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Resumen

Los canceres de prostata y mama son la principal causa de muerte en el mundo en
mujeres y hombres. Algunas evidencias sugieren que los acidos grasos »-3 reducen la
viabilidad de células tumorales mientras que los ®-6 producen eicosanoides pro-
inflamatorios que promueven la proliferacion, sin embargo, otros estudios han mostrado
resultados controvertidos. Por lo anterior, y con el fin de contribuir al conocimiento de los
acidos grasos omegas en lineas celulares tumorales humanas, en este estudio, se
evaluaron los efectos citotoxico, genotoxico y de proliferacion de seis acidos omegas: o-
3 a-linolénico (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA),
-6 acido linoleico (LA) y acido araquiddnico (AA) y ®-9 acido oleico (OA) en células de
préstata PC-3 y en células de mama MCF-7. Mediante MTT y Azul de Tripano se evalu6
el efecto sobre la viabilidad de las lineas celulares derivadas de tumor, la genotoxicidad
se evalud usando el ensayo cometa y los intercambios de cromatidas hermanas y el
efecto sobre la proliferacion celular se evalué por eficiencia de clonacion. Los resultados
mostraron que los acidos -3 DHA, EPA y ®-6 AA disminuyeron la viabilidad mas del
50% en las células PC-3 y MCF-7, sin embargo, ambas lineas tratadas con &cidos ®»-3
EPA y DHA (150uM) redujeron la viabilidad a 100%, mientras que el acido o-6 LA causo
reduccion de la viabilidad hasta el 15%. Mientras en las células MCF-7 y PC-3 tratadas
con AA, EPA y DHA mostraron disminucion en la proliferacién a menos del 20%, en
ambas lineas celulares, EPA causoé clastogénesis significativa (p<0,01) y en las células
PC-3, mostr6 aumento en el nimero de ICHs. En conclusion, la evaluacién in vitro de
seis acidos omegas, revelo que los -3 EPA y DHA inhiben la proliferacion de las células
tumorales de préstata y mama, ademas, causaron reduccion de la viabilidad y
aumentaron la clastogénesis en ambas lineas celulares. Adicionalmente, en las células
PC-3, se incrementaron el niumero de ICHs. Los resultados obtenidos son consistentes
con la literatura, en la cual consideran esenciales en la dieta los acidos -3, preventivos
de cancer y con potencial coadyuvante de terapia hormonal.

Palabras clave: cancer préstata, cancer mama, acidos grasos omegas, citotoxicidad,
genotoxicidad, proliferacion.
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Abstract

Prostate and breast cancer are the main causes of death worldwide. Studies suggest that
omega-3 fatty acids reduce cell viability in tumour cells, whilst omega-6 produces
proinflammatory eicosanoids that increase proliferation, nevertheless other studies show
controversial results. In order to contribute to these studies, in vitro analysis of omegas
fatty acids effects were done in human prostate and breast tumour cell lines PC-3 and
MCF-7. In this study, cytotoxic and genotoxic effects and proliferation of six omegas fatty
acids w-3 a-linolenic acid (ALA), eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA), w-6 linoleic acid (LA) and arachidonic acid (AA) and w-9 oleic acid (OA) were
evaluated in PC-3 and MCF-7 cell lines. Effect on cell viability was evaluated by MTT and
Trypan Blue, genotoxicity was evaluated by comet assay and sister chromatids

exchanges; cell proliferation was measured by cloning efficiency.

Results show that w-3 acids DHA, EPA and w-6 AA reduced viability in more than 50%
in PC-3 and MCF-7 cells, nevertheless, both cell lines treated with w-3 acids EPA y DHA
(150uM) reduced viability to 0% whilst w-6 acid LA reduced it to 15%. PC-3 and MCF-7
treated with AA, EPA and DHA decreased proliferation to less than 20%. EPA caused

significant clastogenesis (p<0.01) in both cell lines and increased SCEs in PC-3 cells.

In conclusion, in vitro evaluation of six omega acids, showed that w-3 EPA and DHA
inhibit proliferation of prostate and breast tumour cells, besides, they reduce viability and
caused clastogenesis in both PC-3 and MCF-7 cells. Results are consistent with the
literature where w-3 acids are considered essential in diet and adjunctive in cancer

therapy.

Keywords: breast and prostate cancer, citotoxicity, genotoxicity, fatty acids
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2 Introduccién

Introduccidén

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda en paises
en desarrollo. A nivel mundial, se estima que en 2008 murieron de cancer 7.6 millones de
personas y en el 2012 aument6 la mortalidad a 8.2 millones, lo que equivale al 15% del
total de las muertes en el mundo (IARC, 2012; Jemal, Bray, & Center, 2011). De otro lado,
Unicamente, los canceres de pulmén, bronquios, colon, recto, prostata y mama,
corresponden a la mitad de las muertes totales por cancer, en hombres y mujeres (Jemal
et al., 2008).

En Estados Unidos, los canceres de préstata y mama, son la segunda principal causa de
muerte después del cancer de pulmon y es el mas comun después del cancer de piel. El
cancer de préstata es el sexto cancer mas comuan en el mundo, el tercero mas comun en
hombres y el primero en Norteamérica, Europa y algunas regiones de Africa, pero es poco
frecuente en China y otros paises asiaticos (Siegel, Miller, & Jemal, 2015). En Europa, la
incidencia del cancer de prostata fue de 214 casos por cada 1000 hombres, mientras que
en Estados Unidos en 2012, fueron diagnosticados 241.740 nuevos casos de cancer de
prostata (Gronberg, 2003). En el 2016, la Sociedad Americana contra el Cancer pronostico
alrededor de 180.890 nuevos casos de cancer de préstata y aproximadamente 26.120
muertes de hombres (Siegel, Miller, & Jemal, 2016).

El cancer de prostata se asocia con la edad, lo padece el 25% de los hombres mayores de
50 afios, el 70-85% de pacientes son diagnosticados después de los 65 afios y se
diagnostica poco (0.01%) en hombres menores de 50 afios, por lo tanto, la probabilidad de
desarrollar cancer de préstata, aumenta desde 0.01% en hombres menores de 40 afios,
2,2% (1/45) en hombres de 40-55 afios hasta 13,7% (1/7) en hombres de 55-80 afios
(IARC, 2012)
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El cancer de mama corresponde al 23% del total de casos de cancer y al 14% de las
muertes en paises desarrollados (Jemal et al., 2011). En el 2016, la Sociedad Americana
contra el Cancer pronosticéd alrededor de 249.260 nuevos casos de cancer de mama y
aproximadamente 40.450 muertes de mujeres (Siegel et al., 2016). Del numero total de
casos de cancer diagnosticados en 2015, el 25% fueron de mama, de los cuales 883.000
ocurrieron en paises menos desarrollados y 794.000 en paises desarrollados. Se estima
que la prevalencia y mortalidad del cAncer de mama aumentara a 2,5 millones de nuevos
casos y hasta 800.000 muertes en el 2025 (OMS, 2016).

El cancer de mama puede presentarse en ambos sexos, pero es mas comun en mujeres,
y es la principal causa de muerte en mujeres entre los 29 y 59 afos, ya que en hombres la
incidencia es menor al 1%. El riesgo de cancer de mama también aumenta con la edad,
por ejemplo, es mas comun encontrar cancer de mama avanzado en mujeres mayores de
50 afios, mujeres que no han tenido hijos o que iniciaron ciclos menstruales antes de los

12 afos o llegaron a la menopausia después de los 55 afios (Siegel et al., 2016).

Los tratamientos usados contra los canceres asociados al estimulo hormonal, como los de
préstata y mama, no son totalmente efectivos y en la mayoria de los casos ocurre
metastasis ya que las terapias usadas con un procedimiento Unico o en combinacién con
otros farmacos, tales como la terapia en observacion, la cirugia, radioterapia, criocirugia,
terapia hormonal, quimioterapia y vacunas, dependen de la edad, la expectativa de vida,
la etapa y el grado del cancer, pueden causar mutacién en las células tumorales y generar
nuevos canceres mas agresivos (Benedict, Baker, Haroun, Choi, & Ames, 1977; Dempsey,
Seshadri, & Morley, 1985).

Lo anterior, crea la necesidad de encontrar nuevas alternativas de tratamiento, entre los
gue se consideran importantes, los productos naturales con potencialidades
antineoplasicas o citotoxicas. En este sentido, los estudios de los acidos grasos w-3 y sus
derivados eicosanoides, en la prevencion y el tratamiento del cancer han mostrado
propiedades antiinflamatorias que pueden reducir la carcinogénesis (Larsson, Kumlin,
Ingelman-sundberg, & Wolk, 2004; Schumacher et al., 2013). Una de las ventajas de estos
acidos grasos omegas, es que se pueden obtener facilmente de la dieta mediante el

consumo de pescado, cereales, aceites vegetales, entre otros. Sin embargo, los reportes



4 Introduccién

también revelan que los acidos grasos w-6 generan derivados eicosanoides
proinflamatorios y promotores de angiogénesis, importantes en la metastasis (Larsson et
al., 2004)

La mayoria de los estudios sobre al efecto de acidos grasos omegas en lineas celulares
tumorales humanas estan enfocadas en la evaluacion del potencial citotdxico y son pocos
los estudios de su efecto genotdxico sobre el ADN (clastogénesis o quiebres de cadena
sencillay doble o reparacion del dafio), no obstante, existen diversas pruebas que permiten
evaluar los efectos citotdxico, genotdxico y proliferativo de lineas celulares tumorales y no

tumorales tratadas con una sustancia de distinto origen.

