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1. INTRODUCAO

0 7,12-dimetilbezantracenoc (DMBA) é um hidrocarbo-
netc policiclico, gque apresenta propriedades pro-carcinogénicas
e pro-mutagénicas bem conhecidas (MILLER,1978). Tem ainda um po
der teratogénico e aterogénico (CURRIE et alii,1970), alto grau
de citotoxidade "in vivo", particularmente na adrenal e no cére-
bro de fetos, bem como em células cultivadas "in vitro" (DiGIO
VANNI E JUCHAU,1980). Tem sido usado por varias decadas como a-
gente indutor de processos carcinogénicos em animais de labora-
toério, principalmente como indutor do cé@ncer mamario (HUGGINS et
alii, 1961).

Sabe-se que dietas ricas em lipidios, podem desen-
volver certas patologias como as doencas cardiovasculares (DYER-
BERG et a1ii,1978: RENAUD et a2lii,1979; SANDERS et alii,1978 e
JARUBOWSKI & ARDLIE,1978), diabetes mellitus e cobesidade ( VER-
GROESEN,1977), distirbios na resposta imunoldgica e hiperplasia
esplénica (BOISSONFEAUT & JOHNSTON, 1983 e LOCNISKAR et 'alii ,
1983} .
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Estudos recentes tém demonstrado gue a ac8o carci-
nogénica do DMBA no tecido mamario & dependente do fator dieta-
rio lipidico (CARROLI & KHOR,1970; CARROLI & KHOR,1971 e DAYTOR
et alii,1977),e que este auenta a incidéreia do clncer mamdricd’ espontd

LI % DAVIDSON,

neo em humanos e em animais de laboratdric (CARE
1982} .

Os lipidios ingeridos alteram a composig¢do dos aci
‘dos graxos de todos os tecidos e mesmo das organelas celulares,
ndo s de humanos como de animais de laboratdrio (TAHIN et alii,
1981 e TAHIN,1985;. ,

Os acidos graxos gue existem nas células dos teci-
dos dos mamifercs e de outros animais superiores e inferiores ,
bém como dos vegetais, pertencem a guatro familias distintas (TA
HIN,1985). A& familia dos acidos graxos saturados (AGS), a dos &
cidos graxos monoinsaturados n-9 (A@I n-9) ocu do dcido oléico (18:1
n-9), a dos acidos graxos poliinsaturados n-6 (AGPI n-6} ou do
dcido linoléico (18:2 n—-6) e a dos Acidos graxos poliinsatura -
dos n-3 (AGPI n-3) ou 8o acido linolénico (18:3 n-3) (MARKLEY ,
1969), Existem evidéncias gue mostram ¢ antagonismo entre as fa
milias dos &acidos graxos poliinsaturados nac apenas nos seus pa
péis bioldgicos e patolbgicos, como tambélm nos Seus processos me
tabSlicos (BREHMER,1969; SCHRIYVER & PRIVETT, 1982 ¢ TAHIN,1985).

Os lipidios tém papel essencial em vAarios proces
sos membrana-dependentes,como a atividade da ATPase mitocondrial
(KAGAWA & RACKER,1966), o transporte de calcic através da mem -
brana mitocondrial gue é dependente da composicdo dos acidos gra
x0s que esterificam os fosfolipideos estruturais das membranas
desta organela (TAHIN et alii,1%80)}, entre outros.

Possuindo o DMBA a capacidade de induzir neoplasias
no tecide mamario, sabendo-se que estas sao dependentes da die-
ta lipidica, gue a atividade da ATPase mitocondrial & também de
sendente do contetdo lipidico da membrana interna da organela e
gue esta atividade encontra-se alterada nas suas propriedades e
na quantidade em alguns tipcs de neoplasias (MELNICK et alii,l977)
“este trabalho teve comoc cbjetive o estudso comparativo das pri -
meiras alteracdes morfoldgicas e bioguimicas (atividade da ATPa
se mitocbndrial e conteiideo dos acidos graxos das mitocdndrias )
do tecido mamdrio de ratas Sprague-Dawley virgens com 350-60 dias
de vida, inoculadas intraperitonealmente com uma dose unica de
DMBA (20mg/ml} e alimentadas com dietas lipidicas antagdnicas (o

leo de semente de girassol ou Oleo de sardinhal, observadas apos

30 ou 63 dias ds @xperimeﬁté.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A GLANDULA MAMARTA

A mama € uma glandula tubuloalveolar, existente na
classe Mammalia, de origem subcutanea com fungdoc nutriciocnal de
pendente de estimulo interno (hormonal) e externo (sucgao), gue
se desenvolve ao longo do corddo mamario, desde a axila atée avi
rilha, em ambos os lados da linha média ventral do tdrax e abdo
men (BLOOM & FPAWCETT,1977). O numerc de glandulas varia com a es
pécie e cada mama € formada por um epitélio glandular suspenso
em tecido conectivo subcutaneo, envolvido por tecido adiposo, a
presentando um sistema de ductos coletores gque terminam nos ma-
milos, os guais se abrem na superficie da pele (PITELKA,1977 e
KUZMA ,1971). Esta glandula € ainda formada por lobos irregula -
res de distribuicdo radial a partir do mamilo, que se subdividem
em lobulces ({(unidade secretora da glandula) de varios tamanhos ,
sendo gue os menores sao formados por tibulos alongados ( ducto

alveolar), recobertos por peguenas evaginacoes saculares (alvég
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4 I

los} (BLOOM & FAWCETT,1977 e PITELKA,1577}.
2.2. 0 7,12-DIMETILBENZANTRACENG OU DMBA

Os carcindgenos gquimicos diferem da maicria dos ou
tros agentes ambientais e farmacoldgicos por terem uma agao u-
sualmente irreversivel, por apresentar efeitos sinérgicos com 0s
fatores ambientais {carcinogénices ou nac carcinogénicos), por
atuar de maneira cumulativa, mesmo em dose uUnica embora as vezes
ndoc apresentem efeitos detectaveis e finalmente por ter um meca
nismo de acdo, particularmente com respeito a interagac com ©Os
elementos genéticos do hospedeiro, distinto da grande maicria dos
outros agentes farmacoclogicos. Segundo este mesmo autor, 05 Car
cindgenos guimicos sao divididos em primdrios (substancia que pa
ra agirem ndo necessitam ativac®o metabllica), pro-carcinogenos
(substancias gue requerem ativacdo metabdlica)e co-carcindOgencs
{(substancias gue potencializam a ac&o do carcindgeno ou do pro-
carcincgeno} .

C DMBA é um dos mais potentes pro-carcindgencs sin
téticos conhecidos. Sua estrutura guimica € derivada do antrace
no (que por si sé ndo tem acdo pro-carcinogénica), mas a adicdo
do nucleo benzénico, a regiao K e a adicao de dois radicais me-
tila a regido L do antraceno confere a molécula grande poder
carcinogénico (ARCOS & ARGUS,1968 e WEISBURGER, 1980) (ESQUEMA 1).
Devido aos seus efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogé-
nicos, € comumente aceito gque o DMBA possa ser convertido em um
metabblico ativo via citocromo P-450/P-450,,dependente do siste-
ma monoaminooxidase (DiGIOVANNI & JUCHAU,1980 ¢ BALANI et alii,
1985} .

0 tecido mamdrio representa o alvo classico para a
carcinogénese produzida pelc DMBA (HUGGINS et alii,1961), DAD &
SINHA (1972}, demonstraram que a indugac do cancer pelo DMBA em
cultura de tecido mamiario requeria uma ativagido metabdlica des-
te composto na prdpria gléndula. Baseado nesta consideracao TA-
MULSKI et alii (1973) compararam o metabolismo do DMBA no teci-
do mamario e no tecido hepatico de ratas fémeas, demonstrando
diferencas gualitativas. O tecidc hepatico cataliza a conversac

de todos os trés metabblitos do DMBA (o 7-hidroximetil-12-metil



AN RACENG
h3c carcincgénico)

7. 12-dimetilibenzantraceno

reqizo de maior densidade eletrdnica na molécula, e a li-
gacao 5,6 & a menor das ligagOes deste sistema aromatico
(DiGIOVANNT & JUCHAD,1980) _
REGIEO I : regiso entre C. e C,., de maior reatividade quimica (Di -
GIOVANNI & 71980} .

REGIAD K

(3]

ESQUEMA 1 - ESTRIURA DO IDMBA
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ximetilbenzantraceno), mas a formacgaoc do 7,12-dihidroximetil -
benzantraceno (ESQUEMA 2), nao foi detectada guando o tecido ma
marioc foi usado como fonte de enzima (TAMULSKI et 21ii,1973 e
DIiGCIOVANNT & JUCHBAU,1980). © metabdlito do DMBA encontradoc em
maior concentracido no tecido mamario € o l1l2-hidroximetil-7-me-
benzantracen® |, no figado é o 7-hidroximetil-2-tetilbenzantracenc e
no pancreas € o 5,6-epOxi~7-hidroximetil-l2-metilbenzantraceno
(DiGIOVANKT & JUCHAU,1980 e BLACK et alil, 198l e oo v 4144,1981).

HUGGINS et alii (1961}, fizeram um estudo compara
tivo da inducidc do cancer mamario por DMBA, 3-metilcolantreno
(3-MC) e 2~acetilamiﬁoflucreno {(2~BAF) e observaram maior inci
déncia no numero dos tumores, em menor tempo e com doses bai -
xas, guando o indutor usado foi o DMBA.

Sabe-se gue este composto reage “"in vive" e "in vi
tro" com acidos nucléicos e proteinas, inibindo em ambas condi
¢bes, a sintese do DNA (BROOKES & LAWIEZ,61964; HEIDELBERGER ,
1964 e (BROOKES & HEIDELBERGER,1969), parecendo afetar primaria
mente as células na fase § do ciclo mitdotico (MARQUARDT & PHI-
LIPS ,1970).

MEDINA et alii (1980), comparando o cadncer mama -
rio de ratas e camundongos induzido pelo DMBA, com a expressac
do virus MuMTV e com as caracteristicas morfoldgicas e hormo -
nais dos tumores resultantes, observaram que o DMBA foi capaz
de induzir o cAncer mamirio em ratas virgens com alta frequén-
cia (69%), em ratas estimuladas por hormdnio (81%) e em camﬁn—
dongos feémeas ovariectomizadas (55%) e qﬁe havia aumento na ex
pressdo do virus MuMTV.

TAY & RUSSO (1981), estudando o efeito da idade e
paridade na ligagdo do DMBA ac DNA no reparo do DNA danificado
na fase logaritmica e na confluencial de cultura de cé&lulas do
tecido mamadrio de ratas jovens e virgens, velhas e virgens e
ratas gravidas, sugeriram gue a idade e a paridade ndo so dimi
nui a ligacdo do DMBA ao DNA das células epiteliais mamarias ,
como também aumenta a eficiéncia do reparo do DNA, o gue pode-
ria explicar a baixa sensibilida&e das ratas velhas e /virgens
bem como das gravidas a carcinogénese mamaria induzida por es-
te composto.

SUGIYAMA et alii (1981), estudando a acdo de dife
rentes carcindgenos quimicos, entre eles o DMBA, ao nivel de
cromossomas, observaram gque os padrbes de distribuicdo das a-

berracdes cromossdmicas e as alteracbes das cromatides irmis ao
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longo dos cromossomas, foram atribuidas a replicacdo tardia do
DNA nas regibes cromossOmicas wvulneravels ac DMBA.

MIRASTAN-BATMANIAN & JABARA (1981), estudandc o e
feito do tratamentc hormonal e de outras drogas no crescimento
de tumores mamarios induzidos pelo DMBA em ratas adrenoovariecC
tomizadas, cbservaram gue o mecanismo da acdao da progesterona,
para a manutencdo do crescimento tumoral, era diferente do me-
canismo de acdo da prolactina, bem como independente dos ni -
vels de prolactina circulante.

RAKAMURBA ot alii (1981), relacionando a funcao a-
drenal e a inducg@o do cancer mamario induzido pelo DMBA em ra-
tas Sprague-Dawley, observaram que a carcinogénese induzida po
de ser promovida por esterdides adrenocorticais enddgenos, pro
vavelmente através de uma relac@o metabdlica entre o DMBA e os

estertides.

YOSHIDA et alii (1982), relacionando a carcinogé-
nese mamaria e o estado hormonal, observaram que o cancer indu
zidos pelo DMBA em machos e fémeas Sprague-Dawley, independia
da presenca das gonodas.

Sabe-se também que ratas alimentadas com dieta ri
ca em acidos graxos poliinsaturados n-6 e inoculadas com DMBA,
desenvolvem a carcinogénese mamaria mais rapidamente do que a-
nimais qué se alimentam com dietas ricas em Acidos graxos satu
rados, parecendo gue o acido graxo poliinsaturado n-6& age como
um co-~carcinogénico na fase promocional do desenvolvimento tu-
moral, alterandc preferencialmente o estado hormonal do animal
(CHAN et alii,l1975; LIPSETT,1979; IP,1980; IP et alii, 1980 e
CHAN & DRO,1981).

2.3. BREVE HISTGRICO SOBRE AS TEORIAS E FPATORES ENVOLVIDOS EAS
REQOPLASIAS BRLIGNAS

Em 1877 COHNHEIM postulou, gue as neoplasias ma -
lignas se originariam das células embriondrias, gue n&c seguiam
o padrdc normal de diferenciagao, permanecendo latentes no in-
dividuo adulto. Estas células por diferentes tipos de estimu -~
los externos se multiplicariam desordenadamente, levando & uma

catdstrofe celular, ja gue no adulto faltariam agueles regula-
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dores existentes no embrido, gue se encarregariam da diferencia
cao celular e da parada do crescimento das células, dado este a
poiado por POTTER (1957) e por WEINSTEIN {1968).

VIRCHOW (1880), postulou gue as neoplasias malig =~
nag eram produzidas por irritagdoc constante de um determinado gru
po de células, gue passariam de normais a neoplasicas com alte-
racdc do padrao genético, o gque foil confirmado por BOVERI (1914).
Por outrc lado, BAUER (1928}, sugeriu que as neoplasias malignas
eram uma conseguéncia da exposicao dos seres vives a fatores ex
ternos produtores de mutagdo nas celulas somaticas. FURTH & SO-—
BEr. {1947), postularam gque as transformag¢bes malignas regueriam
proliferacdo celular e gue o fenotipo caracteristico deste esta
do podia ser devido & perda de funcgdes especializadas e ao apa-
recimento de proteinas, gue estariam presentes nos estados em-
brionarios dos diferentes tecidos.

GREEN (1%54), postulou qgue, guando os agentes gui-
micos cancerigenos reagiam com as proteinas celulares havia uma
mudanca na identidade imunoldgica celular e gue as células nao
estariam mais sujeitas aos mecanismos de controles homeostasi -
cos, transformando-se assim em c¢élulas neoplasicas.

WARBURG (1956 a,b), preconizou gue as celulas pro-
dutoras de neoplasias malignas eram derivadas das normais, as
guais tinham sofrido um dano irreversivel na respiracdo celular,
dano este gue seria compensado por um aumento no processo de fer
mentacdc, gue levaria as células normais a se transformarem em
células indiferenciadas com crescimentc desenfreado, dando ori-
gem assim as células cancerosas.

Outros autores postularam que a interacao das célg
las com cancerigenos guimicos, alterariam proteinas citoplasma-
ticas repressoras, as guais induziriam a sintese de enzimas com
funcidc de estimular o crescimento e a divisdo das células, ago-
ra tornadas malignas (PITOT & HEIDELBBERGER, 1963 e SACHS ,1984).

Um cutro grupc de autores sugeriram gue certa in -
formacdc viral, seria integrada ac DNA cromossomico em alguma e
tapa inicial da evolucao dos vertebrados, persistindo como par-
te intrinsiéadeste DNA e gue as radiacgOes ou 0s agentes carci-
nogénicos guimicos atuariam desreprimindo o oncdgeno pré-exis -
tente (HUEBKER & TODARO;1969 ¢ WEINBERG,1984).

Ainda um outro grupo de pesguisadores, sugeriram que
a transformaclo de células normais em células malignas se ini -

ciaria a partir da expressao de mutaglOes silenciosas ( KINSELLA
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& RADMAN ,1978), mudancgas na expressao de um determinado gene a
partir do reparo do DNA (HOLLIDAY,1979), translocag¢des ( CROCE
& KLEIN,1985), trissomias e rearranjos (YUNIS,1983; SPODNER &
COOPER ,1972 o ROEELL & BURGERFORD ,1960) ou & heranca de um ge-
ne alelco dominante autossomico (RING,1981).

