durante 1h. (B) Cuantificacion de dafio genotdxico del

ensayo cometa representado en (A). (C) Fotografia (100X) de metafase de segundo ciclo (MZ) obtenidas de células PC-3 tratadas con EPA (50 uM). (D) Promedio
de ICHs/metafase en células PC-3 tratadas con dcidos omega-3 (EPA y DHA, 50 uM) y omega-6 AA (50 pM). Los datos se muestran como la media £ S.E.

La significancia estadistica se realizé con *p <.0,01 comparada con el control no tratado (C-)
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Evaluacion del efecto sobre Ia clonogenicidad

En los experimentos de eficiencia de clonogenici-
dad, se realizaron controles negativo, solvente y po-
sitivo con HQOQ (100 uM) durante una hora antes de
la resiembra. El efecto sobre la capacidad de formar
colonias fue analizado por la cuantificacién de la efi-
ciencia de clonogenicidad relativa (ECR) basados en
el conteo del numero de colonias formadas a partir
de una sola célula PC-3, tratadas con los dcidos EPA
(50 uM), DHA (100 uM) v AA (50 uM). Los resultados

mostraron que estos tres &cidos omega disminuyeron
el potencial clonogénico (ECR < 20 %) (Figura 3, C).
De forma similar, los &cidos grasos ALA y OA disminu-
yeron (ECR < 25 %) la formacién de colonias, mien-
tras que el LA solo la redujo (ECR < 40 %) en células
PC-3 (Figura 3, C). Los resultados obtenidos del poten-
cial clonogénico de las células PC-3 se correlacionan
con la reduccioén significativa de la viabilidad celular
relativa inducida por los acidos EPA, DHA y AA, y el
dafo genético encontrado.

% ECR

20 4 T I i

ol i I |
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Figura 3. Efecto sobre la formacion de colonias de células PC-3 tratadas con acidos grasos omega. (A) Controles Negativo (C-) y Positivo (C+). (B)
Colonias de células PC-3 tratadas con (a) ALA (150 uM), (b) EPA (50 pM), (c) DHA (100 pM), (d) LA (50 uM), (e) AA (50 uM) y (f) OA (150 uM), después de 10 dias
de incubacién. (C) Valores de clonogenicidad relativa (ECR) respecto al control no tratado (C-) de células PC-3 tratadas con dcidos grasos omega. Los datos se
muestran como la media + S.E. La significancia estadistica se calculé con *p < 0,001

DISCUSION

Los resultados de la pruebas de actividad bioldgica de
los acidos grasos omega en la linea celular tumoral de
préstata PC-3 mediante la prueba MTT, revelaron dis-
minucién significativa en la viabilidad relativa de las
células PC-3, tratadas con los acidos grasos omega-3
(EPA v DHA) v omega-6 (LA). De manera particular,
la disminucion de la viabilidad celular relativa, fue
mayor en células tratadas con DHA, comparadas con
las tratadas con el EPA. Todos los tratamientos mos-
traron efecto de los acidos grasos omegas de manera
dependiente de Ia dosis en Ila linea celular tumoral

evaluada. Los resultados de la viabilidad relativa ob-
tenida por MTT y Azul de Tripano (Figura 1) sugieren
que los acidos grasos omega-3 y omega-6 afectaron la
membrana celular (Figura 1, B) y la actividad enzima-
tica mitocondrial (Figura 1, A), lo cual podria depen-
der de la composicion de fosfolipidos y acidos grasos
poliinsaturados de la membrana celular, asociados a
receptores de supervivencia y proliferacion, similar
a lo reportado, en diferentes tipos celulares tumora-
les (19, 20). Es muy posible que lo anterior explique
por qué los tratamientos con los acidos grasos omega
evaluados, indujeron cambios en la morfologia ce-
[ular, como consecuencia de la pérdida de uniones
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célula-célula y célula-sustrato, sugiriendo defectos
en las proteinas de adhesion celular y en el funciona-
miento de algunos receptores de membrana.