Por lo anterior, se pretende ampliar el conocimiento sobre los efectos genotoxico, citotoxico
y antiproliferativo de los &cidos grasos omegas, en lineas celulares de cancer con el fin de
complementar el conocimiento sobre los potenciales usos en la prevencion o tratamiento
de cancer. Esto podria contribuir a la disminuciéon de los costos de los tratamientos
antineoplasicos, de los efectos secundarios derivados de las terapias, ademas de
incorporar consumo de los acidos grasos omegas en la dieta, con el fin de potenciar los

tratamientos.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se evaluaron el efecto citotoxico por MTT y
Azul de Tripano, el dafio gendmico mediante ensayos cometa e ICH y el efecto
antiproliferativo por eficiencia de clonacién, en lineas celulares tumorales humanas de

préstata y mama tratadas con acidos grasos o-3, ®-6 y ®-9.



1.Marco Teorico

1.1 Acidos grasos omegas (o)

Los 4cidos grasos omega (o) son de varios tipos, los o-3, ®-6 y 1os ®»-9. Los acidos grasos
-3 constituyen un grupo de &cidos grasos de cadena larga, con un grupo COOH en un
extremo llamado cabeza y un grupo metilo final en el otro extremo. A lo largo de la cadena
hidrocarbonada, se ubican un numero particular de insaturaciones, asi que ®-3
corresponde al primer doble enlace contado a partir del metilo final y el nGmero 3 al nimero
de atomos de carbono en dicha posicion, por lo cual se denominan acidos grasos

poliinsaturados (PUFAS).

Los acidos grasos -3 mas conocidos, son el &cido docosahexaenoico (DHA) vy el &cido
eicosapentanoico (EPA) y se consideran esenciales porque no son sintetizados por el
cuerpo humano pero son ingeridos en la dieta, a partir de algunas fuentes vegetales y en
ciertos pescados de mar, principalmente. Los acidos grasos -6 como LAy AA son otro
tipo de 4cidos grasos esenciales y también se adquieren a través de la dieta, sin embargo
su alto consumo se ha relacionado con un incremento en el riesgo de cancer (Gupta,
Barrow, & Puri, 2012).

Estudios in vivo en ratones y biopsias de tumor, y estudios in vitro en lineas celulares
humanas han evaluado el efecto de los acidos grasos omegas sobre el cancer. Los
estudios epidemioldgicos sugieren que las dietas ricas en acidos grasos -3 como EPA 'y
DHA reducen la incidencia de cancer (Berquin et al., 2007; Gu, Suburu, Chen, & Chen,
2013; Pardini, 2006), en cambio de los &acidos grasos -6 se derivan eicosanoides

proinflamatorios (prostaglandina E2), también promotores de angiogénesis.

Los derivados eicosanoides de los acidos grasos -3 exhiben propiedades
antiinflamatorias que reducen la sintesis de prostaglandinas proinflamatorias derivadas de

-6 y estimuladoras de la carcinogénesis (Larsson et al., 2004; Schumacher et al., 2013).
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Otros mecanismos mediante los cuales los acidos grasos -3 podrian inhibir la progresiéon
de la carcinogénesis incluyen la regulacion de la expresion génica y la transduccion de
sefales. Estos efectos se pueden ver reflejados en cambios en el metabolismo general,
crecimiento y diferenciacion celular, alteracioén en el metabolismo de estrogenos, alteracion
en la composicion de los fosfolipidos de la membrana celular y la funcién de receptores.
Ademads, algunos reportes sugieren gue el incremento o disminucion en la produccién de
radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS), generados por los acidos grasos
-3, especialmente el DHA, pueden inducir apoptosis por estos mecanismos (Larsson et
al., 2004; Shin et al., 2013).

Un estudio que incluye lineas celulares de cancer de prostata humana, PC-3 y DU-145,
tratadas con los acidos grasos -6 LA y ©-3 EPA y DHA, evidenciaron aumento en la
proliferacion de células tratadas con acido -6 LA y disminucion del 65% en la viabilidad
de las células tratadas con acido -3 , dependiente de la dosis (Rose & Connolly, 1991).
De forma similar, otros estudios relacionan los altos consumos de »-6 y la proliferacion de
tumores en un modelo de xenoinjerto murino, establecidos a partir de células LNCaP, de
adenocarcinoma de préstata humano (Wang et al., 1995).

Estudios posteriores encontraron asociacion entre la alta ingestion de acidos ®-3 ALA,
EPA, DHA, -6 LA y AA y el riesgo de padecer cancer de préstata avanzado, pero el
consumo Unicamente de o-3 EPA y DHA podrian reducir el riesgo, mientras que los ®-6
LA y AA no mostraron relacion con este riesgo del cancer prostatico (Leitzmann et al.,
2004). Estudios similares evidenciaron el efecto de acidos grasos -3 DHA y EPA y ©-6
AA en células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7; estos resultados indican que el
®-3 DHA inhibe la migracion de células de la metéstasis 6sea derivada de cancer de mama
(Rahman et al, 2013).

Diversos estudios demuestran también que los &cidos grasos o-3 mejoran o aumentan la
sensibilidad de diferentes células de cancer a las terapias convencionales, incrementando
la muerte de células tumorales in vitro tratadas con quimioterapias mediante varios
mecanismos, entre ellos, la alteraciéon de la composicion de la membrana plasmatica, la

modulacion de genes involucrados en diferentes vias de sefializacion, el bloqueo de
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receptores de crecimiento, la alteracion de las proteinas apoptoticas y el incremento del
estrés oxidativo, debido a que los »-3 son altamente susceptibles a lipoperoxidacion (Abdi,
Garssen, Faber, & Redegeld, 2014; Biondo, Brindley, Sawyer, & Field, 2008; Corsetto et
al., 2011; Eliseo & Velotti, 2016)

Algunos antineoplasicos utilizados en combinacién con los acidos grasos omegas, son
bortezomib para mieloma mdultiple, doxorrubicina para cancer de préstata y docetaxel en
cancer de mama, los cuales potencian su efecto cuando se suministran en conjunto con
acidos grasos -3 (Abdi et al., 2014; Eliseo & Velotti, 2016). Sin embargo, se ha
evidenciado efecto inhibitorio, cuando se combinan estos acidos grasos con tamoxifen en

el tratamiento de cancer de mama (Corsetto et al., 2011).

Las evidencias experimentales demuestran que los efectos de los acidos grasos omegas
en combinacion con medicamentos utilizados para tratar un tumor son muy variables y
dependen del mecanismo de accion de cada farmaco, de la respuesta de la célula tumoral
a los diferentes acidos grasos por las mutaciones presentes, de la composicién de la
membrana, la alteracién en los receptores, entre otros. También, se ha descrito que
muchas células tumorales pueden desarrollar resistencia a diferentes farmacos utilizados
para su tratamiento (Abdi et al., 2014). Por tal razon, el analisis del efecto de un
medicamento sobre una linea celular sea bastante especifico y no pueda generalizarse a

un mismo grupo de tumores con caracteristicas similares.

1.2 Lineas celulares tumorales humanas para ensayos in vitro.

Las células individuales pueden ser aisladas directamente del tejido y disgregadas por
medios enzimaticos 0 mecanicos para realizar cultivos in vitro o pueden ser derivadas de
una linea celular que ha sido establecida (Freshney, 2005). Las lineas celulares son
establecidas a partir de cualquier tipo de tejido tumoral o no tumoral, por esa razén, el uso
de cultivos in vitro y de lineas celulares tumorales humanas tienen muchas aplicaciones,
una de las mas importantes en cancer, es caracterizar el comportamiento de células
tumorales in vitro y la evaluacion de drogas o herramientas genéticas para combatir la

agresividad tumoral. Otras aplicaciones de los cultivos in vitro y las lineas celulares
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derivadas de tumor, son el desarrollo de vacunas, estudios de ciclo celular, del potencial
mutagénico, carcinogénico y teratogénico de un agente fisico, quimico o biol6gico, entre
otros (Freshney, 2005).

En este trabajo, se utilizaron las lineas celulares humanas de cancer de préstata PC-3 y
de mama MCF-7 para evaluar los efectos citotdxico, genotédxico y de proliferacion de seis
acidos grasos omegas, de gran uso en dietas no occidentales y con potencial adyuvante
en tratamientos antineoplasicos. La linea celular humana PC-3 es epitelial, adherente,
derivada de metastasis 6sea de adenocarcinoma de préstata grado IV de un vardén
caucasico de 62 afos, p53 se encuentra mutada y es andrégeno receptor negativo. La
linea celular MCF-7 es epitelial, adherente, obtenida de metastasis derivada de
adenocarcinoma mamario de una mujer caucasica de 69 afios, p53 no esta mutada en

esta linea celular y es positiva para receptor estrogénico (ATCC, 2016).

Diversos estudios han evaluado la selectividad de los acidos grasos omegas en lineas
celulares tumorales y no tumorales, sugiriendo que, los acidos w-3 no afectan la viabilidad
de células normales o el efecto citotoxico es muy bajo. Una explicacion muy aceptada y
basadas en evidencias, es que las células tumorales son deficientes en acidos grasos
poliinsaturados w-3 como EPA y DHA y w-6 como el AA comparadas con las células
normales, debido a la baja actividad de las desaturasas, involucradas en la conversion de
dichos acidos. Esta deficiencia sensibiliza a las células tumorales a incorporar dichos
acidos en su membrana (Abdi et al., 2014; Eliseo & Velotti, 2016) y por tanto, las vuelve

mas susceptible al tratamiento antitumoral.