Ls neoplasias malignas humanas e de animails de la-
boratdrio, particularmente as do tecido mamario, sao influen -
ciadas por uma série de fatores. A prolactina, na inducdo ac
cancer mamario de ratas, £ vista mais como agente de condicio-
namento, do gue como agente permissiveo (LIPSETT,1982). O estra
diol, juntamente com determinados fatores de risco para © céan-
cer mamario {(menarca precoce, menopausa tardia, obesidade, en-
tre outros), estimula o crescimento do epitélio dos ductos ma-
marics favorecendo a implantacdo do processc neoplasico (Macha
HON et alii,1973; HOOVER et alii,1976 e LIPSETT 1982 ).

A interacdo existente entre células tumorais e pla
quetas, células tumorais e parede celular do endotélio de va -
sos , sao fatores importantes no aparecimento das metastases
tumorais a distincia, dependentes de prostaglandinas (HONN et
alii,1983). O cancer de mama ainda esta relacionado, com o de
ovario, endométrio e os sarcomas cerebrais (MAREKS,1981). A au-
séncia de gravidez, primeira gravidez tardia, menopausa tardia,
baixo nGmerc de partos, doengas benignas da mama, tém sido re-
latado como sendo fatores gue favorecem o aparecimento de neo-
plasias malignas da mama (MARKS,1960; MacMAHON et alii, 1970 ;
YUASA & MacMAHON,1970; ANDERSON,1971; LEWINSON & NETO,1971;STAS
ZEWSKI ,1971; LIN et alii,1971; TRICHOPOULOS et alii,1972; Mac—
MAHON et alii,1973; HENDERSON et alii,1974; DE WAARD, 1975 ;CHOI
et alii,1l878; DAY et alii,1878; DE WAARD,1975; PRIOR & WATER -
HBOUSE,1978; TULIKIUS et alii,]1978 e WINDER et alii,1978 a,b).

Um outro fator de risco gue favorece as neoplasias
malignas mamérias, parece ser a ingestao de dietas com um gran
de conteldo de gorduras (CARROLL et alii,l968; STOCKS ,1970; HO
WELL, 1974; CHABON et alii,1974; ARMSTRONG & DOLL,1975; PHOLIPS,
1975; HANKIN & RAWLINGS,1978; HEMS,1978; MILLER et alii, 1978;
NOMURA et alii,1978; PAWLEGA & WALLACE,1980; NIELSEN & HANSON,
1980 e CARROL et alii,1981), a gqual agiria como um agente co -
carcinogénico (WEISBURGER,1980), potencializando a acgdoc de fa-
tores gue interferem no desenvolvimento da carcinogénése mama-~
ria (LAVIK & BAUMANN,1941; CHAN et alii,1975; HRANG et alii,
1975, HOPKINS & WEST,1976; DUPOET et alii,1978; HANKIN & RAW -
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LINGS, 1978; HILLYARD & ABRAHAM, 1979; KNAZEK & LIU, 1979 e EA
LAMEGHAM & CARROLL, 1984).

2.4. A INDUCAC DE KECOPLASIAS.

Os agentes produtores de neoplasias sao classifi-
cados em trés grupocs, os agentes fisicos, os virais e o0s agen-
tes guimicos (GOMEZ & ROSADO,1981).

A descricado de neoplasias malignas induzidas por
agentes fisicos, tem sido relatada j& a partir do inlcio deste
século. VORJAGIE et 2lii(1911) descreveram trés casos de leuce -
mia em radiclogistas. Outro exemplo de neoplasias induzidas no
homem por irradiagaoc, pode ser observado na populagdc sobrevi-
vente da explosdo atdmica das cidades de Hiroshima e Nagasaki
(LAMERTON ,1964). Parece que as radiacbes ionizantes, atacam o
DNA cromossdmico e determinadas proteinas importantes para o re
paro do mesmo {(CLEAVER,]1969 ¢ MORIN et alii,1977).

As neoplasias induzidas por agentes virais, foram
também relatadas desde o inicic deste século. ELLERMAN & BANG
(19068}, produziram leucemia em galinhas sadias, atraves da ino-
culacao de extrato leucémico livre de células e postularam, que
a doenca teria sido produzida por um virus existente no extrato
leucémico. ROUS (1910), obteve sarcomas em galinhas sadias, ino-
culando-as com extrato livre de células de sarcoma de galinha .
BITTNER (1936) , observou gque ratos amamentados por ratas com can
cer de mama, desenvelveram neoplasias e este autor postulou gue
o fator do desenvolvimento da referida neoplasia era de origem
viral.GROSS (1951), cbteve leucemia murina em camundongos sa -
dios, através da inoculacdo de filtrados de células leucémicas
murina. Provavelmente guando o virus oncdgeno infecta as célu -
las ndc tolerantes, ha a multiplicacdo viral no interior destas
células, juntamente com transformacdes morfoldogicas e de cresci
mento, diferentes das células normais, acarretando com isso o©
processo neoplasico (GOMEZ & ROSADO ,1981 e PITOT et alii,b1981).

Nz natureze existe uma série de subst@ncias gue sao
cancerigenas (POTT,1775 e BROOKES & LAWIEZ ,1964). REHE (1895) ,

observou gue trabalhadores gue manipulavam cristais de corante

de anilina, desenvolviam com maior fregquéncia cancer de bexi
ga do gue o resto da populacac normal., YAMAGINA & YCHEIRAWA (1916)
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induziram pela primeira vez a carcinogénese experimental, apli
cando o alcatrao na pele de coelhos. KENNAWAY (1955) ,separou do
alcatrdo o 3,4-benzopirenc e demonstrou gue esta substéancia e-
ra carcinogénica. As substéancias mais usadas experimentalmente
na inducac de neoplasias, s&c a8 nitrosaminas, gue sdo alguilan
tes do radical guanina do DNA (LAWLEY ,1972} e os hidrocarbone-
tos policiclicos, que se unem as células ocasionando © apareci
mento de falsas bases na duplicacdc do DNA, favorecendo ¢ apa-
recimento de mutacbes, o gue explicaria a conversio de uma cé-
lula normal em neoplasica (GOMEZ & ROSADO,1981). Por outro la-
dc FARBER(1980), sugere que todos os agentes guimicos indutores
da carcinogénese atuariam na fase de iniciag3o das neoplasias,
induzindo a formaci3o de células resistentes gue cresceriam em
ambientes desfavoriveis ao crescimento das celulas normais. ES
te mesmo autor ainda sugere trés etapas importantes na fase de
iniciacdo das neoplasias, a inducdo de células resistentes,por
um mecanismo essencialmente irreversivel, a formacac de um es-
timulo para a proliferacdo destas células (por exemplo, via ne
crose de um numerc significativo de células normais vizinhas &
guelas resistentes) e a prolifera¢dc destas células alteradas.

Desde os achados de McCOY (1908}, a morfologia dos
tumores mamarios, induzidos por compostos guimicos em animais
de laboratorio, tem sido estudada intensivamente e a conclusao
geral € gue ndc hd uma classificagdo histologica definitiva pa
ra estes tumores, i& que existe uma grande variagao na morfolo
gia, nao s entre os diferentes tipos de tumores bem como en -
tre os componentes histoldogicos de um mesmo tumor em diferen -
tes pontos (DUNNING et alii,1951; YOUNG et alii,1963; MIDDLE -
TON,1965 ¢ ARCHER & ORLANDO ,1968). KOMITOWSKY et alii (1982) ,
tentaram classificar os tumores mamarios induzidos pelo DMBA em
ratas, usando uma terminclogia histoldogica gue permitisse a com
paracdo destes tumores com os encontrados em mulheres e os di-

vidiram em fibroepiteliais, epiteliais e de tecidos conectivos.

2.5. MITOCONDRIA

A mitocéndria € uma organela celular, formada por
dupla membrana. de lipoproteinas, a externs esta relacionada com

as propriedades de permeabilidade e a interna envia para dentro



da cavidade mitocondrial as cristas mitocondriais ; possuil &ainda
DNZA, matriz mitocondrial e grinulos densos (ESQUEMA 3a) ,(ROO -
DYN, 1968 e SJBSTRAKD & BEBNHARD ,1976). A membrana interna divi
de a organela em dois espacos, © externc (contide entre as duas
membranas} e o interno (circundado pela membrana interna) gque
esta ocupado por material denso, a matriz mitocondrial { ROODYN,
1968). Ainda segundo este autor, as cristas sac consideradas in
vaginacdes de membrana interna, os granulos densos sac agrega-
dos de sais de cdlcio insoliGveis, na forma de hidroxiapatita ,
ou sais de bario, magnésic ou de fosfato. As mitocOndrias de-~
sempenham fungdes vitals para a vida da célula, como a& oxida -
cado dos acidos graxos, respiracac celular, fosforilacado oxida-
tiva, transporte de ions e uma série de reacdes metabolicas (RO
DYK,19268 e BILTUNEK et 21i11,1983). Na membrana interna desta or
ganela, estao localizados os citocromos, algumas desidrogena -
ses e o complexo ATPasico (ESQUEMA 3b)., associados a fosfori-
lacdc oxidativa e na membrana externa esta localizada a monoa-
minooxidase que € uma enzima importante na metabolizacgdao de al
guns compostos com agdo carcinogénica (LEBNINGER,1%76 e DiGIO-
VARYI & JUCHAU,1980).

RACKER (1970) , observou gue vesiculas submitocon -
driais fosforilantes submetidas a tratamento mecanico, de dro-
gas ou enzimdtico dividiam-se em duas fracdes, uma membranosa
gue era deficiente em fosforilar o ADP mas gue ainda assim ca-
talizava o transporte eletrdnico e outra fracado, de natureza pro
teica e solfivel, que catalizava a hidrdlise do ATP mas nao o trans
porte eletrdnico. Esse autor ainda observou gque a combinagao
destas duas fracdes, restaurava a fosforilacao oxidativa e que
esta podia ser desacoplada pelo 2,4~dinitrofencl e inibida pe-
la oligomicina. Em vistas destes resultados, foi observado gue
a membrana mitocondrial contribuia com as enzimas do transpor-
te eletrdnico e que a fracdo proteica solluvel(F,), representa-
va o complexo enzimdtico requerido na hidrdlise do ATP (LEHRIN
GER, 1976} .

0 complexo Fq -ATPasico €& formado por trés compo-
nentes funcionais (ESQUEMA 7b), o fator F; gue é sollvel em a-
gua e responsavel pela atividade catalitica ATPasica, ¢ 'fator
Fg proteclipidico gue atua como canal de prdtons na ‘membrana
interna e sensivel & cligomicina e a diciclohexilcarboimida e
o componente I, um peptideo regulador da sintese do ATP duran-
te a fosforilacao oxidativa (PULLMANN & MONROY,1963; PEDERSEN,
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ESQUEMA 3

~ ESQUEMATIZACAO DA MITCOONDRIA E DO OOMPLEXO APASICO

3z - m = matriz mitocondrial; me = nmembrana externa; md = mem
brana interna; g = granulos densos; ¢ = crista mitoocon -
drial; DA e Fy = particula F,.

3 - or = cadeia resSpivatoria; = fator F o o
(retirado do livro BIOLOGIA CELULAR &8 E.D.P. De Robef-
tis, W.W. Nowinski e F.A. Saez, p.174,1972).

l;E‘ = fator F_,



—-iha

1975; MITCHBELL,1976 e PEDERSEN,1978).

Em geral o conteido de lipidios das células tumo-
rais refletem as alteracdes na composigac das membranas (RUIGGIERT
& FALIARY 1968 a,b e FEO et alii,1%73 a,b).MELNICEK et alii{l877]
examinando possiveis diferencas no estado fisico dos lipidios.
de membranas mitocondriais, na expressao da atividade da ATPase,
de figado de ratos com tumores e sem tumores, observaram gue a
atividade de ligagao da ATPase, com o ATP no material estudado
eram comparaveis e que diferencas na composigcac dos ‘lipidios
das membranas ndo alterava a atividade enzimatica.

Estudos comparativos da ATPase da membrana plasma
tica Mg?+ -dependente de células de figado normal, de figado em
regeneragao e do hepatoma de Yoshida 66, mostraram gue nas cé-
max
da ATPase era menor gue nas células do figado normal ( OHNISHY
et alii,1982; WILKIE et alii,1983}).

Estudo comparative da composicdo dos fosfolipidi-

lulas em regeneracao e nas de hepatoma oKli para o Alr e a V

os das membranas mitocondriais e microssomais de diferentes tu
mores no periodo de diferenciacdo, demonstraram gue as mudan -
cas no conteltdo dos fosfolipidios das mitoctndrias e microsso-
mas eram menores nos tumores do gue nos tecidos normais (TIMO-
FEEVA et alii,1981).

Estudando-se a influéncia da composicao da dieta
lipidica sobre as mitocdndrias de coracao de ratas Sprague-Daw
ley, foi observado que a dieta € um fator determinante signifi
cativo na guantidade das classes dos fosfolipidios das membra-
nas mitoceondriais, que a atividade ATPasica foi em parte deter.
minada pela dieta lipidica e gue os acidos graxos da dieta é
um fator importante desta e de outras fungOes membrana-depen -
dentes {INNIS & CLANDININ,1981 &a,b).

2.6. FATORES RUTRICIORAIS

Em 1929 BURR & BURR cbservaram o aparecimento de
uma nova doenca em ratos, a gual era caracterizada pelos se -
guintes sinais: diminuicao de crescimento do animal, necrose da
cauda, queda de pelos, dermatites generalizados, prolapsc de pé-

nis e morte prematura. Estes autores ainda observaram gue esta nova



doenga era causada por uma deficiéncia de lipidios dietarios
e gue a adigdo de 2% de gordura a dieta prevenia o aparecimen-
to da doenga, chegando mesmo, em alguns casos a cura da mesnma.
Posteriormente, foi observado que a regressac desta doenca, O-
corria ndo s pela adicao de gordura as dietas, mas gque a adi-
cdc de 1% do &cido linoléico era suficiente para gue ocCorresse
a remissac da mesma, introduzindo~se desta maneira o conceito
de acidos graxos essenciais (BOLMAK ,1961; HOHRHAUER & HBOLMAN |,
1963; PASCAUD & LAVABRE,15966; GUARNIERY & JOHNSON,1970 ;BASSAHM,
1977; MacDONALD et alii,1983 e TAHIN,1985) gue naoc sao sinteti
zados pelo organismo, mas incorporados pelos tecidos atraves
da ingestdo dietdria, com funcbes importantes para a wvida da
célula e gue ainda sdo precursores dos acidos graxos poliinsa-
turados das familias n-6 e n-3 (HOLMAN,1961; GUARNIERI & JOHN-
SON,1970; CRAWFORD et 2l1ii,1978 e MacDONALD et &l1ii,1983).

Em humanos o acido linoléico tem papel importante
no desenvolvimentc de funcdes fisioldogicas normais e mesmo em
guadros patoldgicos, como por exemplo doencas cardiovasculares,
doencas aterogénicas, hipertens3o induzida por sodio, diabetes,
aumento da permeabilidade da pele & &gua, aumento de suscepti-
bilidade & infeccdes bacterianas, esterelidade masculina e fe-
minina e carcinogénese mamaria (VLES,1971; VERGROESEN,1977; VIES
& HOUTSMULLER,1977; SANDERS et alii,1978; VLES,1%978; RENAUD et
alii,1%79; McGREGOR et alii,1980 e IRITANI & NARTTA,1984).

Em animais de laboratdrio, tem sido demonstrado gue
os acidos graxos essenciais sdo mais indispensaveis nos ani -
mais jovens do gue nos adultos e gue a guantidade minima ideal
para o desenvolvimento do animal seria de 2% das calorias to-
tais dietarias na forma de acido linoléico (HOLMAN,]1961; GUAR-
NIERI & JOHNSON,1970:; VLES,1971 e PASCAUD,1980). Para o cresci
mento normal e a prevencgadc de doencas dos peixes, o acido lino
lénico & o acido graxo essencial (LEGER,1980 e PASCAUD,1978).