Estructuralmente, los &cidos grasos omega-3, EPA y
DHA, poseen mayor numero de enlaces insaturados
comparados con los omega-6 (AA y LA) y el omega-9
(OA). Esta particularidad, los hace mas flexibles y les
permite incorporarse facilmente en la membrana ce-
[ular. Se ha reportado que la incorporacién de EPA
y DHA en la membrana celular, induce desérdenes
moleculares en la composicién de los fosfolipidos
de membranas, cambios fisicos y quimicos, islas li-
pidicas, expulsiéon de fosfolipidos formados por AA,
causando cambios en la fluidez y permeabilidad de la
membrana plasmatica, y también afectando la mor-
fologia celular (8, 20, 21). Estos reportes dan soporte
a los resultados observados con EPA, DHA y AA, los
cuales afectaron la viabilidad relativa de las células
PC-3, detectadas por azul de tripano, hecho que po-
dria estar asociado a un efecto sobre la integridad de
la membrana celular, que es reflejado en los cambios
morfoldgicos visualizados.

Por otro lado, los resultados obtenidos en las células
PC-3 tratadas con los acidos omega-6, sugieren que
estos acidos omega-6, podrian comportarse como
inhibidores competitivos del &cido omega-3 presente
en la membrana celular, y asi disminuir su efecto an-
titumoral, similar a lo reportado en algunos estudios
(9, 22, 23). El efecto antitumoral de los 4cidos grasos
omega-3 como DHA y EPA se ha explicado por meca-
nismos como la inhibicién de la sintesis o modifica-
cién de los eicosanoides proinflamatorios derivados
del AA (21,24), lo cual, también podria explicar los re-
sultados obtenidos en los tratamientos con este &cido
omega-6 en las células PC-3.

Adicional al gran numero de enlaces insaturados
del 4cido graso DHA, la longitud de la cadena hidro-
carbonada de este 4cido omega-3 también podria
facilitar su incorporacion en los fosfolipidos de la
membrana mitocondrial, contribuir al aumento de la
oxidacién lipidica y a la generaciéon de ROS, causan-
do disfuncién mitocondrial (8) por tanto, conducir
posteriormente a apoptosis. Las dos caracteristicas
particulares del DHA mencionadas, podrian explicar
la disminucion de la viabilidad relativa de las células
PC-3 encontradas en este estudio y permitirian su-
gerir, que los &cidos omega-3 EPA y omega-6 AA se
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comportan de manera similar. Ademas, otros estudios
sugieren que los dcidos grasos omega-3 inhiben dife-
rentes vias de sefializaciéon como AKT, mTOR y ERK
por inducciéon de autofagia y apoptosis dependiente
de caspasa-3, incremento de proteinas Bcl-2 y de ROS
intracelular (8, 19), lo cual podria evaluarse en estu-
dios posteriores en las células PC-3.

La evaluacion del efecto genotdxico en células tu-
morales de préstata PC-3, mostraron dafo respecto
al ADN mediante el ensayo cometa (Figura 2, B), y un
incremento en el numero de ICHs en las metafases ana-
lizadas (Figura 2, D), de células PC-3 tratadas principal-
mente con EPA. Estos resultados podrian sugerir que el
&cido EPA podria incrementar las ROS intracelulares,
Io mismo que la produccién de radicales libres por re-
acciones de lipoperoxidacion de los &cidos omega-3,
que pueden inducir cambios en diferentes vias de se-
falizacion. Los resultados obtenidos en este estudio,
son contrarios al efecto genoprotector del EPA repor-
tado en células no tumorales, en las que EPA no induce
dano en ADN y puede reducir el efecto mutagénico o
genotdxico de algunas sustancias (12, 25).

Considerando estos reportes y los resultados obte-
nidos en este estudio, se puede sugerir que el acido
omega-3 EPA actila de manera selectiva en células
tumorales y no afecta significativamente las células
no tumorales. Lo anterior, habria que corroborarlo en
posteriores estudios con las células no tumorales, pre-
feriblemente derivadas de prostata.