Sin embargo, el efecto sobre células normales también es variable, algunos estudios
revelan que los acidos grasos omegas, no afectan células sanas de préstata PrecC,
mientras que otros reportes indican que, estos acidos pueden causar efecto similar en
células de cancer de préstata PC-3 y en células epiteliales normales de préstata RWPE-1
(Eliseo & Velotti, 2016; Meng et al., 2013). Estas diferencias reflejan las composiciones de
membrana y lo diferentes mecanismos de respuesta en distintas células provenientes del

mismo tejido. Teniendo en cuenta estos hallazgos, este trabajo sélo evalu6 dos lineas
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tumorales cancer de mama y prostata tratadas con acidos grasos w-3, w-6 y w-9 teniendo

en cuenta las caracteristicas especificas de cada linea.

En el nlcleo, de las células humanas, la cromatina esta conformada por ADN, proteinas
histénicas y no histénicas, y ademas, puede sufrir diferentes grados de condensacion
dependiendo de la fase del ciclo celular en la cual se encuentre la célula. En la Mitosis, se
pueden obtener metafases coloreadas con tincion diferencial y visualizar a través del
mciroscopio, las regiones menos condensadas del cromosoma que corresponden a la
eucromatina (de replicaciébn temprana y transcripcionalmente activas) mientras que la
heterocromatina (transcripcionalmente inactiva y de replicacion tardia) es altamente
condensada. La heterocromatina facultativa es inactiva o activa dependiendo de la fase
del ciclo celular y la heterocromatina constitutiva es generalmente inactiva y con
secuencias de ADN altamente repetidas. Esta composicion quimica de la cromatina,
permite que al aplicar el pulso terminal de 5 -2-bromodeoxiuridina (BrdU) se distingan
entre regiones de replicacion temprana o tardia detectadas a través de la coloracién
diferencial del bandeo R-replicativo (Camargo & Cervenka, 1980) .

En este trabajo, también se utilizé el bandeo R-replicativo (Camargo y Cervenka, 1980)
para identificar la presencia de los cromosomas sexuales X y Y, ademas, caracterizar el
origen de las lineas: de un hombre (linea de cancer de préstata PC-3) y de una mujer
caucasicos (linea tumoral de mama MCF-7). El bandeo R-replicativo también permite
evaluar la cronologia de la replicacion de los cromosomas mediante la aplicacién de un
pulso terminal de BrdU, dependiendo de la duracién del ciclo celular de cada linea celular.
El pulso terminal de BrdU busca marcar las células que transitan por la fase S del ciclo
celular desde el momento de la aplicacién del pulso (Camargo & Cervenka, 1980) e

identificar cromosomas marcadores de una linea celular especifica.

1.3 Pruebas de viabilidad, genotoxicidad y proliferacion

Se utilizaron los ensayos MTT y Azul de Tripano para evaluar el efecto de los acidos grasos

omegas en las lineas celulares de prostata y mama. De igual manera se utilizaron las
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pruebas de electroforesis alcalina en gel de células individuales (ensayo cometa) y del
namero de ICHs para determinar el potencial dafio clastogénico de los &cidos grasos
omegas en las dos lineas celulares. Ademas se us6 la prueba de eficiencia de clonacién

para evaluar el efecto de los &cidos en las dos lineas celulares tumorales humanas.

1.3.1 Pruebas de MTT y Azul de Tripano

Los ensayos in vitro de viabilidad permiten cuantificar el dafio provocado por una sustancia
en estudio como los nuevos farmacos, cosméticos, aditivos alimentarios y otros, deben ser
evaluados con pruebas de citotoxicidad antes de ser liberados para su uso. Estos ensayos
se utilizan para medir la proporcion de células viables después de un tratamiento fisico o
guimico y se basan en: a) evaluar a corto plazo la integridad de la membrana por la
absorcion de un colorante normalmente impermeable para la célula (Azul de Tripano)
(Freshney, 2005) y b) metabolismo celular por ensayo colorimétrico MTT basado en la
reduccion de una sal de tetrazolio (color amarillo) a formazan (cristales violeta) (Mosmann,
1983; Riss et al., 2013). Las pruebas de largo plazo como las de eficiencia de clonacion se
utilizan para demostrar la supervivencia de la célula a la toxicidad de un compuesto. La
supervivencia puede ser reversible e implica la retencién de la capacidad regenerativa y
se demuestra la capacidad proliferativa de la célula durante varias generaciones o la

capacidad que tiene una célula individual de formar colonias (Freshney, 2005).

1.3.2 Electroforesis alcalina en gel de células individuales (ensayo

cometa) e intercambio de crométidas hermanas (ICHSs)

La electroforesis alcalina en gel de células individuales (ensayo cometa) e ICHs son
ensayos de gran sensibilidad para evaluar potenciales genotoxicos. El ensayo cometa fue
descrito por primera vez en 1984 y actualmente es utilizado en toxicologia genética,
ecotoxicologia y reparacion del ADN en una amplia variedad de células tumorales. Este
ensayo permite evaluar el dafio a nivel de cadena sencilla y doble del ADN y solo requiere
un pequefio numero de células por muestra (Liao, McNutt, & Zhu, 2009; Silbergeld,

Holmberg, Hogberg, Trump, & Misra, 2001)
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La prueba del numero de ICHs permite observar y medir el intercambio reciproco de ADN
entre cromatidas hermanas inducido por agentes carcinogénicos y mutagénicos, mediante
la obtencion de cromosomas cuyas cromatidas han incorporado BrdU en vez de la base
nitrogenada timina en un cultivo in vitro de una linea celular, y permite medir la capacidad
de reparacion del ADN, ya que el aumento en la frecuencia de ICH, se ha encontrado
altamente relacionado con la predisposicion y desarrollo de neoplasias (Bradley, Hsu, &
Harris, 1979).






2. Metodologia

En todas las pruebas de viabilidad, ensayo cometa y eficiencia de clonacién, se realizaron
los siguientes controles: control negativo (células no tratadas), control solvente (etanol

1,5%) y control positivo (células tratadas con Peroxido de Hidrégeno (H20.. 300uM).
2.1 Cultivos celulares

En los experimentos, se utilizaron cultivos en fase exponencial y libres de contaminacion
de lineas celulares de cancer de prostata (PC-3, ATTC®, CRL-1435™) y mama (MCF-7,
ATTC®, HTB™), Las células de ambas lineas fueron cultivadas en frascos T-25 en medio
DMEM (Sigma) suplementado con suero bovino fetal (Eurobio) al 5% y penicilina 200U/mL,
estreptomicina 100ug/mL e incubadas en atmoésfera humeda a 37°C y 5% CO.. En el
subcultivo, el medio se retirg, las células se lavaron con medio simple y se desprendieron
con 1mL de Tripsina-EDTA 1X (Sigma) durante un minuto, luego, se adicion6 medio
completo hasta 2 mL.

2.1.1 Preparacion de acidos grasos omegas

Los acidos grasos -3 ALA, EPA, DHA, -6 LA, AAy ®-9 OA (Sigma) fueron disueltos en
Etanol para analisis (99.9% pureza) para preparar soluciones stock de 10mM. Luego para
obtener soluciones de trabajo a concentraciones finales de 1500uM, 1000uM, 500uM y
250uM fueron disueltos en PBS para evaluar concentraciones finales de 25uM, 50uM,
100uM y 150uM de los seis acidos grasos. Dichas concentraciones fueron elegidas
basados en experimentos previos con concentraciones menores, los cuales no revelaron

resultados promisorios y/o estadisticamente significativos (datos no mostrados).
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2.2 Determinacion del numero modal y cromosomas

marcadores por bandeo R-Replicativo

El protocolo empleado se basé6 en el reportado por (Camargo & Cervenka, 1980) con
algunas modificaciones. A cultivos en fase exponencial de ambas lineas celulares de
prostata y mama, se les adicioné 100uL de BrdU (3mg/mL, Sigma), se incubaron a 37°C
durante 11 horas. Una hora antes de la cosecha, se les adicion6 50uL de Colcemid (0.1%,
Sigma), luego, las células desprendidas fueron tratadas con una mezcla (2:1) de
soluciones hipoténicas de Citrato de Sodio (0.7%) y KCI (0.075M) durante 15 minutos y
posteriormente, fueron fijadas con metanol y 4cido acético glacial (3:1). Las células fijadas
fueron lavadas tres veces y posteriormente goteadas en cubreobjetos limpios y
almacenados a 4°C. Para el bandeo de los cromosomas se utilizo la tincion diferencial, las
placas fueron sumergidas en solucion bis-Benzidimide (Hoechst 33258, 0.5mg/ml, Sigma)
durante 5 minutos y sometidas a fotélisis en solucién 2xSSC por 40 minutos a 45°C. Luego,
los cromosomas fueron coloreados con solucién Giemsa (4%) durante 1,45 minutos y
evaluada la calidad de la coloracion al microscopio de luz. Para la determinacion del
ndmero modal y la determinacion de los cromosomas marcadores, se contaron 80

metafases en cada linea celular.