Existem evidéncias, demonstrando que as diferen -
tes familias de acidos graxos poliinsaturados agem antagonica-
mente, n3c apenas em seus papéis bioldgicos como também nos seus
papéis metabdlicos, particularmente na sintese de seus acidos
graxos {(RICHARDSON et 21ii,1962; GARCIA & BOLMAN ,1965 ; BEENKER
& PELUFPO,1966; BRENNER,1969; BRENNER et a2lii,1969; VLES,1971;
VANE ,1971; HASSAM & CRAWFORD,1576; DYERBERG et alii,1978; HAS-
SAM & CRAWFORD,1978; MAZLIAK,1980; LEGER,1980; TARIN et aiii ,
1980; YAD et alii,1980; BASS et a&lii,1981; SCHRIYVER & PRIVETT,
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1982; CHERN & KINSELLA,1983 a,b; EMILSSON & GUDBJARNASON, 1983;
FOJIWARA et alii,1983; MacDONALD et 21ii,1983; OWLIN,1983 e MO
RISAKI et alii,1%83).

TANNENBRUM (1959), foi um dos primeiros pesgulsado
res gue se preocupou com o possivel papel da dieta lipidica no
desenvolvimento da carcinogénese. Mais recentemente, foram pu-
blicados varios trabalhos gue relacionam a ingestao de dietas
ricas em lipidics, tanto em humanos guanto em animais de labo-
ratorioc, com a incidéncia do cancer mamarioc {CARROLL et alii ,
1968 ; DD & ABRRAERM,1975 ¢ 1976; HOPKINS E WEST, 1977 ; ENIG et alii,
1978, CARROLL & DAVIDSON,1982; TAHIN et alii,1982 ; CARROLL,
1983 ; KING et alii,1979 e JUKES,1879).

A ingestao de dietas com quantidades elevadas de
iZcidos graxos poliinsaturados, especialmente do acido linolei-
co, afetam a fase promocional da carcinogénese mamaria induzie-
da pelo DMBA (HOPKINS & WEST,1976; HOPKINS & CARROLL,1979;KING
et a3lii,1979; CHAN & DAD,1981; EL—~KHATIB & CORA,1981; HIIL,Kf1981;
HOPKINS et alii,1981; MLYAMOTO-TLAVER et 21ii,19%981 CARROLL &
DAVIDSON,1982; KIDWELL et alii,1982; KRIPCHEVSKY,1982 e KRIT -
CHEVSKY et &11i,1984), alterando o estado hormonal do animal
de experimentacdoc (CBAN et alii,1975; RNAZEK & LIU,1979, HKAGA-
SAWA ,1979; IP et alii,1980; COHEN,1981; DAVE et alii,1981; YA~
NAT et alii,1981; LIPSETT,1982 ¢ ROGERS et alii,h1982), afetan-
do funcdes enzimaticas especificas que atuam transformando uma
substancia pro-carcinogénica em um carcindgeno ativo (WEINHOUSE,
1955 ; MILLER & MILLER; 1971; MAUGH ,1974 e KRITCHEVSKY,b 1982 ) ,
contribuindo na modificacido do conteundo caldérico (LAVIEK & BAU-
MANN,1941; LAVIK & BAUMAEN,1943; WAXLER et 2lii,1979 e BURRE et
a2lii,1980) cu afetando o sistema imunoldgico ( PACE-ASCIAK &
WOLFE, 1968; HWANG et alii,1975; RAO & ABRAHAM ,1977; DUPONT et
alii,1978, HILLYARD & ABRAHAM,1979; MAHMUD & MIURA,1981 e ABRA
HAM & HILLYARD,1983) via sintese de prostaglandinas dependentes

do conteudo do acido araguidonico.
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3, MATERIAIS E  METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste trabalho, foram utilizadas ratas Sprague-Daw
ley, obtidas do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Facul
dade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericdrdia, da ci-
dade de Sao Paulo.

Estes animais, foram acasalados no Biotério Central
da UNICAMP e para tanto foi utilizado o sistema de harém,segun
do o descrito por PESTING (1976).

As ratas apds o desmame (21 dias de vidal, foram
mantidas em gaiolas (6-8 ratas/gaiola) e alimentadas "ad libi-~
tum" com &gua e a ragdc Probiotério G (Anderson~Clayton), até
o inicio do tratamento com o DMBA e com as dietas contendo 12%
de lipidios.

Estes animais foram mantidos, durante o acasalamen
to a temperatura de 22-239C, com fotoperiodismc de 12 h de luz
e 12 h de escurc. Durante os tempos experimentais (30 e 63 dias)
os mesmos foram mantidos a temperatura ambiente, com aproxima-
damente 18 h de luz e 18 h de escuro.
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3.2. INOCULACAO E TRATAMENTO DIETARIO DOS ANIMAIS

Grupos de ratas (6-8 animais /grupo) com 50-60 dias
de vida, com um peso médio de 125,1 g (13,9)com parasitos con
vencionais do trato intestinal (Syphacia obvelata e Aspicula-

ris tetraptera), foram inoculados i.p. com 1 ml de uma emulsao

placebo (animais controles) ou 1 ml de uma emulsioc contendo 20
mg de DMBA (animais tratados).

Apds a inoculacgao,os grupos de animais controles ou
tratados, foram coclocados para se alimentarem "ad libitum" com

agua e as dietas semi-sintéticas e isocalbricas, durante 30 ou -

63 dias.

3.3. PREPARACA0 DA EMUISAD DE DMBA E DA EMULSAO PLACK-
BO

As emulsdes de DMBA ou de placebo, foram preparadas
segundo o descrito por SCHURR (1979}, com as seguintes modifi-
cagdes: cada 50 ml da emulsdao DMBA continha 0,4 g% de Tween 40
(emulsificante), 1,2 g% de lecitina de soja, 15 g% de Hleo de
soja, 83 g% de agua destilada estéril e 20 mg/ml de DMBA.A eml
sao placebo, continha todos os ingredientes acima descritos,com
excegao do DMBA.

Todas estas substancias foram colocadas em becker e
homogeneizadas em um UIT RA-TURRAX (mod. T 4555 - Nr. 32717 da
Janke ‘e Kunkel)com rota¢do média, durante 3 minutos. Esta ope-
ragao foi repetida com intervalos de 5 minutos de descanso,até
a obtengaoc de uma emulsio perfeita. Posteriormente, este ma
terial foi autoclavado em frascos lacrados, por 15 minutos 3
1109C e em seguida armazenado a 49C, até o momento do uso.

3.4. PREPARACAC DAS DIETAS SEMI-SINTETICAS E ISOCALORICAS
3.4.1. OBTENCAO DO OLECO DE SARDINHA

Para a obtencgdo o Sieo foi usado a sardinha

(5a;§jgegja hiasiliensis Steidachner,1789).

Cada 10 Kg do pescado foi cortado em um corta
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dor industrial (mod. HERMANN}, foi adicionado em seguida 2 1 de
Adgua. Este material foi cozido a 909C por 30 minutos. Apds © co
zimento, foi filtrado (saco de algodido), a fracdo sdlida {(tor -
ta)descartada e a fragao liquida foi adicionada NaCl 1% (acele-
rar a separacac da fragd3c oleosa contida no filtrado), colocada
em um freezer frigorifico a -209C por aproximadamente 18 horas.
A fragao inferior (gelatina) foi desprezada e a fragac superior
(semi-sdlida) de cor amarela, foi adicionada sulfatc de sbdio a
nidro e puro (para absor¢ao da dgua e precipitagac das protei -
nas). O material assim tratado, foi colocado em B.M. a 56%9C,com
agitagd@o ocasional, por aproximadamente 18 horas. Posteriormen-
te, foi filtrado, em gase, a fase inferior descartada e o fil -
trado (6leo de sardinha), foi estocado em frascos ambar a =-209C

at® o momento do usc (ESQUEMA 4).

3.4.2. PREPARACAC DAS DIETAS

Todos os ingredientes que fizeram parte das
dietas semi-sintéticas e isocaldricas, foram pesados individu-
almente em balanca comum (FILIZOLA), misturados por 3 minutos,
em misturador de alta rotagado (STAN-UTIL, mod.TWEEDY). Apds ,
foram acondicionadas, em recipientes plisticos hermeticamente
fechados, armazenadas em seguida a 39C até o momento de uso.

A composicdo dos macro e micro nutrientes das
dietas, bem como as fontes lipidicas das mesmas encontram-se
na TABELA 1.

A TABELA 2 mostra a composigao percentual dos
Zcidos graxos presentes nas dietas Sleo de semente de girassol

ou Oleo de sardinha.

3.5. AMOSTRAS TECIDUALIS PARA OS ESTUDOS HISTOLOGICOS

Ao término de cada experimento (30 ou 63 dias), os
animais foram sacrificados. Foram retirados fragmentos aleatd
rios do tecido mamario dos animais controles ou tratados com
o DMBA, de aproximadamente 1 cmz, gue foram lavados em solu -
cdo de NaCl 0,9 g% gelada e imediatamente fixados em formol -
cBlcio (10 g de acetato de c8lecic:1000 ml de formalina 9 ve -



zes diluida).

Para cada grupo de animais (controles ou tratados cam
DMBA), de cada dieta (Oleo de semente de girassocl ou &leo de sar
dinha) e a cada tempo (30 ou 63 dias) foi feito "pool" do teci-
do fixado. No momento do estudo histologico, foi retirado ale-
atoriamente 3 pedacos de tecido de cada grupo, gue foram inclui
dos em parafina. Este material foi cortado, cortes seriados de
8 um de espessura, corados pela hematoxilina-eosina, segundsc o
descrito por BEHMER et alii (1976). As laminas foram analisa -
das em fotomicroscdpio ZEISS (mod.3), com aumento de 400X.

3.6. OBTEEQEO DAS MITOCORDRIAS DO TECIDO MAMARIO

As mitocOndrias do tecido mamério de ratas (contro -
les ou tratadas com DMBA), foram obtidas segundo BIOCK & FLEISCHER
(1976) , modificado por TAHIN et alii (1981).

Cada grama do tecido mamario foi picado e lavadoe (a
proximadamente 5 vezes), com solucao gelada de NaCl 0,9 g% {(pa
ra retirar o sangue presente}. Em seguida foi adicionado 20ml
da solugao MSE (210 mM de manitol:70 mM de sacarose:0,1 g% de
BSA:3 mM de HEPES:0,1 mM de EDI'A a pH 7,4 ajustado com solugao
de TRIS-HCl 0,1 M pH 8,5). Posteriormente, foi homogeneizdda
em homogeneizador tipo POITER (mod.TE-099 da TECNAL)a baixa
rotagéo com 5 movimentos completos (subida e descida) . Logo a-
pds, foi homogeneizada em homogeneizador do tipo TURRATEC (mod.
TE-102 da TECNAL) a baixa rotagaoc por 10 segundos, com interva
los de igual tempo (todas estas etapas foram realizadas em ba-
nho de gelo). .
' Este homogenato foi centrifugado a 1000rpm/15 minu-
tos/09C, em centrifuga BECKMANN (mod. J2/21 com rotor JA/2G).
0 precipitado (P-1) foi descartadc e o liquido sobrenadante
(LS~1) foi centrifugado a 10.000 rpm/10 minutos/09C. O liguido
sobrenadante (LS-2), resultante desta nova centrifugagao, foi
descartado e o precipitado (P~2), foi lavado 2 vezes com 10 ml
de solugao MSE, nas mesmas condigbes de centrifugacdo j& des -
critas. O liguido sobrenadante (LS-3), foi descartado e opre
cipitade (P~3), foi lavade 1 vez com solugﬁo MS (210 mM de ma
nitcl:70 mM de sacarocse: 0,1 g% de BSA:3 mM de HEPES & pH 7,4 2

-} -
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justado com solugao de TRIS-HC1 0,1 M pH 8,5), nas condigoes
de centrifugagao anteriormente descritas. O liguido sobrenalan
te (LS-4) foi descartado e o precipitado (P-4} foi suspenso em
solugao MS (mitocdndrias), estocado a -209C para anadlises pos-
teriores:dosagem de proteinas, dosagem da ATPase e preparacao

de metil-ésteres (ESOUEMA 5).

3.7. DOSAGEM DE PROTEfNAS

A determinacao do contefido protéico, foi realizada
tendeo como base ¢ método descrito por LOWRY et alii (1951)que
se fundamenta na reagao do reagente de Folin-Ciocalteau (10g
de tungstato de s5dio:1,8 g de Oxido de molibdénio:5 ml de &ci
do fosfbOrico 85 %:75 ml de &gua destilada)com os radicais fend
licos dos residuocs de tirosina, encontrados nas proteinas.

3.8. DOSAGEM DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA ATPase MITOCONDRIAL
DO TECIDO MAMARTO DE RATAS,

A dosagem da atividade especifica da AT'Pase mitocon
drial do tecido mamario de ratas (controles ou tratadas com o
DMBA), foi baseada no tabalho de "PIMENTEL E TAHIN (1980).

A um volume final de 100 ul de mitocondrias suspen-
sas em MS, foi adicionado 0,5 ml do substrato da reagao enzima
tica (6 mM de MgCl,.6H,0:6 mM de ATP em solugac TRIS-HC1 a
pH 8,5), colocada a 379C/10 minutes. A reacgao foi encerrada
com 0,6 ml de uma solugéo de TCA 10%. Posteriormente, foi cen
trifugada, em centrifuga EPENDORFF (mod.3901), a 14.000 rpm/4
minutos/temperatura ambiente. No sobrenadante obtido desta cen
trifugacio (1 ml), foi dosado a qguantidade de foésforo inorgani
co liberado pela reacao enzimatica.

Neste trabalho a atividade especifica da ATPase foi
definida como a guantidade de f£Gsforo inorganico liberado (em
ug), pela guantidade de proteina presente nas amostras (em mg)

por minuto a 37 gC.



3.9. DOSAGEM DO FOSFORC INORGANICO

O fdsforo inorganico, foi dosado segundo o método des
crito por FISKE & SUBBAROW (1925), modificado por TAEIN et alii
(1985).

Para cada 1 ml de amostra, foi adicicnadc 1 ml de so
lugao contendo 4 volumes de molibdato de amdnio 3 g% em  H.SO

3,75 N e 1 volume de solucgac ans ¢*) Os tubos foram vigorosa:le_z}4
te agitados e deixados & temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente, a reagaoc foi lida em espectrofotdmetro -BECKMANN
(mod.24), em cubetas de quartzo, com caminho Optice de 0,5 cm de

espessura a um A= 700 nm.

3.10. EXTRACACO DOS LIPIDIOS DAS MITOCONDRIAS w0 TECIUW mA
MARIO DE RATAS

A extragao dos lipidios mitocondriais do tecido ma-
mério das ratas (controles ou tratadas com o DMBA), foi realiza
da segundoc o método descrito por FOLCH et alii (1951), modifi-
cado por TIETZ .(1970C,).

Para cada 1 ml de suspensao de mitocdndrias em MS
foi adicionado 5 ml de metanol e homogeneizados em homogeneiza
dor TURRAX (mod.TE-102 da TECNAL), na velocidade 3 por 30 segun
dos. O material foi colocado para descansar por 5 minutos, en
banho degelo e toda a operagao novamente repetida., Em seguida,
foi adicionado 20 ml de cloroférmio e homogeneizado nas condi -
g6es anteriormente descritag. Este material foi centrifugado a
15.000 rpm/15 minutos/09C , em centrifuga BECKMANN (mod.J2/21 -
rotor JA/20), para melhor separagéo das fragSes liguidas.

a fragcdo liquida inferior (FLI-1l) foi desprezada (&a-
gua + proteinas) e a fracdo liquida superior (FLS-1) foi adicio
nada 0,2 volumes de solucado de NaCl 0,1M. Em seguida, a FLS-1
foi vigorosamente agitada, por 5 minutos em VORTEX a temperatu-
ra ambiente. Posteriormente foi centrifugada a 10.000 rpm/5 mi
nutos/09C, colocada lentamente em funil de separagaoc por aproxi
madamente 10 minutos. A fase inferior foi recolhida (LIPIDIOS),

{*) A solugac ANS, foi preparada segundo o descrito por TIETZ -
{1970 V.
b
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concentrada em fluxo continuo de nitrogénio e estocada .. em
frascos Gmbar a -209C, até o momento de uso (ESQUEMA 6).