Como se menciond, diversos estudios han evaluado
la selectividad de los acidos grasos omega en lineas
celulares tumorales y no tumorales. Se ha evidencia-
do que los &cidos omega-3 no afectan o afectan poco
la viabilidad de células normales. Esta respuesta dife-
rencial de las células tumorales podria deberse a que
estas células, se ha demostrado, son deficientes en
acidos grasos poliinsaturados omega-3 (EPAy DHA) y
omega-6 (AA) comparadas con las células normales,
posiblemente por la poca actividad de la enzima des-
aturasa involucrada en la conversion de estos acidos.
Esta situacion, puede estimular la incorporacién ex-
cesiva de dichos acidos omega en la membrana celu-
lar de las células tumorales (24, 25) y, tal vez, sensibili-
zarlas al tratamiento antitumoral, incrementando las
respuestas celulares inducidas por los dcidos omega o
sus derivados eicosanoides o el de las ROS y radicales
libres, causantes de dafno en el ADN.
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La disminucién de la viabilidad relativa de las células
PC-3 causadas por los &cidos omega (EPA, DHA y AA)
evaluados en este estudio, pueden también ayudar a
explicar la posible causa del dafio genotéxico observa-
do en el tratamiento, con omega-3 EPA principalmen-
te, y por los demds acidos. Los resultados obtenidos
revelan que las diferencias en el dafilo producido por
los &cidos grasos omegas EPA, DHA y AA, observado
en las pruebas de viabilidad celular y genotoxicidad
contribuyen en gran medida a la disminucién de la ca-
pacidad de formacion de colonias, lo cual podria refle-
jar la incapacidad de recuperar la homeostasis celular,
causada por estos &cidos grasos omega con la disminu-
cion de su potencial proliferativo. Ademaés, estarian de
acuerdo con la disminucién en el nimero de colonias
y de la proliferacién (< 20 %) de otra linea celular tu-
moral de prostata, LNCaP tratadas con DHA (20 uM),
lo cual fue reportado por Cavazos (26). Estos resulta-
dos también son consistentes con otros estudios, que
reportan que los acidos omega-3 (EPA y DHA) pueden
ser inductores de autofagia, apoptosis, y produccion
de ROS mitocondrial, ademas de inhibidores de la mi-
gracion de células tumorales de préstata (PC-3, DU 145
y LNCaP) y de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) (8, 26-30).

Los resultados anteriormente descritos demuestran
que estos acidos grasos omega, de manera indirectay a
través de sus derivados eicosanoides, ROS o radicales
libres, podrian causar dafio al ADN a nivel de cadena
sencilla, y posiblemente en la cadena doble, originan-
do un intercambio reciproco entre las crométides her-
manas y reflejando mecanismos de reparacién activos
en las células tumorales de prostata PC-3. Estos resul-
tados permiten plantear que, la induccién de dafo
en el ADN y la necesidad de reparacion del material
genético contribuirfan a la disminucién del potencial
proliferativo de las células tratadas con EPA, DHA y AA,
reflejado en la disminucion de la formacion de colo-
nias, ya que estos tres dcidos omega, fueron también,
los que mostraron més dafo genotoxico.

En resumen, a pesar de que el acido EPA causoé efecto
sobre la viabilidad celular a nivel de membrana (cito-
tdxico), disminuyo la eficiencia de clonacién relativa
(ECR) (antiproliferativo) y causé efecto genotdxico
(dano en el ADN), los mecanismos de sobrevivencia
y reparacion de ADN estan activos, lo cual se puede
evidenciar en la obtencién de metafases de segundo
ciclo obtenidas en la prueba de ICH, la cual requiere

de al menos dos ciclos de proliferacién celular, para
la obtencién de los extendidos cromosdmicos.

Tomando todos los resultados en conjunto, se puede
sugerir que el dano detectado a nivel de membrana
celular, en la actividad enzimatica de succinato des-
hidrogenasa mitocondrial y en el ADN, muestran su
efecto a corto y a largo plazo en la disminucién de la
integridad celular de las células de prostata PC-3 tra-
tadas con los &cidos omega evaluados. A corto plazo,
probablemente estos &cidos omega, causan disminu-
cién de la viabilidad celular inmediatamente después
del tratamiento y, a largo plazo, afectan la capacidad
de formacién de colonias, en las células sobrevivien-
tes del tratamiento inicial.

En conclusidn, este estudio reveld que los acidos gra-
sos omega-3 EPA, DHA y omega-6 AA reducen la via-
bilidad relativa de las células tumorales de proéstata
PC-3, de manera dependiente de la dosis, ademas,
aumentan el efecto genotdxico y pueden disminuir
la capacidad de reparacion al dano y de la prolifera-
cién a largo plazo, comparados con los otros acidos
grasos omega evaluados. Para corroborar esta tltima
hipétesis, se requieren estudios mas detallados del ci-
clo celular y la induccién de apoptosis en esta linea
celular, igualmente en células no tumorales, con el fin
de dilucidar Ias potenciales diferencias entre las lineas
celulares de diferente origen (normal o neoplasica) e
intentar explicar los posibles mecanismos de accion.
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