2.3 Pruebas de citotoxicidad

2.3.1 Ensayo MTT

El protocolo empleado para evaluar la viabilidad celular de las lineas celulares de préstata
y mama se baso en el reportado por Mosmann (1983) con algunas modificaciones. Las
lineas celulares fueron sembradas en platos de 96 a una densidad celular de 5,5x10°
células/pozo (MCF-7) y 5x10° células/pozo (PC-3) suplementadas con 5% de SBF tratadas
durante 48 horas con las concentraciones finales de 25uM, 50uM, 100uM y 150uM de los
seis acidos grasos, e incubadas a 37°C en atmésfera humeda y 5% de CO.. Luego de este
tiempo, a cada pozo, se le adicion6 10uL de MTT (5mg/mL), se incubaron en la oscuridad

durante 3 horas y posteriormente se les adicioné 100uL de isopropanol acido (Tritén 10%,
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HCI 37% fumeante) y se agité durante 1 hora. Las absorbancias fueron leidas a 570nm
en Multiskan FC Microplate Photometer—ThermoScientific y la viabilidad celular en
porcentaje fue calculada comparando cada absorbancia de los tratamientos (menos la
absorbancia de un control blanco) con las células no tratadas. Ademas, se realizaron los
controles negativo (células sin tratamiento), blanco (medio sin células), solvente (etanol
1,5%) y control positivo (H.0» 300uM). Los experimentos se realizaron en tres réplicas de
cada tratamiento en cada plato y por triplicado, ademas, el andlisis estadistico se basé en
la comparacion de los promedios de viabilidad para los tratamientos y el control no tratado,
con p<0,01 utilizando el software R.

2.3.2 Ensayo de exclusion de Azul de Tripano

Los experimentos fueron realizados por triplicado usando el protocolo reportado por
Strober (2001). Las células PC-3 y MCF-7 se sembraron a una densidad de 5x10*
células/pozo en platos de 24 en 1mL de medio con 5% de SBF. Luego de 24 horas, las
células fueron tratadas 48 horas con concentraciones finales de 25uM, 50uM, 100uM vy
150uM de los seis acidos grasos y después la suspension celular fue recolectada en tubos
conicos. A 10uL de estas células, se les adicion6 10uL de Azul de Tripano (0.4%) y 10uL
de esta suspension fueron contadas en 5 campos de la Cadmara de Neubauer. El conteo
celular permitié discriminar entre células vivas (incoloras) y muertas (azules) y luego
calcular la viabilidad mediante la ecuacién (2-1). En esta prueba se realizaron controles

negativo (células sin tratamiento), solvente (etanol 1,5%) y control positivo (H202 300uM).

El analisis estadistico se realizé con la comparacion de los promedios de viabilidad para

los tratamientos y para el control no tratado, con p<0,01 utilizando el software R.

% Viabilidad = Células vivas 100 91
oviabiiaaa = Total de células x ( )
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2.4 Pruebas de genotoxicidad

Las pruebas de ensayo cometa e ICHs fueron realizadas con las concentraciones de los
resultados obtenidos en la prueba de Azul de Tripano, con las cuales se redujo la viabilidad
celular en 50% o menos. En el ensayo cometa se evaluaron los seis acidos asi: los acidos
grasos o-3 ALAy »-9 OA a 150uM, -3 EPA Y ©-6 AA a 50uM en ambas lineas celulares,
mientras que -3 DHA fue evaluado a 100uM en PC-3 y 50uM en MCF-7 y -6 LA fue
evaluado a 50uM en PC-3y 100uM en MCF-7. La prueba de ICHs fue realizada Unicamente
con tres 4cidos o-3 EPA, DHA y -6 AA a 50uM.

2.4.1 Ensayo cometa

Los experimentos se realizaron por triplicados y el protocolo realizado se basé en el
reportado por (Singh et al, 1988) con algunas modificaciones. Las células PC-3 y MCF-7
se sembraron a una densidad de 5x10* células/pozo en platos de 24, en 1mL de medio
completo y se incubaron 24 horas. Luego, las células fueron tratadas por 48 horas con las
diferentes concentraciones de los acidos grasos omegas y después, las células fueron
recolectadas en tubos conicos, centrifugadas a 1000g y luego contadas.
Aproximadamente, 4x10* células fueron mezcladas con agarosa de bajo punto de fusién y
colocadas en cubreobjetos previamente preparado con agarosa de punto de fusién normal.
Posteriormente, las placas fueron incubadas a 4°C durante 24 horas a lisis y corridas en
electroforesis alcalina por 25 minutos a 25 V y 300 mA. Los nulcleos obtenidos después de
la electroforesis, fueron coloreados con Bromuro de Etidio (0.01mg/mL) y observados en
microscopio de fluorescencia. Se realizaron controles negativo (células sin tratamiento),
solvente (etanol 1,5%) y control positivo (H.0,,300uM). En cada tratamiento, se evaluaron
y tomaron fotografias de 50 nulcleos, se analizaron con el software Casp-Lab, ademas, el
andlisis estadistico se basé en la comparacion de los promedios del porcentaje (%) de
ADN encontrado en cola en cada tratamiento y en el control no tratado, con p<0,01

utilizando el software R.
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2.4.2 Intercambio de croméatidas hermanas (ICHSs)

El protocolo realizado fue el reportado por Perry and Wolff (1974) con algunas
modificaciones. Las células en fase exponencial de cancer de préstata y mama fueron
subcultivadas y a las 24 horas se les adicion6 100uL de BrdU (2mg/mL) (SIGMA) y se
incubaron a 37°C durante 48 horas (PC-3) 6 72 horas (MCF-7). Luego, las células se
trataron con 50uM de los &cidos grasos ®-3 EPA y DHA 6 ®-6 AA durante 24 horas
adicionales. Una hora antes del procesamiento, a cada cultivo se le adicioné 50uL de
Colcemid (0.1%, Invitrogen), luego, las células fueron incubadas a 37°C durante 15
minutos con una mezcla (2:1) de soluciones hipoténicas de Citrato de Sodio (0.7%) y KCI
(0.075M) vy fijadas con metanol-acido acético glacial (3:1). Posteriormente, las células
fueron lavadas dos veces, goteadas y guardadas en oscuridad durante 3 dias.
Brevemente, la coloracién diferencial de las preparaciones cromosémicas se realizo
sumergiéndolas durante 10 minutos en solucion de bis-Benzidimide (Hoechst 33258,
0.5mg/ml Sigma) y luego, fueron sometidas a fotolisis a 45°C en solucién 2xSSC por 25
minutos. Luego, se colored con solucién de Giemsa (4% Sigma) durante 4 minutos (Perry
and Wolff, 1974). Finalmente, se conté el indice mitético (IM) y se clasificaron las
metafases en primer ciclo (M:) y de segundo ciclo (M2) y se contaron el numero de ICHs

en las metafases M; en la linea celular PC-3.

2.5 Evaluacion de proliferacion por eficiencia de
clonacion.

El protocolo empleado fue basado en el reportado por Freshney (2005) con algunas
modificaciones. Las células PC-3 y MCF-7 se sembraron en platos de 24 a una densidad
de 4,5x10* células/pozo en 1mL de medio completo, luego, las células fueron tratadas 24
horas con las diferentes concentraciones de los seis acidos grasos omegas (o-3 ALA Y o-
9 OA (150uM) en ambas lineas; w-3 EPAy ®-6 AA (50uM) en ambas lineas; o-3 DHA
(100uM) en PC-3 y 50uM en MCF-7) y o-6 LA (50uM) en PC-3 y 100uM en MCF-7)
incubadas durante 48 horas a 37°C y 5% de CO,. Ademas, se realizaron los controles

negativo (células sin tratamiento), solvente (etanol 1,5%) y control positivo (H-O2, 300uM).
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Después del tratamiento, las células se contaron y sembraron en platos de 6 a una
densidad de 200-300 células/pozo/2.5mL de medio completo durante 10 dias de
incubacién. Luego, se retiré el medio y las colonias fueron fijadas con 500uL de metanol:
acido acético (3:1) durante 5 minutos, se descarté el fijador, se secaron por 30 minutos y
se colorearon con Giemsa (5%, Sigma) por 10 minutos. Por dltimo, las colonias se
cuantificaron y se calculd la Eficiencia de Clonacion Relativa (ECR) y Eficiencia de
Clonacion Absoluta (ECA) mediante las ecuaciones (2-2) y (2-3). Los experimentos se
realizaron por triplicado y el analisis estadistico se basé en la comparacion de los
promedios de las colonias contadas en los tratamientos y el control no tratado con p<0,01

utilizando el software R.

ECR (%) = Numero de colonias tratadas 100 5_3
(%) = Numero de colonias no tratadas x ( )

ECA (%) = Numero de colonias contadas 100 9_3
(%) = Numero de células sembradas x ( )

2.6 Analisis Estadistico

Los resultados de todos los ensayos fueron analizados por analisis de varianzas y pruebas
de comparaciones mdltiples con el test de Tukey con p<0,01 mediante el software R.
Ademas con este software se obtuvieron los intervalos de confianza para los valores ICso

mediante regresion lineal.
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3. Resultados

3.1 Niumero modal y cromosomas marcadores de las

células PC-3 y MCF-7 por bandeo R-replicativo.
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Figura 3- 1 Nimero de cromosomas por metafase de lineas celulares A) PC-3y B) MCF-7

En la linea celular PC-3, se contaron de 58 a 140 cromosomas en cada metafase, en un
total de 80 células y se determind 63 como el nimero modal de esta linea celular, similar
a 62 cromosomas reportados (ATCC, 2016). Por otro lado, en la linea celular MCF-7, se
contaron de 50 a 126 cromosomas en cada metafase en un total de 70 células y se
determiné un nimero modal de 72, muy diferente a los 82 cromosomas reportados (ATCC,
2016). Los resultados indican que la linea celular MCF-7 es mas variable en el nimero
cromosémico, el cual es muy distinto al rango de 66 a 87 cromosomas por metafase,
reportado por la ATTC. Este dato, indica que la linea celular MCF-7 es muy inestable
cromosOmicamente ya que presenta numeros cromosomicos hipertriploides e
hipotetraploides comparados con la linea celular original. Estas diferencias podrian
deberse al incremento en el nimero de pases, producto de los subcultivos y a la
acumulacion de mutaciones de varias generaciones reflejados en los extendidos

cromosoémicos.
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Figura 3- 2 Cromosomas metafasicos de (A) células PC-3 y (B) células MCF-7 con
bandas R-replicativas. Las flechas sefialan algunos cromosomas marcadores.