3.11. PREPARACRC DOS HMETIL-ESTERES DOS ACIDOS GRAX0S DOS
LIPIDICS MITOCONDRIAIS

A preparacdo dos metil-ésteres dos &cidos graxos dos
dos lipidios mitocondrais do tecido mamirio das ratas (contro -
les ou tratadas com o DMBA), foi baseada no método de HARTMANK

& LAGO (1973).

Para cada 1 ml de lipidio mitocondrial go tecido
mamario, foi adicionado 5 ml de solugdo de KOH 0,5 N em meta-
nol. Esta mistura, foi colocada em refluxo a 509C/5 minutos,a
pds foi adicionado 15 ml da mistura de esterificagac (60 ml de
metanol:3 ml de H,SO, concentrado:2,0 g de NH4C1) e o refluxo
continuou por mais 3 minutos.

Esta solugdo {metil-&steres dos lipidios mitocondri
ais) foi transferida para o funil de decantacdc e & mesma foi
adicionada 2 a 5 ml de hexano (passagem dos lipidios da fase
aquosa para a fase apolar). Apds vigorosa agitagdo, a fase 1i
quida inferior (FLI-1) foi desprezada, a fase liquida superior
(FLS-1) foi lavada 3 vezes com 50 ml de agua destilada (retira
da de provaveis impurezas). Os metil-ésteres dos AG mitocon-
driais foram filtrados, em Wa,S0, anidro e puro (desidratagéé»
concentrado em fluxo continuo de nitrogénio,scd aquecimento de
579C e em seguida armazenado, em frascos ambar, a -209C (ESQUE

MA 7).

3.12. ANALISE CROMATOGRAFICA DOS METIL-ESTERES DOS ACIDOS GRA
X¥0S DOS LIPIDIOS MITOCONDRIAIS DO TECIDO MAMARIO

A cromatografia gasosa~liguida, dos metil-&steres dos
Zcidos graxes mitocondriais do tecido mamario de ratas (contro -
les ou tratadas com o DMBA), foi baseada no método descrito por
GERHARDT & GEHRRKE (1977).

0 cromatdgrafo utilizado foi o da VARIAN (mod.2440)},



com detector de chama de hidrogénio ionizado , coluna de niquel
de 2m/1/8 de 80-100"mesh" empacotada com 17% de DEGS estabili
zado sobre chromosorb W.H.P.

L temperatura do injetor variava de 215-23092C e a
do detector de 270-2809C. A programagéo da temperatura, duran
te o desenvolvimento do cromatograma, foi inicialmente de 50¢C
e aumentava de 159C/minuto, até uma temperatura final de 2409C.
s velocidades dos gases foram de:nitrogénio {10 ml/15 segundos)
hidrogénio {(17ml/5 segundos) e ar sintético (10 ml/2 segundosi.
A velocidade do papel foi de 1 cm/minuto. _

As amostras dos metil-ésteres dos AG mitocondriais e
os padrdes (Sigma), foram suspensos em 100 ﬂl de clorofdrmio:me
tanol (2:1,v/v). Fei inoculado no cromatdgrafo 1 a 2 ul des-
ta solugdo. Os tempos de retencao dos padroes{ TABELA 3 je das
amostras foram dados em minutos e as areas dos picos foram medi
das , emprégando—se a seguinte formula.

onde:

- . 2
A = Area do pico, expressa e mm .

o
i

base do pico.

")
i

altura do pico.

3.13. AEALISE ESTATISTICA

Para as andlises estatisticas dos resultados encon-
trados, foi empregado o teste "t STUDENT ", segundo SPIEGEL (1972).

Observagbes: a- A dosagem das proteinas mitocondriais, bem como a da a-
tividade enzimdtica, foi realizada individualmente, cou
triplicatas.

b~ Apds foram feitos "pools" das amostras (4-5 amostra/po-
ol), para a extragdo dos lipidios e metilagac dos mes-
mos.

-
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TARELA 1 ., compoSICEO DAS DIETAS.

INGREDIENTES $ PESO Kcal/100g
Sacarose 10,0 .. 41,0
Maizena 28,8 119,0
Caseina 25,0 108,0
o1eo ™) 12,0 112,0
Farinha de trigo 10,0 41,0
Leite em pd integral 10,0 100,0
Mistura Salina(**) 2,0 -
. . - . (***)
Mistura vitaminica 1,0 -
Celulose 1,0 -
Bitartarato de colina 0,2 -
TOTAL 100,0 521,0

(*) dleo de semente de girassol,marca Z2illc (dieta Sleo de se-
mente de girassol) ou 6leo de sardinha (dieta O0leo de sar
dinhal.

(**)Para cada 3 kg de mistura salina tinham-se: 63,4 g de citra
to ferrosc; 660 ml de acido fosforico xaroposo; 480 ml  de
HC1l; 92 g de H,80,; 141 g de carbonato de potassio; 342 g
de carbonato d& magnésio; 111 g de &cido citrico; 2,48 gde
flucreto de sddio; 0,79 g de sulfato manganoso; 0,24 g de
alimen de potdssio e 0,20 g de iodeto de potassio.

(***)Para cada 1000 Xg de dieta tinham-se:. o seguinte complexo

vitaminico: 0,6 g de tiamina-HCl; 0,6 g de riboflavinaUSP;
0,7 g de piridoxina-HCl; 3,0 g de niacina; 1,6 g de panto
tenato de cidlcio; ),2 g de acido £0lico; 0,02 g de bioti-
na; 1,0 g de cianoccbalamina B12 0,1%; 0,016 g de vitami-
na A palmitato 250 cws; 0,001 g de vitamina D hidro;0,005
g de menadiona; 400 g de cloreto de colina SG%; 50 g de
3cido ascorbico e 542 g de sacarose moida.

Observacio: os percentuais dos ingredientes dietirios estdo de acordo cam
as normas do COMMONWEAITH BUREAD OF NUI'RTITION,1979.



TABELA 72

COMPOSICAQ PERCENTUAL (%) DOS ACIDOS GRAXOS

LIPIDIOS

DAS DIFERENTES

DIETAS.

DOos

AG (%)

Dieta 6lec de semente de girassol

Dieta O0leo de sardinha

10:0
12:0
140
16:0
16:1 n—-7
18:0
i8:1 n~9
18:2 n-6
18:3 n~3
20:0
20:1 n~-9
20:4 n-6
20:5 n-3
22:5 n-6
22:6 n~-3
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JABELA 3 -

TEMPO DE REFENCAO DOS PADROES DOS MET IL-EST ERES
DOS ACIDOS GRAXOS.
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hexandicoo
heptandi oo
octandico
octanonoendico
nonanoico
decanbico
decanonoendioo
undecanbico
undecanonoendico
ladrico
dodecanonoendico
miristico
miristoléico
tetradecadiendico
pentadecanbico
palmitico
palmitoleico
heptadecanbion
hexadecadiendico
estedrico
oléeico
nonadecandico
linoléico
eicosandbico
linolenico
eicosamonoendion

eicosatriendico n—9
eicosatriencico n-6

aracuidonico

eicosatriendico n-3

&mmm&m'
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DESCART AR

Wy 3=

SARDINHA (10 Kg) |

Cortador Hermann
+ 21 de agua
909C - 30 minutos
Filtrar

FRAGCEC SOLIDA
(T ORT'A)

DESCARI AR

FILI RADO

| PRACAO LIQUIDA |

+ NWall 1%
~ 209C por £18 h

GELAT INA

FASE INFERIOR

| FRACAO SUPERIOR |

+ sulfato de sddio anidro puro
Filtrar

DESCARI'AR

| GLEO DE _SARDINHA|

ESQUEMA 4 ~ ORENCAO DO OLEC DE SARDINGA



P~1 (descartar)

TECIDO MAMARIO (1g) .

Picado
Lavado + 5x NaCl 0,9 g% gelada

TECIDO MAMARIO

20 ml de MSE

POTTER - baixa rotagac

5 movimentos completos
TURRATEC ~ baixa rotacao

2x 10 seg. {descanso 10 seg)

HOMOGENAT O _J

1000 rpm/15 min./0@C

Ls-1

10.000 rpm/10 min./09C

L5~2 {descartar)

I.s-4 {descartar)

[2-2 ]

Lavar 2x 10 ml MSE
10.000 rpm/10 min./02C

P-3

Lavar 1lx MS
106.000 rpm/10 min./0%C

DOGEEEM TR
PRY EINAS

ESQUEMA 5 -

P-4
+ MS
HMITOCONDRIAS |
1
A PREPARACED DE
A'Pase M TL~-EQ ERES
' DOS  AG

OBFENCAO DAS MITOOONDRIAS DO TECIDO MAMARIO.
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| MITOCONDRIAS EM MS (1 ml) |

FLI~1 {descartar)

_ LIPIDIOS]

[Frs-1]

[FLs-1

ESQUEMA ¢ -

TECIDO MAMARIO.

2% 5 ml de metanol
TURRARX - velocidade 3
30 segundos

5 min., descanso
20 ml clorofdrmio
TURRAX
30 segundos

15.000 rpm/15 min./09C

~ velocidade 3

0,2 vol., NaCl 0,1 M
VORTEX - 5 min.

T emperatura ambiente
10.000 rpm/5 min./09C

FPunil de decantacao
+ 10 min.

EIRACAD DOS LIPIDIOS DAS MITOCONDRIAS DO

-3 -



By 3

[ LIPIDIOS MIT OCONDRIAIS (1 ml)]

5ml KOH 0,5 N em metanol
Refluxo = 5 min -~ 50@C

15 m1 mistura de esterificacgao
Refluxo - 3 min -50¢C

i Solugac de metil-&steres |

!

FLI~1 (descartar)

[F1s-1]

Funil de separagao
2 - 5 ml de hexano
Agitacao vigorosa

3x 50 ml de 3gua destilada
Filtxar em Na,S0, anidro e purc

| Metil-&ster de

AG mitocondrial |

ESQUEMA 5 - PREPARACAD. DOS MEP LL-ESTERES DOS ACIDOS GRAXOS
DOS LIPIDIOS MIFTQCONDRIATS.



4, RESULTADOS

4.1. INGESTAC DAS DIETAS E PESO CORPOREOD

A partir do momento da inoculagdc da emulsao pla-
cebo ou da emulsao contendo 20 mg de DMBA, respectivamente ani
mais controles e tratados, os mesmos foram passados da ragao
normal de biotério (0,35% de gordura animal de origem bovina :
29,7% de gordura originaria de diferentes vegetais), para as
dietas contendo 12% de lipidios totais. A dieta com 12% de O~
leo de semente de girasscl continha, 57% de acido linoléico :
0,5% de acido linoclénico : 2,4% de outros AGPI n-6, —enguanto
que a de Sleo de sardinha continha, 4,7% de Acido linoléico:2,2%
de Acido linolénico : 19,5 % de outros AGPI n-3 (TABELAZ 3).

Trés vezes por semana, foi feito o acompanhamentoda
quantidade de racac ingerida pelos grupos de animais, bem como
a determinacido do peso corpdreo dos animais de cada grupo expe-
rimental {30 ou 63 dias).

Nos grupos de animais de 30 dias de experimento e

alimentados com a dieta Oleo de semente de girassol, nao foram

-33-



observadas nenhuma alteracao significativa na ingestao da die-
ta pelos animais. Os controles ingeriram em média 10,9 g, en -
guanto gue os tratados com o DMBA ingeriram em mé&dia 10,5 g (TA
BELA 4 e FIGURA 1l). Este fato, tambem foi observado com rela -
cac ao peso corpbreo, ja que os animais controles apresentaram
ao final dos 30 dias de experimento, peso médio de 164,3 g, en
guanto gue os tratados tinham peso médio de 167,9 g (TABELA 5
e FIGURA 1 }. Ainda com relagao a esta dieta, foi observadoque
durante os 63 dias de experimento, os animais tratados ingeri-
ram menor quantidade da dieta {(valor médic de 10,4 g), dguandeo
comparados com 08 animais controles (valor médio de 12,1 g) ,mas
esta diferenca naoc foli significativa (TABELA 6 e FIGURA 2)e gque
os animais controles apresentaram peso médio de 166,0 g, enguan
to os tratados pesaram em média 171,9 g, valor este també&m nao
significativo (TABELA 7 e FIGURA 2).

Nos grupos de animais de 30 dias de experimento e
alimentados com a dieta 6leo de sardinha, nao foi observado ne-
nhuma alteragZo significante na ingestac da dieta. Os animais
controles ingeriram em média 9,6 g da dieta, enguanto gue oS
tratados ingeriram em média 9,1 g da dieta (TABELA 8 e FIGURA
3}. Todavia, houve aumento significativo (p<0,05) no pesoc cor-
poreo dos animais tratados e alimentados com esta dieta (peso
médio de 154,4 g}, quando comparados com 05 seus respectivos con
troles, os quais apresentaram um peso médio de 133,0 g (TABELA
9 e FIGURA 3). Ainda com relagdo a esta dieta, foi o©Observado
gque durante o0s 63 dias de experimento, os animais tratados inge
riram em média 11,1 g da dieta, enguanto que os seus controles
ingeriram em média 10,9 g, valor este nado significativo (TABE~
LA 10 e FIGURA 4) e gue os animais controles apresentaram um
peso médic de 166,7 g, enquanto que os tratados tiveram um peso
médio de 170,1 g, diferenga esta também n3o significativa (TABE
LA 11 e FIGURA 4).
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TABELA 4 - VALOR MEDIC DA INGESI'AC (g/dia) DA DIETA OLEO DE
SEMENTE DE GIRASSOL DO GRUPO DE ANIMAIS, DURANTE

30 DIAS.

TEMPO GRUPQ DE ANIMAIS
DIAS CONT ROLES T RAT ADOS
1 10,0 6,5
3 10,4 8,6
7 13,0 11,4
g a,2 9,6
11 7,7 9,2
14 13,2 11,8
16 11,1 10,9
18 11,4 10,0
21 9,4 11,7
23 10,7 10,8
25 10,4 12,1
28 11,9 13,1
30 13,9 10,0
X 19,9 + 1,7 10,5 4+ 1,7

ANIMAIS CON'ROLES: inocalados i.p. com 1 ml da emulsao placebo.
ANIMATS TRAIADOS: inoculados i.p. can 1 ml da emulsao ocontendo 20 mg DMBA.
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TABELA 5 - MEDIAS E DESVIOS-PADREO DO PESO CORPOREC (g) DOs
ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIErz OLEO DE SEMENI'E DE
GIRASSOL, DURANI'E 30 DIAS.

TEMPO GRUPQ DE ANIMAIS

DIAS CONT ROLES T RAT ADOS
0 136,0 + 21,9 145,4 + 15,6
1 139,8 + 19,8 143,3 + 14,2
3 146,6 + 24,0 146,1 + 18,0
7 154,5 + 23,4 147,1 + 21,5
9 159,2 + 22,2 159,0 + 16,9
11 163,1 * 15,9 159,6 + 16,9
14 169,0 + 23,1 167,6 + 19,4
16 169,5 + 23,9 171,2 + 18,9
18 171,2 + 24,8 176,4 + 19,8
21 174,2 + 23,5 180,8 + 19,4
23 176,7 + 25,5 184,0 + 8,6
25 176,6 + 23,4 186,0 + 17,9
28 181,1 + 24,6 190,4 + 18,2
30 183,3 + 25,3 194,4 + 19,4
X 164,3 + 15,1 167,9 + 18,0

ANIMATS CONTROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emlsdo placebo.
ANTMATS TRATADOS: inoculados i.p. can 1 ml da emilsao contendo 20 mg DMBA.
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TABELA 6 - VALOR MEDIO DA INGESTEO (g/dia) DA DIEPA OLEC DE
SEMENC'E DE GIRASSCL DO GRUPO DE ANIMAIS , DURANCE

63 DIAS.

TEMPO GRUPO DE ANIMALS
DIAS CONI ROLES T RAI ADOS
1 i2,9 7,9
3 11,5 8,2
7 13,6 12,8
9 £,6 7,9
11 8,5 10,6
14 14,8 15,1
16 11,7 16,1
18 11,9 10,5
21 11,1 10,5
23 16,4 9.1
25 7.5 8,4
28 18,4 11,3
30 12,5 10,2
32 13,3 2,5
36 7,6 5,8
37 13,1 10,5
39 11,7 10,3
41 13,4 10,7
43 4,9 4,7
45 11,8 5,5
48 15,3 16,5
50 14,6 11,0
52 12,6 6,1
55 8,2 12,4
5% 15,5 15,0
59 16,3 16,1
63 11,6 12,3

3 12,1 + 3,2 10,4 + 3,0

ANIMAIS CONMROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emuls3o placebo.
ANTMAIS TRAIADOS: inoculados i.p. oan 1 ml da emlsdo contendo 20 mg DMRA.
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TABELA 7 - MEDIAS E DESVIOS-PADRAO DO PESC CORPOREO (g) DOS
ANIMAIS ALIMENTADOS COM 2 DIFLA OLEO DE SEMENTE
DE GIRASSOL, DURANTE g3 piIas.

TEMPO GRUPO DE ANIMAIS
DIAS CONI' ROLES T RAT ADOS
0 112,0 + 20,2 126,1 + 6,4
1 114,5 + 22,3 128,2 + 17,9
3 121,2 + 21,8 132,2 +.16,9
7 129,7 + 24,4 139,1 + 19,9
9 137,8 + 25,4 144,7 + 9,8
11 140,3 + 24,1 150,9 + 10,3
14 143,8 + 23,9 154,0 + 12,7
16 150,6 + 24,4 159,0 + 13,7
18 153,4 + 23,3 162,4 + 13,2
21 159,5 + 25,5 161,6 + 15,0
23 163,0 + 25,2 167,7 + 14,4
25 162,4 + 25,1 164,7 + 14,5
28 170,8 + 25,3 174,0 + 13,7
30 171,3 + 24,6 176,6 + 14,2
32 175,8 + 24,8 179,8 + 12,8
36 181,4 + 23,9 184,3 + 13,2
37 183,3 + 24,1 187,3 + 13,7
39 - 186,1 + 23,4 187,7 £ 12,4
41 185,7 + 26,3 10,9 + 12,9
43 176,2 + 23,8 175,6 + 12,1
45 190,6 + 27,8 187,4 + 14,5
43 192,9 + 28,7 195,6 + 14,6
50 190,2 + 23,8 200,8 + 14,1
52 191,7 + 24,2 206,6 + 17,0
55 184,8 + 21,0 198,0 + 12,1
58 191,7 + 23,9 192,0 + 11,3
60 194,8 + 25,2 192,7 + 11,4
63 194,8 + 25,2 192,7 + 11,4
X 166,0 + 25,8 171,9 + 23,2

ANIMAIS CONIROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emlsao placebo.
ANIMATS TRATADOS: inoculados i.p. com 1 ml da emuls3o contendo 20 mg DMBA.
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TABELA 8 - vaLOR MEDIO DA INGESTFZO (g/dia) DA DIETA OLEO DE
SARDINHA DO GRUPO DE ANIMAIS, pURanyg 30 DIAS.

TEMPO GRUPO DE ANIMAIS
DIAS CONT ROLES T RAT ADOS
2 8,6 8,9
4 11,8 5,7
7 9,9 10,3
9 8,4 9,4
11 9,6 9,5
14 9,3 13,1
16 9,8 9,0
18 8,0 8,4
22 10,1 8,9
23 9,7 9,1
25 9,8 9,3
28 13,9 10,2
30 5,9 6,5
X 9,6 + 1,8 9,1 41,7

ANIMATS COMPROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emalsao placebo .
ANIMATS TRITADOS: inoculados i.p. cam 1 ml da enmalsac contendo 20 mg DMBA.



TABELA 9 - MEDIAS E DESVIOS~PADREO DO PESO CORPGOREO (g)
ANIMAIS ALIMENIADOS COM A DIET'A OLEO DE SARDINHA,

DURANTE 30 DIAS.

DOS

TEMPO | GRUPO DE ANIMAIS

DIAS CONT ROLES T RAT ADOS
0 9,8+ 7,2 136,6 + 10,2
2 103,6 + 6,4 110,2 + 26,2
4 95,1 + 5,9 131,0 + 19,6
7 114,8 + 6,2 134,2 + 24,2
9 119,7 + 6,4 144,1 + 17,2
11 126,6 + 7,8 149,2 + 18,1
14 134,5 + 8,8 155,5 + 18,8
16 141,4 + 9,0 159,9 + 18,5
18 146,8 + 11,0 168,0 + 17,4
22 153,6 + 10,1 172,4 + 14,5
23 152,9 £ 10,0 172,7 + 14,7
25 153,4 + 11,5 172,2 + 14,7
28 166,0 £ 11,7 183,5 + 15,1
30 157,3 + 5,7 173,0 + 11,7
X 133,0 £ 23,7 154,4 £+ 21,0

—f -

ANIMAIS CONPROLES: inoculados i.p. cam 1 ml da emilsdo placebo.

ANIMATS TRATADOS: inoculados i.p. com 1 ml da emulsdo contendo 20 mg DMBA.
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TABELA 10 -vALOR MEDIO DA INGESIEO (g/dia) Da DIErA OLEOC  DE
SARDINHA DO GRUPO DE ANIMAIS , DurmpM'E 63 DIAS.

1EMPO GRUPO DE ANIMAIS
DIAS CONT ROLES T RAT' ADOS
1 10,6 7,8
3 10,9 6,7
6 14,2 12,0
8 11,2 8,7
10 11,9 11,1
13 11,0 10,2
15 13,4 8,9
17 9,8 10,0
20 13,2 10,9
22 6,7 10,5
24 9,7 9,6
28 11,3 11,4
29 10,9 10,6
34 8,9 8,0
36 6,3 9,7
38 5,5 4,7
41 14,7 15,8
43 15,3 15,6
45 7,3 7,7
48 10,8 11,9
50 11,7 11,9
52 13,4 15,0
55 10,7 13,7
57 12,7 16,9
59 10,2 12,4
63 12,0 17,4
X 10,9. & 2,5 11,1 + 3,1

—d b

ANIMATS CONIROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emulsao placebo.
ANIMAIS TRA'ADOS: inoculados i.p. com 1 ml da emlsas contendo 20 mg DMBA.
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TABELA 11 - MEDIAS E DESVIOS~PADRAC DO PESO CORPOREO (g) DOS

ANIMAIS ALIMENIADOS COM 2 DIETA OLEO DE SAR -
DINHA, DURBNTE 63 DIAS.

[EMPO GRUPO DE ANIMAIS

DIAS CONI ROLES T REFADOS
0 112,1 + 15,9 126,2 + 16,8
1 113,8 £ 16,4 122,2 + 15,4
3 120,0 + 15,3 126,0 + 13,8
6 125,2 + 18,4 129,4 + 22,8
8 132,0 + 17,2 138,6 + 15,5
10 138,9 + 16,8 143,1 + 16,3
13 144,2 + 15,9 146,4 + 14,7
15 150,5 + 15,9 153,6 + 19,7
17 153,2 + 16,0 151,5 * 15,6
20 155,7 + 15,6 162,0 + 14,8
22 161,3 + 16,2 161,3 £+ 17,0
24 160,8 + 12,4 163,4 = 7,2
28 169,5 + 21,4 173,4 £ 17,1
29 175,8 + 19,5 178,1 + 17,9
30 173,3 + 18,1 179,6 + 18,8
34 177,3 + 19,8 182,9 + 19,5
36 185,3 + 21,0 183,4 + 17,8
38 182,2 + 20,7 182,6 + 20,8
41 178,3 + 28,5 189,4 * 19,3
43 193,1 + 22,5 193,4 + 21,0
45 194,3 + 22,3 192,8 + 21,0
48 191,0 £ 21,1 191,4 + 20,6
50 195,3 £ 22,5 195,4 + 20,3
52 195,8 + 22,7 195,9 + 19,8
55 187,4 + 25,0 196,6 * 19,6
57 203,8 + 22,4 204,4 £ 20,5
59 197,4 + 22,8 201,4 £ 21,7
63 220,5 + 23,3 201,1 £ 21,4
T 166,7 + 28,1 170,1 £ 26,2

ANIMATS CONPROLES: inoculados i.p. com 1 ml da emilsao placebo.

ANIMAIS TRATADOS: inoculados i.p. oo 1 ml da emulsao contendo 20 mg DMBA.
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4.2. ANALISES HISTOLOGICAS

4.2.1. TECIDO MAMARIO DE RATAS CONTROLES ALIMENTADAS COM

A DIETA OLEOC DE SEMENTE DE GIRASSOL OU DIETA OLEC
DE SARDINHA APOS 30 DIAS.

No grupo de animais contrcoles, alimentados com
a dieta Olec de semente de girassol apds 30 dias de experimento,
foram obtidos os seguintes padrGCes histoldgicos: ducto revesti-
do por c&lulas epiteliais, recobertas por células mioepiteliais
(FIGURA 5a) e ducto hiperplasico com luz central patente ou cm
obliteracao da luz- central (FIGURA 5b).

No grupc de animais controles, alimentados com
a dieta 8leo de sardinha apds 30 dias de experimento, foram ob
tidos os seguintes padrdes histoldgicos: ducto revestido por
células epiteliais, recobertas por células micepiteliais (FIGU-
RA 5¢) e ducto com discreta hiperplasia epitelial (FIGURA 5d).

Estes resultados, mostraram gue os animais a-
limentados com a dieta Oleo de semente de girassol, guando com-—
parados com os alimentados com a dieta O0leo de sardinha, apre-
sentaram um padraoc de hiperplasia do tecido mamério mais severo
(FIGURA 5b).

4.2.2. TECIDO MAMARIO DAS RATAS TRATADAS ALIMENTADAS COM

A DIETA OLEC DE SEMENTE DE GIRASSOL OU DIETA OLEO
DE SARDINHA APOS 30 DIAS.

No grupo de animais tratados com DMBA e alimen
tados com a dieta Sleoc de semente de girassol apbs 30 dias de
experimento, foram obtidos os seguintes padrdes histologicosduc
to com discreta hiperplasia epitelial (FIGURA 6a) ou ducto com
intensa hiperplasia epitelial do tipo HEB (FIGURA 6b) .

No grupo de animais tratados e alimentados cam
a dieta 6leo de sardinha apds 30 dias de experimento, foram ob-
tidos os seguintes padrdes histoldgicos: ducto com discreta hi-
perplasia epitelial do tipc HEB (FIGURA 6c) ou nbdulc alveclar
hiperplasico do tipo HAN (FIGURA 6d).

Estes resultados, demonstraram gue O tratamen-

to dos animais com o DMBA, em ambas as dietas, provocou © apare

Y. Oy



cimento de padrdes histoldgicos que variaram desde as hiperpla
sias discretas (FIGURA 6a) até as mais severas, como as do ti-
po HEB (FIGURA 6b e 6¢) ou as do tipo HAN (FIGURA 6b).

4.2_3. TECIDC MAMARIO DE RATAS CONTROLES E TRATADAS ALI-

MENTADAS COM A DIETA GLEC DE SEMENTE DE GIRASSOL
G0 DIPTA SLEC DE SARDYNHZ APGS 63 DIAS,

No grupo de animais controles alimentados
com a dieta Oleoc de semente de girassol apds 63 dias de experi
mento, foi obtido o seguinte padrd@o histoldgico: ducto com disg
creta hiperplasia do tipoc HEB (FIGURA 7a). No grupo de animais
tratados com o DMBA, alimentados com a mesma dieta e no .mesmo
tempo experimental, foi obtido o seguinte padrao histoldgico:
nbdulo alveolar hiperplasico do tipo HAN (FIGURA 6b).

Ko grupo de animais controles alimentados
com a dieta Gleo de sardinha apds 63 dias de experimento, foi
obtido o seguinte padrao histoldgico: ducto revestido por célu
las epiteliais, recobertas por cé&lulas miocepiteliais (FIGURA
7c}. No grupo de animais tratados.com DMBA, alimentados com
a mesma dieta e no mesmo tempo experimental, foi obtido o se
guinte padrao histologico: ducto com vacuolizag@o citoplasmati
ca por atividade secretora (FIGURA 74).

Estes resultados, demonstraram gque agueles
animais, controles ou tratados com DMBA, alimentados com a die
ta Oleo de semente de girassol apds 63 dias de
experimento, apresentaram alteragdes histoldgicas mais severas
do que os que se alimentaram com a dieta Oleo de sardinha no

mesmo periodo de tempo.

- 8 -
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FIGURA 5z - RaAr'a CONI'ROLE, ALIMENTADA COM A DIETA OLEO DE
SEMENT'E DE GIRASSOL APGS 30 DIAS. DUCTO (d)
REVEST IDO POR CELULAS EPITELIAIS ( ¢ ), RECOBER
T2 POR CELULAS MIOEPITELIAIS ({4 ).H.E. (400X).

FIGURA 50 - RATA CONIROLE,ALIMENIADA COM A DIETA OLEO DE
SEMENI'E DE GIRASSOL APOS 30 DIAS. DUCTO ( 4 )
HIPERPLASICO COM LUZ CENI'RAL PATENTE (lado de
baixo da foto) OU HIPERPLASICO COM OBLIT ERAGCAO
DA LUZ CENCRAL (lado de cima da foto) .H.E. (400%).

FIGURA H5c - RATA CONPROLE,ALIMENTADA COM A DIETA OLEC DE
SARDINHA AP(GS 30 DIAS. DUCTO ( 4 ) REVESTIDO
POR CELULAS EPITELIAIS ( § ),RECOBERTA POR CE-
LULAS MIOEPITELIAIS (}} }. H.E. (400X).

FIGURA 5a- RATA CON'ROLE, ALIMENTADA COM A DIETA OLEO DE
SARDINHA APOS 30 DIAS. DUCTO ( d ) COM DISCRE
TA HIPERPLASIA EPITELIAL: H.E. (400X).
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FIGURA 6a

FIGURA bb

FIGURA 6e

FIGURA 64

RATA TRATADA COM DMBA E ALIMENIADA COM A DIETA
OLEC DE SEMENTE DE GIRASSOL APGS 30 DIAS. DUC
TOS (d) COM DISCRETA HIPERPLASIA EPITELIAL (la
do de cima da foto). H.E. (400X).

RATA TRATADA COM DMBA E ALIMENI'ADA COM A DIETA
OLEC DE SEMENTE DE GIRASSOL APOS 30 DIAS. DUC
TO (d) COM DISCRET'A HIPERPLASIA EPITELIAL DO
TIPO HEB. H.E. (400X). '

RATA TRATADA COM DMBA E ALIMENI'ADA COM A DIETA
OLEO DE SARDINHA APOS 30 DIAS. DUCTO (d) COM
DISCRETA HIPERPLASIA EPITELIAL DO TIPO HEB. H.E.
(400X) .

RAT A TRATADA COM DMBA E ALIMENTADA COM A DIETA
OLEC DE SARDINHA APOS 30 DIAS. NODULO ALVEOLAR
(NA) HIPERPLASICO DO TIPO HAN. H.E. (400X).
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FIGURA 7a

FIGURA 7b

FIGURA 7¢

FIGURA 74

RATA CONI'ROLE, ALIMENTADA COM A DIETA OLEO DE
SEMENTE DE GIRASSOL APOS 63 DIAS. DUCTO (d)COM
DISCRETA HIPERPLASIA DO TIPO HEB. H.E. {400X).

RATA TRATADA COM DMBA E ALIMENTADA COM A DIETA
OLEO DE SEMENT'E DE GIRASSOL APOS 63 DIAS. NODU
10 ALVEOLAR (NA) HIPERPLASICO DO TIPO HAN.H.E,
(400%) .

RATA CONT ROLE, ALIMENPADA COM A DIETA OLEO DE
SARDINHA 2P0S 63 DIAS. DUCFO (d) REVESTIDO
POR CELULAS EPITELIAIS ( } ), RECOBERTAS POR CE
LULAS MICEPITELIAIS (}4). H.E. (400X).

RATA TRATADA COM DMBA E ALIMENTADA COM A DIETA
OLEO DE SARDINHA APOS 63 DIAS. DUCTO {(d) COM
VACUOLIZAGCAO CITOPLASMAT ICA (VC) POR AI' IVIDADE
SECRETORA. H.E. (400X).



-55.