El bandeo R-replicativo permite identificar facilmente los cromosomas sexuales debido a
gue los cromosomas X inactivo y Y son ricos en heterocromatina, se duplican en la
segunda mitad de la fase S del ciclo celular e incorporan BrdU, por lo tanto, su coloracion
diferencial, es mas clara. Los resultados indican que la linea celular PC-3 no posee
cromosoma Y, consistente con los reportes de la ATCC (2016) y ademas, que la linea
celular MCF-7 no exhibe cromosomas X inactivos como lo reportd Barrera et al (2015),
pero si se visualizan algunos cromosomas largos marcadores, tales como, un cromosoma
sub-metacéntrico para células PC-3 y varios cromosomas acrocéntricos y submetacéntrico

para células MCF-7.

3.2 Pruebas de Citotoxicidad.

3.2.1 Ensayo MTT.

Los resultados de la prueba MTT realizada en las lineas celulares de prostata (PC-3) y de

mama (MCF-7) se muestran en la Figura 3-3:
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Figura 3-3 Efecto sobre la viabilidad celular mediante MTT de acidos grasos -3 (ALA, EPA
y DHA) 0-6 (LA, AA) y ®-9 (OA) con concentraciones 25uM, 50uM, 100uM y 150uM durante 48
horas. (A) Linea celular PC-3. (B) Linea celular MCF-7. Los datos se muestran como la media
+ S.E. La significancia estadistica se muestra como *p<0.01 comparado con el control no
tratado (C-). Se realizé C+ de células tratadas con H,0, (300 uM).

Los datos obtenidos en todos los experimentos de MTT, fueron comparados, ademas del
control blanco (sin células) y el control no tratado, con los controles solvente y control
positivo con Perdxido de Hidrégeno (300uM) en ambas lineas celulares. Con este ultimo

control, las viabilidades fueron del 0%.
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Los resultados obtenidos con el ensayo MTT de los acidos »-3 EPA y DHA mostraron
efecto significativo dependiente de la dosis, en la viabilidad de las lineas celulares de
cancer de prostata PC-3 y de mama MCF-7. La mayor concentracién (150uM) de los acidos
grasos -3 EPA y DHA disminuy6 a menos del 30%, la viabilidad de ambas lineas
celulares, mientras que, el otro acido o-3 ALA mostré efecto ligeramente significativo en
las células PC-3, sin embargo, el efecto no fue significativo en las células MCF-7 (Figura
3-3A).

Estos resultados podrian explicarse con evidencias de otros reportes en los que se sugiere
gue los acidos ®-3 EPA y DHA podrian inducir autofagia, apoptosis, produccion de ROS
mitocondrial e inhibir la migraciéon en lineas de cancer de préstata PC-3, DU145 y LNCaP
y en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Cavazos et al, 2013; MacLean et
al., 2006; Merendino et al., 2013; Rahman et al., 2013; Shin et al., 2013; Stephenson et al.,
2013).

En los experimentos con MTT, el 4cido -6 LA mostré reduccién aproximada al 50%, de la
viabilidad en ambas lineas celulares. Esta disminucion fue mayor que la de -3 ALA, pero
mucho menor que la de los otros ®-3 EPA y DHA. De la misma manera, en la linea celular
MCF-7, el acido o-6 AA (150uM) también disminuyé significativamente la viabilidad a
menos del 15%. Lo anterior, podria explicarse teniendo en cuenta que se ha reportado que
las concentraciones altas de w-6 AA, podrian estimular la produccion de la lipoxina As,
potente antiinflamatorio, inductor de vias de sefalizacién relacionadas con apoptosis
(Meng et al., 2013). El acido »-9 OA no causé efecto significativo sobre la viabilidad de
ambas lineas celulares, pero la concentracién 100uM del ®-9 OA causo leve efecto, muy

cercano al control no tratado (Figura 3-3B).

El andlisis de regresion de los datos obtenidos con MTT, con el cual se calcularon los
valores de ICso obtenidos de los intervalos de confianza de los seis acidos grasos omegas
evaluados, revelan el mismo efecto de los &cidos ®-3 EPA y DHA sobre el metabolismo
celular de ambas lineas celulares de cancer de préstata y de mama, evaluadas. De la
misma manera, el ICso obtenido, permitié evidenciar mayor sensibilidad de la linea celular
de cancer de mama MCF-7 al tratamiento con »-6 AA, comparada con la linea celular de
cancer de prostata PC-3 (Tabla 3-1).
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Tabla 3- 1 Concentracion inhibitoria media ICso calculada de los ensayos de MTT de los
diferentes 4cidos grasos w en las lineas celulares de cancer préstata PC-3 y de mama
MCF-7.

Acidos PC-3 MCF-7
grasos | Intervalos de confianza | ICso (UM) | Intervalos de confianza | ICso (M)
-3 ALA | (158,3-266,01)** >150* (168,76-852,41)** >150*
-3 EPA | (90,95-116,47)** 103,71 (67,19-137,51)** 107,35
-3 DHA | (92,51-99,79)** 96,15 (61,31-127,67)** 94,49
-6 LA (111,06-200,84)** >150* (106,84-190,76)** 148,8
-6 AA (88,57-180,74)** 136,66 (56,73-129,26)** 97,99
-9 OA NA >150* NA >150*

*Se asume ICso >150uM para los 4cidos -3 ALA, o-6 LA y ®-9 OA. **Intervalo de confianza 95%
obtenido mediante regresién lineal.
NA: No aplica

Los valores de viabilidad obtenidos con los tratamientos con -3 ALA, ®-6 LAy ®-9 OA
durante 48h, arrojan viabilidades mayores al 50%, lo cual sugiere que la ICso es >150 (uM)
(Tabla 3-1). Para el célculo de los intervalos correspondientes a estos tratamientos, se
asume que el comportamiento de los datos en concentraciones superiores sera similar al
presentado en el rango de datos observados. Las viabilidades obtenidas con OA se
mantienen cercanas al 90%, lo cual sugiere que con éste acido no se alcanzara una

concentracion inhibitoria media, y por lo tanto un intervalo para este valor no es aplicable.

3.2.2 Ensayo de exclusion de Azul de Tripano

En todos los experimentos de Azul de Tripano, ademas del control control no tratado,
control solvente, se realizé un control positivo con Peréxido de Hidrogeno (300uM) en
ambas lineas celulares cuyas viabilidades fueron 0%, similar a lo encontrado con MTT. Los

resultados de viabilidad obtenidos con Azul de Tripano, se muestran en la Figura 3-4.

Los datos muestran que los &cidos o-3 EPA y DHA (150uM) disminuyeron diferencialmente
y de manera muy significativa, la viabilidad de las dos lineas celulares. Mientras el acido
®-3 EPA causé muerte a la poblacion total de las células PC-3 (Figura 3-4A), el mismo

efecto fue ocasionado por -3 DHA en todas las células MCF-7 (Figura 3-4 B).
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El efecto citotéxico diferencial de cada acido -3 (EPA y DHA) con preferencia a cada
linea celular (PC-3 y MCF-7) respectivamente, fue distinto a los resultados obtenidos con
MTT, posiblemente porque a pesar de que ambas pruebas evallan la viabilidad celular,
cada una de ellas valora diferentes mecanismos (Figura 3-4 Ay B).
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Figura 3- 4 Efecto sobre la viabilidad celular mediante Azul de Tripano de &cidos grasos -3
(ALA, EPA Yy DHA) »-6 (LA, AA) y -9 (OA) con concentraciones 25uM, 50pM, 100puM y 150pM
durante 48 horas. (A) Linea celular PC-3. (B) Linea celular MCF-7. Los datos se muestran
como la media + S.E. La significancia estadistica se muestra como *p<0.01 comparados
contra el control no tratado (C-). Se realizé C+ de células tratadas con H>O (300 uM).
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El Azul de Tripano evalua la integridad de la membrana celular, por tanto, el efecto
diferencial observado podria indicar que los &cidos grasos o-3 EPA y DHA pueden afectar
mas la membrana que el metabolismo celular, el cual es evaluado por MTT. Estos
hallazgos, estan de acuerdo con reportes previos sobre los mecanismos de accion de los
acidos -3 (Fasano et al., 2012; Serini, et al, 2011; Shin et al., 2013). Similar a los datos
de MTT, el efecto de »-3 ALA fue poco significativo comparado con los otros acidos grasos
®-3 EPAy DHA.