4.3, ATIVIDADE ESPECIFICA DA ATPASE MITOCONDRIAL DO TECIDO MA-
MARTC DE RATAS CONTROLES OU TRATADAS CON DMBA.,

4.3.1. RATAS ALIMENTADAS COM A DIETA OLEC DE SEMENTE DE
GIRASSOL.

ks mitocdndrias do tecido mamario das ratas
tratadas com o DMBA e alimentadas com a dieta Oleo de sementede
girassol apds os 30 dias de experimento, apresentaram uma ati-
vidade especifica da ATPase 92% superior ao seu respectivo con
trole (TABELA 12 e FIGURA 8) , valor este significante ao nivel
de 1% (TABELA 13). Apbs os 63 dias, a atividade especifica des
ta enzima no tecido mamario das ratas tratadas com o DMBA e ali
mentadas com a mesma dieta , foi 88% superior ao seu respectivo
controcle (TABELA 12 e FIGURA 8) , wvalor este significativoex>n§
vel de 1% (TABELA 13).

Ratas controles apos 63 dias de experimento
alimentadas com esta dieta, apresentaram a atividade especifica
da ATPase mitocondrial do tecido mamirio 134% superior &s ratas
controles de 30 dias de experimento (TABELA 12 e FIGURA 8) ,va
lor este significativo ao nivel de 1% (TABELA 13). OQuando _foi
comparado a atividade enzimatica especifica da ATPase do teci-
do mamario das ratas tratadas , alimentadas com esta dieta ap0s
os 63 dias de experimento com a das ratas controles apbs os 30
dias de experimento, notou-se gue a atividade especifica desta

enzima no tecido mamdrio das ratas tratadas com o DMBA apbs O0s

63 dias foi 342% superior a das ratas controles apds os 30
dias de experimento (TABELA 12 e FIGURA 8) , valor este signifi-
cativo ao nivel de 1% (TABELA 13). Do mesmo modo, gquando foi

comparada a atividade especifica desta enzima no tecido mamario
de ratas tratadas com DMBA e alimentadas com esta dieta apds os
63 dias de experimento e a das ratas tratadas com DMBA e alimen
tadas com a dieta apbs os 30 dias de experimento, foi observado
gue as ratas tratadas com o DMBA e apds os 63 dias, apresentaram
uma atividade especifica da enzima 130% superior a das tratadas
apds os 30 dias de experimento (TABELA 12 e FIGURA 8} , valor
significativo ac nivel de 1% (TABELAL3).
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TABELA 17 - AT IVIDADE ESPECIFICA DA ATPase MITOCONDRIAL DO TE-
CIDO MAMARIO DE RATAS ALIMENIADAS COM A DIFTZ OLEO
DE SEMEN'E DE GIRASSOL, APSS 30 OU 63 DIAaS.

_TEMPO (p1As)

30 63
CON'ROLES ~ TRAADOS CON'ROLES T RACADOS
AE. 17,2+ 6,4 33,1+ 21,4 40,3 + 12,0 76,0 + 19,2
(16) (16) (8) (7N
A.E. = atividade especifica (yg Pi liberado/mg proteina/min. a 379C..

ANIMATS CON'ROLES: inoaulados i.p. o 1 ml da emulsao placeho.
ANIMATS TRATADOS: inoculados i.p. can 1 ml da emilsdo contendo 20 mg DMBA.

{ ) Os nimeros entre parénteses indicam a quantidade de animais usados em
cada experimento.
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FIGURA 8 - ArTVIDADE ESPECIFICA (A.E.) DA ATPase MITOCONDRIAL
DO TECIDO MAMARIO DE RA'AS CONPROLES ( [)) ETRA
TADAS OOM DMBA ( £Z4 ), ALIMENCADAS QOM A DIFTA
OLEO DE SEMENTE DE GIRASSOL APOS 30 GU 63 DIAS.
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TABELA 13 - TESTE DE STUDENT ‘PARA COMPARACKO DA AT IVIDADE ES
PECIFICA DA ATPase MIT OCONDRIAL DC TECIDO MaMA -
RIO DE RATAS CONI'ROLES (C) OU TRATADAS COM O DMBA
(T), ALIMENTADAS COM A DIETA OLEO DE SEMEN'E DE
GIRASSOL APOS 30 OU 63 DIAS.
TEMPO  (pias)
30 63
CONDIQOES DO
TETE Gl t Gl t .
* * %
T c 30 2,74(**) 14 3,940 %)
4 81(**)
T63 b 4 030 22 '
: - 22 4,220"%)
Tez X Tap ’

(**) significativo ac nivel de 1%.



4.3.2. RATAS ALIMENTADAS COM A DIETR OLEC DE SARDINHA.

As mitocOndrias do tecido mamario das  ratas
tratadas com o DMBA e alimentadas com a dieta 6leo de sardinha,
apds os 30 dias de experimento, apresentaram uma atividade espe
cifica da Al'Pase 7% superior ac seu respectivo controle (TABELA
14 e FIGURA 9}, valor este estatisticamente nao significativo
(TABELE 13). Apds os 63 dias, a atividade especifica desta en-
zima no tecido mamario das ratas tratadas com o DMBA e alimenta
das com a mesma dieta, foi 18% superior ao seu respectivo con -
trole (TABELA 14 e FIGURA 9) , valor este também estatisticamen
te nao significativo (TABELA 15).

' Ratas controles apds 63 dias de experimento e
alimentadas com esta dieta, apresentaram a atividade especifica
da ATPase mitocondrial do tecido mami@rio 34% superior as ratas
controles de 30 dias de experimento (TABELA 14 e FIGURA 9), Va
lor este estatisticamente n3o significativo (TABELA 15). Quan-
do foi comparadc a atividade especifica da ATPase do tecido ma-
mario de ratas tratadas , alimentadas com esta dieta apds 63 dias
de experimento com a das ratas controles ap0s os 30 dias de ex-
perimento, notou-se que a tividade especifica desta enzima no
tecido mamario das ratas tratadas com DMBA e alimentadas com es
ta dieta apds os 63 dias de experimento foi 57% superior a das
ratas controles apds os 30 dias de experimento (TABELA 14 e FI
GURA 9 ), valor este significativo ao nivel de 1% (TABELA 15).
Do mesmo modo, guando foi comparada a atividade especifica des
ta enzima no tecido mamadrio de ratas tratadas com DMBA e ali -
mentadas com esta dieta apds os 63 dias de experimento e a das
ratas tratadas com DMBA e alimentadas com esta dieta apds 0s
30 dias de experimento, foi observado gue as ratas tratadas com
o DMBA e apds os 63 dias, apresentaram uma atividade especifica
da enzima 47% superior &s tratadas apds os 30 dias de experimen
to (TARELA 14 e FIGURA 9) , valor este significativo ao nivelde
1% (TABELA 15).
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TABELA 14 - ATIVIDADE ESPECIFICA DA .ATPase MITOCONDRIAL DO TE
CIDO MAMEARIO DE RATAS ALIMENTADAS COM A DIE'A O-
LEC DE SARDINHA, APOS 30 OU 63 DIAS.

TEMPO  (p1as)

30 63
CONI'ROLES T RAI ADOS CONL ROLES T RAI ADOS
A.E, 37,6 £ 9,2 40,2 * 16,0 50,3 + 25,8 59,2 + 15,3
(14) (14) (8) (7
A.E, = atividade especifica (ug de Pi liberado/mg proteina/min. a 379C).

ANIMATS CON'ROLES: inoculados i.p. can 1 ml da emilsao placebo.

ANIMATS TRATADOS: inoculados i.p. oo 1 ml da emilsdo contendo 20 mg DMBA.

{ ) Os nimeros entre parénteses indicam a qantidade de animais usados en ca-
da experimento.
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FIGURA § - ATIVIDADE ESPECIFICA (A.E.) DA ATPase MIIO-
CONDRIAL DO TECIDO MAMARIO DE RAIAS CON'RO-
IES ([J Y ETRAPADAS COM DMBA { ) ,ALI-
MENPADAS COM A DIPrA OIFO DE SARDINHA APGS
30 OU 63 DIAS.



TABELA 15 - TESTE DE STUDENT PARA COMPARACAO DA ArIVIDADE ES
PECIFICA DA ATPase MITOCONDRIAL DO TECIDO MAMARIO
DE RATAS CONIROLES (C) OU TRATADAS COM DMBA (T),
ALIMENTADAS COM A DIETA OLEO DE SARDINHA APOS 30
OU 63 DIAS. '
TEMPO _ (p1as)
30 63
CONDIQOES DO
TEXE Gl t GL t
T x C 26 0,47 13 0,62
Cey X 030 - - 20 1,30(**)
I1‘6_3 x C30 - - 19 3,20 (*%)
T63 x T3O - - 19 2,81

i 2 -

(**) Significativo ao n_:‘{vel de 1%.



4.4, COMPARACAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA ATPase MITOCONDRIAL
DO TECIDO MAMARIO DE RATAS CONTROLES OU TRATADAS COM DMBA,
'NTADAS COM A DIETA OLEO DE SEMENTE DE GIRASSOL OU OM

DIETA OLEO DE SARDINHA APOS 30 OU 63 DIAS.

0 grupo de animais controles alimentados com & die
ta &leoc de sardinha apés os 30 dias de experimento apresenta -
ram uma atividade especifica da ATPase mitocondrial do tecido
mamario 118% superior aos controles alimentados com a dieta o=
iec de semente de girassol (FIGURA 10), valor este significati
vo ao nivel de 1% (TABELA 16), enguanto gue apos os 63 dias de
experimento, os animais alimentados com a dieta oleo de sardi-
nha, apresentaram a atividade especifica da enzima 24% supe -
rior aocs controles alimentados com a dieta 6leo de semente de
girassol (FIGURA 10), valor este estatisticamente nao signifi-
cativo (TABELA 16). |

O grupo de animais tratados com o DMBA e alimenta
dos com a dieta 6lec de sardinha apds os 30 dias de experimen-
to, apresentaram uma atividade especifica desta enzima 21% su-
perior a dos tratados e alimentados com a dieta cleo de semen-—
te de girassol (FIGURA 10), valor este estatisticamente n&;s@ﬁ
nificativo (TABELA 16), ao passo gue apOs os 63 dias de experi
mento, os animais tratados e alimentados com a dieta .0leo de
semente de girassol, apresentaram uma atividade especifica pa-
ra esta enzima 28% superior aos tratados com o DMBA e alimenta
dos com a dieta &leo de sardinha (FIGURA 10), valor este esta-

tisticamente n3oc significativo (TABELA 16).
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TABELIA 16 - TESC'E DE SPUDENF PARA COMPARAGAO DA AT IVIDADE ES
PECIFICA DA ATPase MITOCONDRIAL DO TECIDO MAMARIO
DE RATAS CONI'ROLES (CS) E TRATADAS (TS)E ALIMENTA
DAS COM A DIETA OLEQO DE SARDINHA APOS 30 OU 63DIAS
OU RATAS CONI'ROLES (CG) E TRATADAS COM DMBA (TG) E
ALIMENIADAS COM A DIETA OLEOC DE SEMENTE DE GIRASSOL

NOS MESMOS TEMPOS EXPERIMENIAILS.

CONDICOES DO TESTE GL t
cS,;, X CGy 28 6,1
CS., % CSgq 14 1,2
TSSO b4 TG3O 28 0,8
TGgy x TS, 12 1,5

(*¥*) Significativo ao nivel de 13.
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4.5. ANALISE DA COMPOSICAO PERCENTUAL DOS ACIDOS GRAXOS DOS LI~
PIDIOS MITOCONDRIAIS DO TECIDO MAMARIO DE RATAS CONTROLES
OU TRATADAS COM DMBA, ALIMENTADAS COM A DIETA OLEQC DE SE-
MENTE DE GIRASSOL OU DIETA OLEO DE SARDINHA APOS 30 OU 63
DIAS.

4.5.1. DIETA OLEO DE SEMENTE DE GIRASSOL

Quando foi comparado, o percentual de incorporagao
dos acidos graxos saturados (AGS) pelos lipidios mitocondriais
do tecido mamirio de ratas controles alimentadas com esta dieta,
apds 63 dias com o grupo de 30 dias de experimento, foi observa
do:

a) decréscimo na incorporagao pelos lipidios mito-
condriais dos AGS (TABELA 17) heptandico(7:0), nonandico (9:0) e
undecandico (11:0);

b) aumento da incorporagdo pelos lipidios das mito
condrias dos AGS (TABELA 17) miristico(14:0) e palmitico (16:0)}

Estes resultados mostraram um decréscimo de 8% no

" percentual total de incorporacdc dos AGS, pelos lipidios mito-
condriais do tecido mama3rio das ratas controles.alimentadas com
esta dieta apds os 63 dias de experimento (FIGURA 11).

Quando foi comparado © percentual de incorporagao
dos AGS pelos lipidios mitocondriais do tecido mamadrio das ra-
tas tratadas com DMBA alimentadas com esta dieta, com OS seus
respectivos controles, foi observado:

a) apts os 30 dias de experimento, decréscimo na
incorporagao pelos lipidios da organela do AGS, caprdico(6:0) ,
heptandico e miristico (TABELA 17); aumento na incorporagao do
dcido lafirico (12:0) e palmitico(TABELA 17), resultando no de-
créscimo de 30% do percentual total de incorporagac dos AGS, pe
los lipidios mitocondriais do tecido mamdrio das rata tratadas
com DMBA (FIGURA 11);

b) apos os 63 dias de experimento, decréscimo na
incorporacao pelos lipidios mitocondriais do tecido mamaric do
dcido miristico (TABELA 17),que resultou no decrescimo de 20%
no percentual total de incorporagdo dos AGS pelos lipidios mito
condriais do tecido mamirio das ratas tratadas pelo DMBA (FIGU-
RA 11).



Quando foi comparado, o percentual de incorpora -
¢ao dos acidos graxos moncinsaturados (AGMI) pelos lipidios das
mitocdndrias do tecido mamarioc das ratas controles alimentadas
com a dieta 0Oleo de semente de girasscl, apds os 63 dias de ex
perimento com 0 grupo de 30 dias, foil observado:

a) decréscimo na incorporacac pelos lipidios da
organela dos AGMI (TABELA 17) heptamonoendico({7:1}, octamonoe-
noico(B:1}, decamonoenocico{ilf:1} e dodecamonoendico(l2:1); -

b} aumento da incorporaclo pelos lipidios mitocon
driais dos AGMI (TABELA 17) palmitoléico(l6:1n-7), oléico{18:1
n-9) e eicosamonoendico (20:1n-9).

Estes valores, resultaram no decréscimo de 52% no
percentual total de incorporacdac dos AGMI, pelos lipidios mito
condriais do tecido mamario das ratas controles (FIGURA 12).Quan
do foi comparado o percentual de incorporacdo dos AGMI pelos l1i
pidios das mitocOndrias do tecido mamario de ratas tratadas com
o DMBA, alimentadas com esta dieta com os seus respectivos con
troles, foi observado:

a) apos os 30 dias de experimento,decréscimo na
incorpocracédo pelos lipidios das mitocdndrias dos AGMI hepta e
octamonoenoico; aumento na incorporacido pelos lipidios das mi-
tocdndrias dos adcidos graxos deca, dodecamonoendico e palmito-
léico (TABELA 17), resultando no aumento de 29% no percentual
de incorporacac dos AGMI totais (FIGURA 12) peloés lipidios da
organela dos animais tratados com DMBA;

b) apbs os 63 dias de experimento foi observado ,
decréscimo na incorporacgao pelos lipidios das mitocdndrias dos
acidos miristoléico{l4:1) e eicosamonoendbico{20:1)}; ‘aumento na
incorporacdo pelos lipidios das mitocondrias dos acidos graxos
palmitoleico e oleico (TABELA 17}, qgue resultou no aumento de
51% no percentual de incorporagac dos AGMI totais (FIGURA 12 )
pelos lipidios da organela dos animais tratados com DMBA.

Na comparacdc do percentual de incorporacado dos a
cidos graxos poliinsaturados n-6 (AGPIn-6), pelos lipidios das
mitocOndrias do tecido mamario dos animais controles alimenta-
dos com a dieta Oleo de semente de girassol, apds 63 dias com
o grupo de 30 dias de experimento foi observado:

a) decrescimo na incorporacdc pelos lipidios da or
ganela do acido eicosatriendico(20:3n-6); aumento na incorpora
¢ao pelos lipidios mitocondriais dos acidos graxces (TABELA 17}

linoléico(18:2n-6) e araquiddnico{20:4n-6), que resultou no au
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mento de 30% na incorporacac dos AGPI n-6 totais peles lipidios
mitocondriais do tecido mamdrio dos animais controles apos 63
dias (TABELA 13).