De otro lado, la evaluacion con Azul de Tripano de los acidos w-6 AA y LA mostré
reduccioén significativa de la viabilidad de ambas lineas celulares. El acido -6 AA redujo
totalmente la viabilidad, mientras que el ®-6 LA s6lo la disminuy6 cerca al 15%. Esta
disminucion por o-6 AA podria sugerir que los acidos w-6 también afectan principalmente
la membrana plasmatica y son contradictorios con otros reportes que han asociado el alto
riesgo de incidencia de cancer (promocion de la proliferacion celular) con alto consumo de
estos acidos w-6. No obstante, los resultados de este estudio, podrian sugerir que los
acidos »-6 podrian ser inhibidores competitivos de los acidos -3 y abolir su efecto anti-
cancer, lo cual estaria de acuerdo con los reportes de Alvarez & Casellas (2011); Rose &
Connolly (1991); Simopoulos (2002). De otro lado, el -9 OA no mostré efecto significativo

con esta prueba.

El andlisis de regresion de los datos del Azul de Tripano, reveld los valores de ICso
obtenidos a partir de los intervalos de confianza (Tabla 3-2) y evidencia el efecto diferencial
de los acidos grasos w-3 DHA y w-6 LA a nivel de membrana plasmatica en ambas lineas
celulares, mostrando que las células MCF-7 son mas sensibles al tratamiento con w-6 LA,
mientras que, las células PC-3 son mas afectadas por el tratamiento con w-3 DHA. Por
otro lado, los &cidos grasos w-3 EPA y w-6 AA causan efectos similares sobre la viabilidad

en ambas lineas celulares derivadas de prostata y mama.
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Tabla 3- 2 Concentracion inhibitoria media ICso calculada de la prueba de Azul de tripano
las lineas celulares de prostata (PC-3) y mama (MCF-7) tratadas con los seis acidos grasos

w evaluados.
Acidos PC-3 MCF-7
grasos Intervalos de confianza | ICso (uM) | Intervalos de confianza | [Cso (M)
-3 ALA (164,84-302,39)** >150* (132,07-544,04)** >150*
o-3 EPA (66,56-93,34)** 79,95 (71,19-100,50)** 85,85
-3 DHA (67,81-124,77)** 91,29 (46,32-92,14)** 69,23
-6 LA (63,93-93,49)** 78,71 (73,52-109,10)** 91,31
-6 AA (46,51-93,85)** 70,18 (47,18-85,52)** 66,35
-9 OA NA >150* NA >150*

*Se asume ICsp >150uM para los acidos »-3 ALA y ®-9 OA. **Intervalo de confianza 95%
obtenido mediante regresion lineal.
NA: no aplica

Los valores de viabilidad, mayores a 50%, obtenidos con los tratamientos de -3 ALAYy
®-9 OA sugieren que la ICsg es >150uM, por lo cual se tomé 150uM como referencia en
los siguientes experimentos. Las viabilidades obtenidas en los tratamientos con OA se
mantienen cercanas y/o superiores al 90%, lo cual sugiere que con éste acido no se
alcanzara una concentracion inhibitoria media, por lo tanto, un intervalo para este valor no

es aplicable.

3.2.3 Efecto sobre la morfologia celular

En la Figura 3-5 se ilustran los cambios morfologicos observados en las lineas celulares
de prostata (PC-3) y mama (MCF-7) tratadas con los acidos grasos w-3, w-6, w-9
evaluados. Las imagenes presentadas son fotografias representativas de la morfologia
celular obtenida mediante las pruebas de MTT y Azul de Tripano, pues aunque las lecturas
de absorbancia y viabilidad variaban, los resultados morfolégicos eran iguales en ambas
pruebas. No obstante, las imagenes correspondientes al control positivo con Perdxido de
Hidrégeno (300uM) no se presentan en el trabajo, debido a que la poblacién celular tratada
a las 24h después de la siembra, igual que los demas tratamientos, mostré cambios muy
significativos en la morfologia celular, tamafio, y desprendimiento del sustrato, lo cual

genero detritus en suspension, dificiles de fotografiar.
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Figura 3- 5. Imagenes representativas de morfologia en cultivo (A) Células PC-3 y (B)
Células MCF-7 tratadas con acidos grasos w-3 (ALA, EPA y DHA), w-6 (LA, AA) y w-9

(OA).
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De manera general, en las fotografias de las lineas celulares de prostata (PC-3, Figura 3-
5A) y de mama (MCF-7, Figura 3-5B) se visualiza la inhibicion del crecimiento ocasionado
por los acidos w-3 EPAy DHA y w-6 AAy LA comparados con el control no tratado. Esta
inhibicién, se ve reflejada en el nimero de células visibles y en el cambio de la morfologia
celular, tales como, células redondeadas, granulosas y en algunos casos de menor
tamano, después del tratamiento con 150uM de los acidos grasos w-3 EPA, DHA y w-6
AA. El efecto de los acidos grasos w-3 ALA y w-9 OA no fue significativo en ambas lineas

celulares (Figura 3-5).

Especificamente, en las fotografias de las células MCF-7 se observa fuerte inhibicién del
crecimiento con los acidos grasos o-3 (ALA, EPA y DHA) pero ningun efecto con los acidos
®-6 (AA, LA) y ©-9 OA comparadas con el control no tratado. Las células MCF-7 tratadas
con 100uM y 150uM de w-3 EPA, DHA y ®-6 AA exhiben rasgos muy particulares, tales
como, forma redondeada, textura granulosa y en algunos casos, menor tamafio. De otro
lado, con 100uM del &cido »-6 LA no se observd efecto en la morfologia celular mientras
gue con 150uM se observaron pequefios cambios comparados con los otros acidos y con
el control no tratado. Por ultimo, el acido -9 OA afect6 poco la morfologia celular (Figura
3-5B).

3.3 Pruebas de genotoxicidad

3.3.1 Ensayo cometa

En ambas lineas celulares PC-3 y MCF-7 las concentraciones de los acidos grasos
omegas fueron elegidas teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la prueba de Azul
de Tripano, seleccionando concentraciones que redujeran un 50% o menos la viabilidad
celular (valores menores o iguales al ICsg). Como se evidencio en los resultados anteriores,
la concentraciéon 50uM de los acidos grasos w-3 EPA y DHA, y w-6 AA en la linea celular
MCF-7, mostraron mayor efecto sobre la viabilidad celular y en la linea PC-3 se evaluaron
50uM de los acidos w-3 EPA y w-6 LA y AA, mientras que, para el w-3 DHA se evalu6
100uM (Figura 3-6B)
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Figura 3- 6. (A) Efecto clastogénico en células PC-3 y MCF-7 tratadas con 4cidos grasos
w-3, w-6 y w-9 durante 48 horas. (B) Concentraciones de los &cidos grasos omegas
usados en el ensayo cometa. Los datos se muestran como la media = S.E. La significancia
estadistica se realizé con *p<0.01, **p<0.001 comparada con el control no tratado (C-). Se
realizé C+ de células tratadas con H,O (300uM) durante 1h.

El ensayo cometa mostr6 que mientras el acido w-3 EPA caus6 dafio clastogénico
significativo al ADN de ambas lineas celulares (Figura 3-6 Ay B), el acido w-6 LA caus6
dafio al ADN, unicamente en las células MCF-7 (Figura 3-6 B). Los datos obtenidos del
efecto clastogénico del acido w-3 EPA en las lineas celulares de cancer de prostata PC-3
y de cancer de mama MCF-7 son contrarios al efecto genoprotector reportado para de este
w-3 (Turkez & Aydin, 2013). Sin embargo, podria postularse, una posible explicacién
basada en la produccion de radicales libres generados a partir de las reacciones de
lipoperoxidacién de los acidos w-3 EPA y w-6 LA, los cuales podrian ocasionar el dafio

genético cuantificado en las lineas de prostata y mama evaluadas.

Similar a lo observado en este estudio, otros trabajos no mostraron dafio significativo, con
los acidos w-6 AA y w-9 OA en células de higado de rata (Kok, ten Vaarwerk, Zwingman,
van Maanen, & Kleinjans, 1994). Los hallazgos de los seis 4cidos omegas evaluados en

este trabajo, sugieren que las células de cancer de mama MCF-7 son mas susceptibles al
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dafio genético ocasionado por los acidos w-3 EPA y w-6 LA que las células de cancer de

préstata PC-3, demostrando efecto diferencial entre las dos lineas celulares tumorales.

C- ALA EPA DHA
C+ LA AA OA

Figura 3- 7 Imagenes representativas de los cometas obtenidos en células PC-3 tratadas
con &cidos grasos omegas (ALA 150 uM, EPA 50 uM, DHA 100 uM, LA 50 pM, AA 50 uM y OA
150 uM) durante 48 horas. C- células no tratadas; C+ células tratadas con H20, (300 uM)
durante 1h.

Figura 3-8 Imagenes representativas de los cometas obtenidos en células MCF-7 tratadas
con &cidos grasos omegas (ALA 150 uM, EPA 50 uM, DHA 50 uM, LA 100 pM, AA 50 uM y OA
150 uM) durante 48 horas. C- células no tratadas; C+ células tratadas con H2O0» (300 uM)
durante 1 h.
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3.3.2 Intercambio de crométidas hermanas (ICHSs)

La prueba de ICHs se realiz6 con la concentracion 50uM de los &cidos grasos -3 EPA,
DHA y -6 AA, en las lineas celulares PC-3 y MCF-7, los cuales mostraron efecto

significativo en las pruebas de MTT y Azul de Tripano.
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Figura 3-9. ICHs en metafases M. células PC-3. (A) Control no tratado (B) células
tratadas con o-3 EPA (50uM).
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Figura 3-10. Metafase M; de células MCF-7 tratadas con EPA (50uM). Las flechas
sefialan separacion prematura de centrémeros.
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El nimero de metafases de primer y segundo ciclo, lo mismo que el indice mitético de las

células PC-3 y MCF-7 se muestran en la Tabla 3-3

Tabla 3-3. Nimero de metafases de primer ciclo (M), segundo ciclo (M), nimero promedio
de ICHs * S.E e indice mit6tico (IM) en lineas celulares de cancer de préstata PC-3 y cancer de
mama MCF-7 tratadas con acidos grasos o-3y o-6.