Quando foi comparadoc © percentual de incorporagac
dos AGPI n-6, pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario de
ratas tratadas com DMBA alimentadas com esta dieta com os seus
respectivos controles, foi observado que:

a) apds os 30 dias de experimento, decréscimo na
incorporacdo pelos lipidios da organela do acido araguiddonico
{20:4n-6); aumento na incorporacdo pelos lipidios das mitocdn -
drias (TABELA 17) dos acidos linoléico e docosapentaendico  (22:5
n-6), resultando nc aumento de 44% no percentual de incorporé -
cdo dos AGPI n-6 totais (FIGURA 13), pelos lipidios da organela
do tecido mamario dos animais tratados com DMBA;

b) apbs os 63 dias de experimento, aumentc na in -
corporacio pelos lipidios das mitocdndrias dos acidos graxos(TA
BELA 17) linoléico, eicosatriendico e docosapentaencico 2:5n-6),
resultando o aumento de 66% no percentual total de incorporacao
dos AGPIn-6, pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario (FI
GURA 13) das ratas tratadas com DMBA.

Na comparacdoc do percentual de incorporacg&o dos a-
cidos graxos poliinsaturados n-3(AGPIn-3), pelos lipidios  das
mitocéndrias do tecido mamario dos animais controles alimenta -
das com a dieta &leo de semente de girassol, apbos 63 dias com o
grupo de 30 dias de experimento, foi observado:

a) aumento na incorporacdoc pelos lipidios da orga-
nela dos seguintes AGPI n-3 (TABELA 17), acido linolénico {18:3
n-3), eicosatriendico, eicosapentaendico (20:5n-3) e docosahexae
nbico {22:6n-3}, resultando no aumento de 59% na Aincorporacao
dos AGPI n-3 totais, pelos lipidios mitocondriais do tecido ma-
mairio dos animais controles apds os 63 dias de experimento (FI-
GURA 14). )

guando foi comparado o ipercentual de .incorporagao
Gos AGPI n-3 pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario de
ratas tratadas com DMBA, alimentadas com esta dieta, 'com 0OS seus
respectivos controles, foi observado:

a) apbs os 30 dias de experimento, aumento na in -
corporacio pelos lipidios mitocondriais dos acidos eicosatrie -
noico (20:3n-3) e docosahexaendico (TABELA 17), resultando no
aumento de 13% na incorporacdo dos AGPI n-3 totais pelos lipi -

dios da organela (FIGURA 14) do tecido mamario das ratas trata-
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das;

b) apds os 63 dias de experimento, decréscimo na
incorporacio Ppelos lipidios mitocondriais do tecido mamario dos
AGPI n-3 linolénico, eicosatriendico, eicosapentaendico e doco
sahexandico (TABELA 17), resultando no decréscimo de 48% no per
centual de incorporacdo dos AGPI n-3 totais pelos lipidios das
organelas dos animais tratados com DMBA (FIGURA 14).

4.5.2. DIETA OLEO DE SARDINHA

ouando foi comparado, o percentual de incorporagao
dos acidos graxos saturados (AGS) pelos lipidios mitocondriais
do tecido mamario de ratas controles alimentadas com esta die-
ta, apds os 63 dias de experimeﬁto com o grupo de 30 dias de
experimento, foi observado:

a) decréscimo na incorporacac pelos lipidios mito
condriais do tecido mamario dos seguintes AGS, heptanoico, no-
nandoico, undecandico e laurice (TABELA 18);

b) aumento na incorporacdo pelos lipidios mitocon
driais do tecido mamario dos seguintes AGS (TABELA 18), miris-
tico, palmitico e estearico(18:0).

Estes valores mostraram um decréscimo de 4% no per
centual total de incorporacdo do AGS, pelos lipidios mitocon -
driais do tecido mamaric das ratas controles, alimentadas com
esta dieta apds os 63 dias de experimento (TABELA 15).

Quando foi comparado o percentual de incorporacao
dos AGS pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario de ra-
tas tratadas com DMBA e alimentadas com esta dieta, COm 05 seus
respectivos controles, foi observado:

a) apds os 30 dias de experimento, decréscimo na
incorporacio pelos lipidios mitocondriais dos AGS heptandico ,
nonandico, lalrico e palmitico (TABELA 18}; aumento na incorpo
racdo do acido undecandico, resultando no decréscimo de 23% no
percentual total de incorporacdo dos AGS pelos lipidios mito -
condriais do tecido mamario das ratas tratadas com DMBA (FIGU-
RA 15);

b) apds os 63 dias de experimento, decréscimo na
incorporacgio pelos lipidios mitocondriais dos AGS heptandico ,

nonandico, undecandico e lalrico (TABELA 18); aumento na incor
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poracdo do acido graxo estearico, resultando no decréscimo de
21,4% no percentual total de incorporac¢ao dos AGS pelos lipi -
dios mitocondriais do tecido mamario de ratas tratadas com DMBA
(FIGURA 15).

guando foi comparado, © percentual de incorpora -
cio dos aAcidos graxos monoinsaturados (AGMI) pelos lipidios das
mitocondrias do tecido mamdrio das ratas controles alimentadas
com esta dieta, apds os 63 dias de experimento com o grupo de
30 dias, foi observado:

a) decréscimo na incorporacao pelos lipidiosda or
ganela dos AGMI, hepta, octa, undeca e dodecamonoenoico (TABE-
la 18);

b) aumento na incorporacdo pelos lipidios da orga

nela dos AGMI, decamonocendico, palmitoléico e oléico (TABELA 18).

Estes valores resultaram no decréscimo de 20,5%
no percentual total de incorporagao dos AGMI pelos lipidios mi
tocondriais do tecido mamario das ratas controles (FIGURA 16).

guande foi comparado o percentual de incorporagao
dos AGMI pelos lipidios das mitocdndrias do tecido mamario de
ratas tratadas com DMBA, alimentadas com esta dieta con&oséeus
respectivos controles, foi observado:

a) apdés os 30 dias de experimento, decréscimo na
incorporacgdc pelos lipidios das mitocondrias do AGMI heptamo -
noenéico (TABELA 18): aumento na incorporacaoc dos AGMI, undeca
dodeca e miristoléico, nao resultando nenhuma diferenca signi-
ficativa na percentagem total de incorporacdc dos AGMI pelos 1i
pidios mitocondriais da organela do tecido mamario dos animais
tratados com o DMBA ({(FIGURA 16} ;

b) apds os 63 dias de experimento, decréscimo na
incorporacgdo pelos lipidios das mitocdndrias dos AGMI hepta,oc
ta, deca, dodecamonoendico e miristoléico (TABELA 18) ; aumento
na incorporacdo dos AGMI palmitoléico, oléico e eicosatriendi-
co (TABELA 18), ndo resultando nenhuma diferenca significativa
na percentagem total de incorporagac dos AGMI pelos lipidios
mitocondriais da organela do tecido mamario dos animais trata-
dos com DMBA {FIGURA 16).

Na comparagéo do percentual de incorporagéo dos é
cidos graxos poliinsaturados n-6 (AGPIn-6), pelos lipidios das
mitocdondrias do tecido mamario dos animais controles alimenta-
dos com esta dieta, apds os 63 dias com o grupo de 30 dias de

experimento, foi observado o aumento na incorporacdo pelos li-
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pidios mitocondriais dos AGPI n-6 linoléico, eicosatriendico e
araguiddnico (TABELA 18), resultando no aumento de 190% na in-
corporacdo dos AGPI n-6 totais pelos lipidios mitocondriais do
tecido mamario dos animais controles apos os 63 dias (FIGURA 17).

puando foi comparado o percentual de incorporagao
dos AGPI n-6, pelos lipidios mitocondriais de ratas tratadas
com DMBA, alimentadas com esta dieta com os seus respectivos con
troles, foi observado:

a) apds os 30 dias de experimento, decréscimo na
incorporacio pelos lipidios mitocondriais dos acidos graxos 1i
noléico e docosapentaendoico (TABELA 18); aumento na incorpora-
cdo pelos lipidios mitocondriais dos dcidos araquiddnico e do-
cosatetraendico (TABELA 18}, resultando no aumentc de 20% no
percentual de incorporacao dos AGPI n-6 totais (FIGURA 17) pe-
los lipidios da organela do tecido mamario das ratas tratadas
com DMBA;

b) apés os 63 dias de experimento, aumento na in-
corporacio pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario dos
AGPI n-6 aragquiddnico e docosatetraendico (TABELA 18), resul -
tando no aumento de 52% no percentual total de incorporacao dos
AGPI n-6, pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario (FIGU
RA 17) das ratas tratadas com DMBA.

Na composicdo do percentual de incorporacao dos a-
cidos graxos poliinsaturados n-3 {AGPI n-3), pelos lipidios das
mitocondrias do tecido mamario dos animais controles alimenta-
dos com esta dieta, apbs 63 dias de experimento com o grupo de
30 dias, foi observado um aumento na incorporacac pelos lipi -
dios mitocondriais do tecido mamario dos AGPI n-3 eicosatrie -
néico, docosahexaendico e tetracosahexaendico (TABELA 18), re-
sultando no aumento de 47,5% na incorporagao dos AGPI n-3 to -
tais, pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario dos ani -
mais controles apds os 63 dias de experimento (FIGURA 18).

Quando foi comparado o percentual de incorporacao
dos AGPI n-3 pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario de
ratas tratadas com DMBA, alimentadas com esta dieta, comos seus
respectivos controles, foi observado:

a) apbs os 30 dias de experimento, decrescimo na
incorporacdo pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario do
dcido linolénico ; aumento na incorporacdo dos acidos graxos eli-
cosatriendico, eicosapentaendico e docosahexaendico (TABELA 18),

resultando no aumento de 108% na incorporacao dos AGPI n-3 to-
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tais pelos lipidios da organela (FIGURA 18) do tecido mamario
das ratas tratadas com DMBA;

b) apbs os 63 dias de experimento, aumento na in-
corporacao pelos lipidios mitocondriais do tecido mamario dos
acidos graxos eicosatriendico e docosahexaendico (TABELA 18) ,
resultando no aumento de 63% na incorporagao dos AGPI n-3 to-
tais pelos lipidios da organela (FIGURA 18) do tecido mamario

das ratas tratadas com DMBA,

4.6. ESTUDO COMPARATIVO DA INCORPORACAO DOS ACIDOS GRAXOS NOS
LIPIDIOS MITOCONDRIAIS DO TECIDO MAMARIO DE RATAS CONTRO-
ILES E TRATADAS COM DMBA, ALIMENTADAS COM A DIETA OLEO DE
SEMENTE DE GIRASSOL OU OLEO DE SARDINHA APOS 30 OU 63 DIAS.

4.6.1. AGS TOTAIS APOS 30 OU 63 DIAS

Apos 30 ou 63 dias de experimento, houve discreto
aumento na incorporacdo dos AGS totais pelos lipidios mitocon-
driais do tecido mamario das ratas controles ou das tratadas
pelos DMBA, alimentadas com a dieta 6leo de sardinha em rela -

cdo a dieta O0leéo de semente de girassol (FIGURA 19).

4.6.2. ACGMI TOTAIS APOS 30 OU 63 DIAS

Apbs os 30 dias de_experimenty,foi observado aumento na
incorporacac dos AGMI totais'pelos lipidios mitocondriais do te
cido mamario das ratas controles alimentadas com a dieta = Oleo
de sardinha, gquando comparadas com as gue se alimentaram com a
dieta O6leo de semente de girassol (FIGURA 20). Este aumento,nao
foi confirmado nos animais tratados com DMBA e comparados com O
que estd acima descrito (FIGURA 20). Estes dados também se repe
tiram apds os 63 dias de experimento (FIGURA 20).
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4.6.3. AGPI n-6 TOTAIS APOS 30 OU 63 DIAS

ApOs os 30 ou 63 dias de experimento, tanto os a-
nimais controles guanto os tratados com DMBA e alimentados com
a dieta 6leo de semente de girassol, apresentaram um aumento im
portante na incorporacidc pelos lipidios mitocondriais dos AGPI
n-6 (FIGURAZA 21).

4.6.4. AGPI n-3 TOTAIS APOS 30 OU 63 DIAS

Apbs os 30 dias de experimento, os animais contro
les alimentados com a dieta o0leo de semente de girasscl, incor-
poram em seus lipidios mitocondriais mais AGPI n-3 que os ali =
mentados com a dieta O0leo de sardinha (FIGURA 22), no -entanto
este fendmeno de incorporacado fol revertido nos animais trata -
dos com DMBA (FIGURA 22).

A incorporacdc dos AGPI n-3 apos os 63 dias de ex
perimento, pelos lipidios mitocondriais dos animais controles ou
tratados pelos DMBA frente as duas dietas, foi semelhante a o-

corrida apds os 30 dias de experimento (FIGURA 22).
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COMPOSICAQ PERCENI UAL DOS ACIDOS GRAXOS (AG) DOS

TABELA 17 -

LIPIDIOS DE MITOCONDRIAS DO TECIDO MAMARIO DE RA-
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FIGURA 19 - ©oMPOSICED (%) DOS AGS TCTAIS DOS LIPIDIOS MITO-

CONDRIATS DO TECIDO MAMARIO DE RAPAS CONCROLES ([])
E TRATADAS COM DMBA ( M ), ALIMENCADAS COM A DIE
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( 2 ) ETRAADAS OoM DvBa ( [E3 ), ALTMEN'ADAS OOM
A DIErA OLEO DE SARDINHA APOS 30 OU 63 DIAS.

-84_



%
401 50 pias 63 DIAS
] %ﬁ
20 '1-::::
GS & §
FIGURA 20 - COMPOSICAC (%) DOS AGMI TOTAIS DOS LIPIDIOS MITOCON

DRIATS DO TECIDO MAMARTIO DE RATAS CONTROLES ( 17 -
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FIGURA 21 - ocorosiClo (%) DOS AGPI n-6 TOTAIS DOS LIPTDOS MITO
CONDRIATS DO TECIDO MAMARIO DE RATAS COM'ROLES ( 1)
OU TRATADAS COM DMBA ( WM ), ALIMEN'ADAS COM A DIE
TA OLEO DE SEMEMN'E DE GIRASSCL E OE RA'AS COM'ROLES
( BZ2 ) OU TRAIADAS COM DMBA ( ), ALIMENTADAS
COM A DIFTA CLEQ DE SARDINHA APOS 30 QU 63 DIAS.
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FIGURA 22 - coMPOSICAD (%) DOS AGPI n-3 TQAIS DOS LIPTDIOS
MITCCONDRIATS DO TECIDO MAMARTO DE RITAS CON'FO
LES ( (] ) OUTRTADAS coM DvBA ( EM ), ALIMEN
TADAS COM A DIFMA OLEQ DE SEMENI'E DE GIRASSOL E
DE RATAS COM'ROLES ( ) OU TRATADAS COM DMBA
( ) ,ALIMENC ADAS COM A DIFFA GLEQ DE SARDIN-
HA aP0S 30 OU 63 DIAS.



5, DISCUSSAQ

Foi demonstrado (FIGURAS 1-4), que embora tenha
havido um aumento discreto na ingestao da dieta 0leo de semen
te de girassol pel.os animais controles nos diferentes tempos
experimentais, gquando comparados com 0s animais que ingeriram
a dieta 0leo de sardinha, este aumento praticamente nao: inter
feriu no ganho de peso corpdorec, ¢ gqual foi semelhante em am-—
bas as dietas.

Por outro lado, foi observado que as ratas trata
das com o DMBA e &mlimentadas com a dieta 6leo de sardinha, a-
poOs os 30 dias de experimento guande comparadas com Seus res-—
pectivos controless, apresentaram um aumento significativo do
peso corporeo (p<(,05). Esta diferencga, embora estatisticamen
te significativa rao reflete um evento biologico, 3ja gque o©
grupo de animais t=ratados com o DMBA e alimentados com esta
dieta tinham no iraicio do experimento, um peso médio superior
ao dos seus respecctivos controles (TABELA 9). No entanto os a
nimais tratados com o DMBA e alimentados com a dieta S&leo de

semente de girasscl apds 30 ou 63 dias e os alimentados com a
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dieta Oleo de sardinha apos os 63 dias de experimento, nac a-
presentaram diferengas significativas no ganho de peso corpd-
reo, dados estes que estdo coerentes com a literatura (SELENS-
KAS et alii,l1l%84), onde foi observado que diferentes tipos e
quantidades de lipidios nao alteram o peso de ratas Sprague -
Dawley submetidas a diferentes concentrac¢des de DMBA em dife -
rentes tempos experimentais.