Linea Celular PC-3 MCF-7
Tratamiento | Concentracion IM

Mi | M 0 Mi | M2 | ICHs*SE. M

(M) (%) (%)

C- 0 5 32 3,6 9 21 7,345 2,7
-3 EPA 50 14 18 2,6 15 0 - 15
-3 DHA 50 11 17 3.1 13 0 - 1,6
-6 AA 50 8 26 34 19 0 - 1,9

-* No cuantificable

En la Figura 3-11 se muestra el numero de ICHs obtenidos en células M, Unicamente en
la linea celular de préstata (PC-3) tratadas con los acidos grasos w, ya que en las células
MCF-7 tratadas con los mismos &cidos grasos w, no fue posible visualizar células M. en

las cuales se realiza el conteo de los ICHSs.
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Figura 3-11. Promedio de ICHs en células PC-3 tratadas con acidos grasos »-3 (EPA 'y
DHA, 50uM) y ©-6 AA (50uM). Los datos se muestran como la media = S.E. La significancia
estadistica se muestra como *p<0.01, comparada contra el control no tratado (C-). Se
realizé C+ de células tratadas con H,O, (300 uM).
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Las células de cancer de préstata PC-3 tratadas con los acidos o-3 EPA y DHA mostraron
incremento en el numero de ICHs comparados con las células PC-3 tratadas con o-6 AA
y con el control no tratado, lo cual es consistente con los resultados del ensayo cometa
(Figura 3-11). Por otro lado, s6lo se encontraron células MCF-7 en M; con indices mit6ticos
de 1,5%, 1,6% y 1,9% con los tratamientos de o-3 EPA, DHA y ©-6 AA respectivamente,
mientras que en el control no tratado de células MCF-7, se obtuvo un con IM= 2,7% con

un promedio de ICHs igual a 7,3+4,5 en 21 células M contabilizadas.

De manera particular, la morfologia de las células de primer ciclo M; de MCF-7 tratadas
con -3 EPA revelaron la aberracién cromos6mica conocida como separacion prematura
de centromeros (Figura 3-10), lo cual sugiere que ®-3 EPA podria tener efecto directo en
la cromatina, las proteinas de adhesion o las proteinas de control del ciclo celular, tal como
lo reportdé Matsuura et al., (2000) y Michaelis et al (1997).
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3.4 Proliferacion celular por eficiencia de clonacion.

Las concentraciones de los acidos grasos omegas fueron escogidas por la reduccion del
50% o menos de la viabilidad celular de las lineas celulares de cancer de prostata PC-3 y

cancer de mama MCF-7 mediante la prueba de Azul de Tripano.

©)
Concentracion
Tratamiento (uM)
PC-3 MCF-7
C- 0 0
ALA 150 150
EPA 50 50
DHA 100 50
LA 50 100
AA 50 50
OA 150 150

Figura 3-12. Efecto sobre la proliferacion celular de lineas celulares tratadas con
concentraciones (C) de acidos grasos -3, »-6 y »-9 durante 48 horas. Colonias de células
(A) PC-3y (B) MCF-7 tratadas con acidos grasos omegas (a) ALA, (b) EPA, (c) DHA, (d)
LA, (e) AAy (f) OA, después de 10 dias de incubacion. Se realizd C+ de células tratadas
con H20» (300 uM) 1h antes de la resiembra,

En todos los experimentos de Eficiencia de Clonacién, ademas del control no tratado,
control solvente, se realiz6 un control positivo con Perdxido de Hidrégeno (300uM) durante
una hora antes de la resiembra, en ambas lineas celulares. Después de 10 dias, no se
obtuvo formacién de colonias, similar a lo encontrado en los experimentos de viabilidad

con Azul de Tripano y de proliferacion con MTT.
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Figura 3- 13 Efecto sobre la proliferacién de células PC-3 y MCF-7 tratadas con acidos
grasos o-3, -6 y -9 durante 48 h. (A) Eficiencia de clonacion relativa (ECR); (B) Eficiencia
de clonacion absoluta (ECA). Los datos se muestran como la media + S.E., y la
significancia estadistica con *p<0.01, **p<0.001 comparada con el control no tratado (C-).
C+ células tratadas con H20; (300 uM) 1h antes de la resiembra.

La prueba de eficiencia de clonacion evalla la integridad del ADN y la divisién celular
requerida para la formacién y crecimiento de una colonia a partir de una célula. Las células
PC-3 y MCF-7 tratadas con w-3 EPA (50uM) y DHA (100uM) y w-6 AA (50uM) mostraron
ECR similares 0 menores a 20%, lo cual indica baja recuperacién de las células después
del dafio generado por los acidos w-3 EPA y DHA y w-6 AA. Estos resultados, estan de
acuerdo con el bajo nimero de colonias de células de cancer de préstata LNCaP tratadas
con w-3 DHA 20uM y con la disminucion del 20% o menos de la proliferacion, reportados

por Cavazos et al (2013).

Por otro lado, los acidos grasos w-3 ALA y w-9 OA disminuyeron la formacion de colonias
en menos de 25% en ambas lineas celulares, mientras que, el w-6 LA redujo a menos del
40% la formacioén de colonias en células PC-3 y a menos del 50% en células MCF-7 (Figura
3-13). Los datos obtenidos en la eficiencia de clonacion en células préstata y mama,
sugieren que la disminucién en la formacién de colonias puede reflejar distintos efectos
citotoxicos y genotoéxicos de los acidos w-3 EPA, DHA y w-6 AA tales como, dafo sobre el
ADN, alteracién en la membrana y en el metabolismo celular como se evidencia en los

resultados observados con Azul de Tripano, MTT y ensayo cometa.
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4.Discusion

Los seis 4cidos grasos omegas evaluados (ALA, EPA, DHA, AA, LA y OA) mostraron
efecto diferencial en las lineas celulares de préstata PC-3 y de mama MCF-7. Con MTT se
evidencié que los -3 EPA y DHA y ©-6 LA causaron efecto significativo en la linea celular
PC-3, mientras que el o-6 AA generd efecto altamente significativo en células MCF-7. Por
otro lado, la prueba de Azul de Tripano mostré efecto significativo de los &cidos »-3 EPA,
DHA 'y o-6 LA y AA en células MCF-7, mostrando que estas células son més sensibles al
tratamiento con o-3 DHA que las células PC-3 y a su vez, las de préstata fueron mas
sensibles al ®-6 LA que las de mama. En ambas lineas celulares, el w-3 EPA redujo
significativamente la viabilidad, sin embargo, el efecto de »-3 DHA es ligeramente mayor
comparado con ®-3 EPA. En todos los casos, el efecto de los acidos ®-3 y -6 es

dependiente de la dosis.

Los resultados obtenidos con MTT (Figura 3-3) y Azul de Tripano (Figura 3-4) sugieren que
los acidos grasos »-3 y ®-6 afectan la membrana celular, la mitocondria y el metabolismo
celular, por tal razén se observa efecto diferencial en cada linea celular, similar a la
variabilidad existente en la composicién de fosfolipidos de la membrana en diferentes tipos
celulares tumorales y al nimero de acidos grasos poliinsaturados involucrados como

receptores de supervivencia y proliferacion (Fasano et al., 2012; Serini et al., 2011).

El efecto antitumoral de los 4cidos omegas, se ha explicado por varios mecanismos entre
los cuales se encuentran, la inhibicién de la sintesis o modificacién de los eicosanoides
proinflamatorios derivados del -6 AA (Fasano et al., 2012; Serini et al., 2011), lo cual
podria explicar los resultados obtenidos en los tratamientos con EPA, DHA y AA. Los
acidos »-3 EPA y DHA poseen mayor numero de insaturaciones que los acidos o-6 y ®-9,
lo cual hace su estructura muy flexible y le confiere habilidad de incorporarse facilmente

en la membrana celular, causando desérdenes moleculares, cambios fisicos y quimicos,
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islas lipidicas, expulsién de la membrana de fosfolipidos formados por w-6 AA, cambiando
la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica y la morfologia celular (Fasano et
al., 2012; Serini et al., 2011). Estas interpretaciones podrian explicar el efecto observado
con el Azul de Tripano y los cambios morfoldgicos observados después de los diferentes
tratamientos con w-3 EPA y DHA, y ©-6 AA.

Por sus caracteristicas quimicas particulares, el acido -3 DHA también se puede
incorporar en los fosfolipidos de la membrana mitocondrial, lo cual puede aumentar la
oxidacion lipidica y generacion de ROS causando disfuncién mitocondrial (Shin et al.,
2013). Esta particularidad del acido »-3 DHA, podria explicar en parte, los resultados
observados con el MTT y permite sugerir que otros acidos como w-3 EPAy w-6 AA podrian
usar el mismo mecanismo. Otros estudios sugieren que los acidos -3 inhiben diferentes
vias de sefializacibon como AKT-mTOR y ERK por induccion de autofagia y apoptosis
dependiente de caspasa-3, incremento de ROS intracelular y proteinas Bcl-2 (Fasano et
al., 2012; Shin et al., 2013). El incremento de ROS vy radicales libres también, podria
generar dafio a nivel de ADN, reflejado en las pruebas de ensayo cometa e ICHs de células
tratadas con -3 EPA.

Otro mecanismo que explica la accién de -3 en las células de cancer, es el efecto
antiangiogénico y la inhibicion de COX-2 y produccién de prostaglandinas PGE;. El w-3
DHA podria detener el ciclo celular en tumores con el gen p53 normal (Fasano et al., 2012),
lo cual explicaria que células MCF-7 p53* tratadas con w-3 EPA y DHA y w-6 AA no
exhibieron metafases de segundo ciclo, mientras que en células PC-3 mutado para p53 si
se encontraron estas metafases y se realizo el conteo de ICHs. Otros factores que pudieron
influenciar los resultados en MCF-7 son el bajo indice mitético de la linea celular (Tabla 3-

1) y baja eficiencia de clonacién absoluta (Figura 3-13B).

Los resultados de este trabajo muestran que la variabilidad del dafio producido por los
acidos grasos omegas, a nivel de membrana, mitocondria y ADN, tienen efecto sobre la
proliferacion celular, observado en el poco nimero de colonias obtenidas de células PC-3
y MCF-7 tratadas con w-3 EPAy DHA y ®-6 AA, lo cual sugiere, baja reparacion del dafio

producido por los acidos evaluados.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

e Los acidos grasos o-3 EPA y DHA causan efecto en la viabilidad de las lineas
celulares de cancer de préstata (PC-3) y mama (MCF-7), mientras que la
concentracion mas alta (150uM) de »-6 AA afecto la viabilidad de las células MCF-

7. Estos tres acidos exhiben ademas efecto en la proliferacién celular a largo plazo.

e Los &cidos grasos o-3 ALA y ®-9 OA no muestran efecto sobre la viabilidad de las
células de cancer de préstata (PC-3) y mama (MCF-7), lo cual puede estar
relacionado al bajo nimero de insaturaciones de estos acidos, comparados con o-
3 EPAyYDHA, y ©-6 AA.

e Los valores de ICsp obtenidos a partir de los intervalos de confianza corroboran el
efecto diferencial de los acidos grasos omegas evaluados, mostrando mayor
sensibilidad a ®-6 LA en la linea celular de cancer mama (MCF-7) y al ©-3 DHA de

la linea celular de préstata (PC-3).

e El efecto diferencial observado de los acidos grasos »-3 DHA y -6 LA en ambas
lineas celulares de cancer de prostata (PC-3) y mama (MCF-7), probablemente se
debe a las caracteristicas propias de cada linea celular, lo cual podria sugerir el
uso de éstos acidos grasos omegas para tratamiento coadyuvante de canceres

especificos como el de préstata y mama u otros tipos de tumores.
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o Este es el primer reporte sobre el efecto genotdxico de acidos grasos omegas en
lineas celulares de cancer de préstata y mama, ya que los acidos grasos o-3 EPA
y DHA y »-6 LA causaron dafio gendmico, informacion relevante en el control del

cancer.

e El uso preventivo y antiproliferativo de los acidos grasos omegas »-6 AA, o-3 EPA
y DHA podria resultar de bajo costo como componente de la dieta en la prevencién

o tratamiento de canceres especificos.

5.2 Recomendacioén

Se sugiere estudiar los acidos grasos omegas y su efecto sobre células tumorales con
otras pruebas como micronucleos, apoptosis y ciclo celular por métodos convencionales o
por citometria de flujo, con el fin de evaluar el comportamiento de éstas y otras lineas de
distintos origenes tumorales, en presencia de acidos grasos omegas y en combinaciéon con
farmacos especificos. De igual forma se recomienda realizar estudios sobre lineas
celulares no tumorales del mismo origen del tumor estudiado con el objetivo de evaluar

selectividad de dichos tratamientos.



40 Evaluacién bioldgica de acidos grasos omegas en lineas celulares tumorales

A. Anexo: Efecto de Letrozole en células
tumorales de prostata (PC-3)

Introduccion

Letrozol es el componente del medicamento Femara®, inhibidor de la enzima aromatasa
encargada de la conversion de andrégenos a estrogenos. Femara® es un medicamento
aprobado por la FDA vy utilizado en terapia hormonal de mujeres postmenopdausicas con
cancer de mama (Novartis, 2015) que expresan receptores de membrana para el
estrogeno o la progesterona , por lo tanto, este tipo de canceres dependen de estas
hormonas para la proliferacion celular y el crecimiento del tumor (Bhatnagar, 2006; Kijima
et al, 2005).

Existen diversos tipos de cancer de préstata, entre los cuales se pueden encontrar tumores
gue expresan el receptor androgénico, y otros que no lo expresan, como es el caso de la
linea celular de préstata PC-3 (ATTC, 2016). El Letrozole como inhibidor de aromatasa,
usado en terapia hormonal de cancer de mama, también ha sido usado para tratamientos
de infertilidad en hombres, en algunos estudios clinicos, para terapia de carcinoma de
préstata independiente de andrégeno (Smith et al, 2002), para gynecomastaia (de Ronde
& de Jong, 2011). Teniendo en cuenta lo anterior, en este ensayo se pretendio evaluar el
efecto de diferentes concentraciones del Letrozole sobre la viabilidad de una linea celular

de cancer prostata PC-3 con el fin de analizar su efectividad in vitro, segun los reportes.
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Metodologia

La prueba MTT se utiliz6 para evaluar durante 48 horas, el efecto de las concentraciones
1uM, 10uM, 50uM, 100uM, 150uM y 200uM de Letrozole (Femara®, Novartis) en la linea
celular de prostata PC- cultivadas en medio DMEM al 5% de SBF, antibidtico e incubadas
a 37°C en atmosfera himeda y 5% de CO,. Ademas de los tratamientos se realizaron
controles de células no tratadas y control solvente (etanol 6%). Los experimentos fueron
realizados en platos de 96, tres réplicas por tratamiento y por cuadruplicado. El andlisis

estadistico se bas6 en la comparacién de los promedios de viabilidad para los tratamientos
y el control no tratado.

Resultados

100
80
60

40

Viabilidad (%)

20

0 1 10 50 100 150 200
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Figura A- 1 Efecto sobre la viabilidad de células PC-3 tratadas durante 48 horas con OuM,
1uM, 10uM, 100uM, 150uM y 200uM de Letrozole mediante MTT. Los datos se muestran
como la media + S.E. La significancia estadistica se muestra como *p<0.01

Los resultados muestran que las células de cancer de préstata PC-3 (no expresan el
receptor androgénico) no fueron afectadas por el tratamiento con el inhibidor de aromatasa,
Letrozole. El efecto observado a la concentracion mas alta (200uM) puede ser mas debido

a la alta (>10%) concentracion del solvente, utilizado en la preparacion del tratamiento.
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Discusidn

El Letrozole, inhibidor de aromatasa, suministrado como terapia a hombres, favorece el
incremento de la testosterona e inhibe la conversion de androstediona a estrégeno (ref).
Sin embargo, la evaluacién in vitro en una linea celular que no expresa el receptor
androgénico (PC-3), no muestra efecto sobre la viabilidad en las células tratadas con las
diferentes concentraciones del Letrozole, por consiguiente, seria muy util evaluar si puede
inhibir la proliferacion. Por el contrario, en el cancer de préstata dependiente de
estimulaciéon hormonal, la hormona podria promover el crecimiento del tumor y por tanto
el letrozol deberia inhibir la respuesta de las células de prostata a ese estimulo, lo cual
debe ser evaluado en otras lineas celulares de cancer de préstata que expresen el receptor
androgénico, como las células LNCaP para comparar su efecto en la viabilidad celular de

las lineas que no expresan el receptor.
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Abstract

Breast and prostate cancer are the main causes of death worldwide and new therapies or
dietary factors influencing cell survival of these cancers are worth investigation. Studies in
tumour cell lines suggest that omega-3 fatty acids reduce cell viability, whilst omega-6
increases proliferation. Few studies investigated the genotoxic effect of some acids but a
genoprotective effect of eicosapentaenoic acid (EPA) has been found. In this study, we
investigated plating efficiency, cytotoxic and genotoxic effect of alpha-linolenic acid (ALA),
EPA, docosahexaenoic acid (DHA), linoleic acid (LA), arachidonic acid (AA) and oleic acid
(OA) in prostate and breast cancer cell lines. Cytotoxicity at 25uM, 50uM, 100uM and
150uM of each fatty acid was measured by MTT and Trypan-Blue in MCF-7 and PC-3 cells.
Genotoxicity was evaluated by comet assay and plating efficiency done to evaluate capacity
colony formation from single cells. Experiments were done in triplicate. DHA, EPA and AA
reduce viability in more than 50% of cells. 100% of cytotoxicity was found in PC-3 and MCF-
7 cells treated with highest concentrations of EPA and DHA respectively. Unexpectedly, LA
had similar effect reducing viability to less than 15%. Relative plating efficiencies lower than
30% were obtained in cells treated with EPA, DHA and AA after 10 days post re-plating. In
contrast, EPA caused significant DNA damage (p<0,05) in both cell lines and LA in MCF-7
cells. These results suggest that EPA, DHA and AA inhibit proliferation and have long-term

effect in tumour cells, therefore their intake can be an adjunctive cancer therapy.
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