Observagdes histoldogicas tem demonstrado gue a
capacidade de proliferacdo do tecido glandular mamario & de re
plicag¢do lenta (HEAH,6 1977 e ZAJICEK,1981l), no entanto a carci-
nogénese induzida por compostos quimicos requer uma prolifera-
¢ao celular mais acentuada (CAYBMA et alii,1978). Sabe-se tam-
bém que hiperplasias ductais terminais (HEBs) estao presentes
na glandula mamaria de aproximadamente 70% de ratas seguindo -
se ao tratamento com o DMBA apds uma semana e que os nodulos
alveolares hiperplasicos (HANs) aparecem apds um periodo mais
longo, seguindo-se o tratamento com o DMBA (PURNELL,1980).

Neste trabalho, foi observado gue o efeito das
duas dietas sobre o padrdo histoldgico do tecido mamario das ra
tas controles alimentadas com ambas as dietas apos 30 ou 63
dias de experimento foram semelhantes (FIGURAS 5a-5d, 7a e 7c).
0s resultados encontrados, com relacdo aos padrdes histologi -
cos do tecido mamario dos animais tratados com DMBA, foram tam
bém semelhantes e mais severos do que aqueles encontrados nos a
nimais controles. Foram encontrados padroes histoldogicos do ti
po HEB e HAN apds 30 dias de experimento nos animais alimenta-
dos com ambas as dietas (FIGURAS 6b~6d) e nos animais alimenta
dos com a dieta Oleo de semente de girassol apos os 63 dias(FI
GURA 7b). Embora estes resultados nao sejam conclusivos, foi ob
servado casos histolOgicos mais graves no grupo de animais a-
limentados com a dieta 0Oleo de semente de girassol apds os 63
dias de tratamento com o DMBA do que nagqueles tratados e ali -
mentados com a dieta O0leo de sardinha durante o mesmo periodo,
dados estes que estao de acordo com o observado na !literatura
(MIDDLETON ,1965; ARCHER & ORLANDO,1968; PURNELL, 1980 e ABRAHAM
et alii,1984), onde foi demonstrado gque dietas ricas em acidos
graxos poliinsaturados n-6, causam em animais de laboratdrio tra
tados com DMBA, alteragdes histoldgicas do tecido mamario seve
ras que favorecem a implantacdo rapida da carcinogénese mama -

ria.
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Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram
que as diferentes dietas lipidicas foram capazes de promover
diferencas na atividade especifica da ATPase (TABELAS 12 e 14),
o gue estd de acordo com o descrito por INNIS & CILANDININ(1981b)
gue sugerem gue a atividade ATPasica "in vivo" deva ser in -
fluenciada pela dieta lipidica, através de provaveis altera -
¢oes da composicio dos lipidios vizinhos ao complexo ATPasico.
Por outro lado, o tratamento com o DMBA aumentou a ‘atividade
da ATPase mitocondrial independente do tempo e das dietas uti
lizadas (TABELAS 12 e 14). Os animais alimentados com a dieta
60leo de sardinha e tratados com o DMBA apds og 30 dias de ex-
perimento, apresentaram uma atividade especifica da ATPase su
perior aos do grupo da dieta o0leo de semente de girassol, em-
bora estatisticamene ndo significante (TABELA 16). Este efei-
to foi invertido apds os 63 dias, o gue nos leva a supor dque
o efeito do DMBA sobre a atividade da enzima estudada, possa
também ser dependente da composigdo lipidica dietaria, o que
estd de acordo com o trabalho de MELNICK et alii (1977), onde
estes autores citam a existéncia de uma dependéncia do grau de
insaturacdo lipidica, bem como da cadeia dos acidos graxos gue
esterificam os fosfolipidios das membranas mitocondriais, al-
terando com isso as propriedades fisicas de membrana que cau-
sariam mudancas na atividade desta enzima.

Animais controles ou tratados com o DMBA, ali -
mentados com ambas as dietas nos diferentes tempos, incorpo -
ram AGS totais nos lipidios mitocondriais de modo .semelhante
(FIGURA 19), o mesmo acontecendo na incorporacao dos AGMI to-
tais pelos lipidios mitocondriais nas condigdes acima descri-
tas (FIGURA 20), embora tenha havido diferencgas guantitativas
na incorporacao destes acidos graxos pelos lipidios mitocon -
driais (TABELAS 17 e 18). Animais de laboratério tratados com
DMBA e alimentados com dietas lipidicas ricas em AGS e AGMI,
como € o caso do 6leo de coco, tém a velocidade do crescimen-
to tumoral dimiﬁuida quando comparados com os gque se alimentam
com dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados (CARROLL &
DAVIDSON, 1982 ; RKRITCHEVSKY, 1982 e CARROLL,1983). Nas dietas
estudadas neste trabalho, o contetdo total do AGS e AGMI fo -
ram superiores ao dos AGPIn-6 e n-3 (TABELA 2), principalmen-
te na dieta Oleo de sardinha. Sabe-se que dietas ricas em AGS
e AGMI (TAHIN et alii,1981), como & o caso da gordura de por-

co, apresenta importante incorporacao do acido ocléico pelas
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membranas mitocondriais que acarretam inibig¢dao no processo de
elongacdo do acido linoléico a araquiddnico, o gue € precursor
de substancias importantes no mecanismo de defesa do organismo
(CENTURY & HORWITT ,1964; COHEN,1981; MAHMUD & MIURA,1982 e WAG
NER et alii,1982).

Nagqueles animais que estavam se alimentando com
a dieta Oleo de semente de girassol, o tratamento com o© DMBA
favoreceu maior incorporacao pelos lipidios mitocondriais do
dcido linoléico, no entanto ndo houve aumento no contetdo do a
cido araguiddnico (TABELA 17). Esse fenomeno parece sugerir gue
o DMBA, possa estar inibindo a agdo de dessaturases especifi-
cas, gue atuam na transformacdo do acido linoléico a araquido-
nico, via a producdo do acido linolénico ou talvez impedindo
a sintese do acido araguiddnico por inibig¢do da elongacao do a
cido linocléico o gue estaria de acordo com os dados da litera-
tura (BRENNER & PELUFFO,1966; BRENNER,1969 e BRENNER et alii,
1969}, favorecendo o acUmulo do acido eicosatriendico n-6 gue
€ também precursor do acido araquidonico. Por outro lado, na -
gueles animais tratados com o DMBA e alimentados com a dieta ©
leo de sardinha nao foi observado alteracaoc na incorporacgao pe
los 1lipidios mitocondriais do acido linoléico, apesar do aumen
to significativo na incorporacgao do acido araquidonico, o qual
persistiu com o passar do tempo, embora com menor ‘intensidade
(TABELA 18) - Como pode~se notar, foi encontrado nos animais a-
limentados com a dieta Sleo de sardinha e tratados com o DMBA,
efeito contrario aos dagueles alimentados com O0leo de semente

de girassol, com relacao a incorporacao dos acidos graxos po-

liinsaturados n-6 o que reforga a hipdétese da conmpetigao dieté-

ria entre as familias de acidos graxos poliinsaturados ‘frente
ao tratamento pelo DMBA.

Os animais controles alimentados com a dieta O-
leo de girassol , apresentaram uma incorpcrag¢ao dos acidos gra
x0s poliinsaturados n-3 pelos lipidios mitocondriails do teci-
do mamario superior aos que estavam se alimentando com a dieta
0leo de sardinha (TABELA 17). Este dado esta em desacordo com
a literatura (TAHIN et alii,1981), onde esses autores informam
que animais alimentados com dieta de dleo de figado de " baca -
lhau (rico em AGPI n-3), gquando comparados com animais alimen-
tados com dieta de O0leo de semente de girassol, incorporam nos
lipidios mitocondriais de diferentes tecidos, como por exemplo

figado, coragao e encéfalo, mais acides graxos poliinsaturados
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n-3 do que n-6, 0 gue nos leva a supor gue esta seja uma res-
posta individual do tecido mamario frente as dietas estudadas.
Por outro lado, o tratamento com o DMBA aumentou a incorpora -
cdo dos acidos graxos poliinsaturados n-3, nos animais alimen-
tados com a dieta 6leo de sardinha as custas, principalmente ,
do aumento de incorporacdo dos acidos eicosatrienoico, eicosa-
pentaendico e docosahexaendico (TABELA 18). O mesmo nao aconte
cendo nagqueles animais submetidos ao mesmo tratamento mas ali-
mentados com a dieta Oleo de semente de girassol, mostrando mais
uma vez gque o DMBA esta favorecendo o antagonismo entre estas
duas familias de acidos graxos poliinsaturados.

0 aumento na incorporacao do acido linoléico pe
los lipidios mitocondriais do tecido mamario das ratas estuda-
das com diminuigdc da incorporacgao do dcido araquidonico nos a
nimais alimentados com a dieta 6leo de semente de girassol e
tratados com DMBA, o aumento na incorporacdo do acido araquido
nico nos animais alimentados com a dieta 6leo de sardinha e tra
tado com DMBA e o aumento na incorporacgdo pelos lipidios mito-
condriais do tecido mamario dos acidos graxos poliinsaturados
n-3 nagueles animais alimentados com a dieta Oleo de ‘'sardinha
e tratados com DMBA, talvez expligue as alteragbes morfologi -
cas do tecido mamario e as da atividade especifica da ATPase
mitocondrial desse tecido, encontradas nas ratas submetidas a
estas duas dietas e ao tratamento com o DMBA, o que estaria de
acordo com dados experimentais de outros autores ( 'RICHARDSON
et alii,1962; MOHRHAUER & HOLMAN,1963; CARROLL et alii, 1968 ;
STANCLIFF et alii,1969; WHITE et alii,1974; HOPKINS & WEST '
1976 ; RAD & ABRAHAM,1977; PEDERSEN,1978; HILLYARD & ABRAHAM
1979; HOPKINS & CARROLL,1979; KING et alii,1979; CHAN & DAO,
1981; EL-KHATIB & CORA,1981; INNIS & CLANDININ,1981 a,b; MLYA-
MOTO-TIAVEN et alii,1981; CARROLL & DAVIDSON,1982; ABRAHAM '&
HILLYARD, 1983; CARROLL,1983; KALAMEGHAM & CARROLL,1984; KRIT -
CHEVSKY et alii,1984; SELENSKAS et alii,1984 e TAHIN,1985), os
quais enfatizam a acao co-carcinogénico dos acidos graxos poli
insaturados dietario, gue potencializam a agdao do DMBA na pro-

ducao de processos neoplasicos do tecido mamario de ratas.
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6. CONCLUSOES

6.1. Nao houve diferencas importantes, entre a ingestio das dife
S I g d
rentes dietas e o ganho de peso corpdreo nos animais estuda

dos.

6.2, Embora os resultados nao tenham sido conclusivos, existe a
tendéncia de que os animais alimentados com a dieta dleo de
senente de girassol e tratados com o DMBA,apresentem danos
no tecido mamario mais severos do que os que se alimentaram

com a dieta d6leo de sardinha e foram tratados com o DMBA.

6.3. A atividade Al'Pasica mitocondrial do tecido mamario foi de-
pendente da dieta lipidica usada, do teupo e do tratamento
pelo DMBA. HNo grupo dietario Sleco de semente de girassol ,
O DMBA causou wn aumento maior apds os 63 dias de experimnen

to em relagio ao grupo de 30 dias do que no grupo dietirio



0leo de sardinha, comparando-se com Os seus respectivos con-

troles.

6.4. N3o houve diferencas importantes na incorporagdo pelos lipi-
dios mitocondriais do tecido mamario das ratas controles ou
tratadas com DMBA, dos acidos graxos saturados e monoinsatu-
rados totais, embora tenha havido diferengas gualitativas na

incorporagdao dos mesmos.

6.5. Animais alimentados com a dieta Oleo de semente de girassol

e tratados com o DMBA, incorporaram em seus lipidios mitocon
driais do tecido mamario grandes guantidades de acido lino-

léico, sem contudo aumentar a incorporacdo do acido araguido
nico., Este fato nao se repetiu com os animais alimentados

com a dieta Olec de sardinha nas mesmas condigées, onde  nao
foi observado aumento na incorporagdo do dcido linoléico, em-
bora tenha havido aumento na incorporagdo do acido araquiddni

co.

6.6. Os animais controles alimentados com a dieta Oleo de semente
de girassol incorporaram mais AGPI n~3 do que os gue se ali-

mentaram com a dieta 6leo de sardinha, enguanto que o trata-

mento com ¢ DMBA inverteu o processo de incorporagdo pelos
lipidios mitocondriais do tecido mamario dos animais submeti

dos a ambas as dietas.
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/. RESUMO

Ratas Sprague-Dawley virgens de 50-60 dias de ida-
de, quando inoculadas i.p. com 20 mg/ml de DMBA e alimentadas
com dietas semi-sintéticas e isocaldricas, contendo 12% de lipi
dios, provenientes do 6leo de semente de girassol {rica em AGPI
n-6) ou do S6leo de sardinha (rica em AGPT n-3), no apresenta -
ram diferencas importantes no ganho de peso corporeo nos tempos
de 30 ou 63 dias. O tecido mamario das ratas alimentadas com a
dieta o0leo de semente de girassol, apresentou alteracgdes hisx
tologicas mais severas do que o das alimentadas com a dieta & —
leo de sardinha, apds o tratamento com o DMBA nos tempos estuda
dos. A atividade especifica da ATPase mitocondrial do tecido ma
mario dos animais oontrole e tratados com o DMBA, apresentou al-
teracdes mais significativas nagueles animais alimentados com a
dieta Gleo de semente de girassol, quando comparada com os gue
se alimentaram com a dieta Sleo de sardinha nos tempos estuda -
dos. No grupo oleo de semente de girassol, as atividades especi
ficas da ATPase foram de 17,2%6,4 e 40,3%12,0 unidades de ativi

dade ATPasica (p<0,01), respectivamente aos dias 30 ou 63 de ex
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perimento para as ratas controles e de 33,1 ¥ 21,4 e 70,0 F 19,2

unidades especifica de AT'Pase (p<0,01), respectivamente apds 0s

30 ou 63 dias de experimento com DMBA. Neste grupo dietario, o

tratamento com o DMBA causou aumento na atividade especifica da
ATPase de 92% (p<0,01) e 88% (p<0,01), respectivamente apds 30

ou 63 dias. No grupo de Oleo de sardinha, as atividades especl
ficas da ATPase foram de 37,6 : 9,2 e 50,3 £ 25,8 unidades de

ATPase especifica (N.S.)} para as ratas controles e de 40,2 +
16,0 e 59,2 * 15,3 unidades especificas de atividade ATPasica
(p<0,01) para as ratas tratadas com DMBA, respectivamente apds
30 ou 63 dias. Neste grupo dietadrio o DMBA também causou O au-
mento na atividade ATPasica, porém ndo fol estatisticamente sig-
nificante. Quanto a incorporacac dos acidos graxos pelos lipi-
dios das mitocdndrias, ressaltamos que nos animais controles nao
foi detectado alteracgdes importantes na incorporacido dos AGS
totais e AGMI totais frente as duas dietas e ao tempo de expe-
rimento; que os AGPI n-6 foram mais incorporados pelos animais
alimentados com a dieta Oleo de semente de girassol, quando com
parados com os gue se alimentaram com a dieta 0leo de sardinha
nos tempos estudados, o mesmo acontecends com os AGPI n-3. 0
tratamento com o DMBA diminui a incorporagao pelos lipidios das
mitocdndrias dos AGS totais, aumentou a incorporacao dos AGMI
totais naqueles animais alimentadcs com a dieta 60leo de semen-
te de girassol, aumentou a incorporagao dos AGPI n-6, princi -
palmente do acido lincléico e eicosatriendico, sem contudo au-
mentar a incorporagdo do acido araquidonico nos animais alimen
tados com a dieta Oleo de semente de girassol, ocorrendo o e-
feito contrario nos animais alimentados com a dieta oleo de sar
dinha e aumentou a incorporacgao dos AGPI n-3 pelos lipidios mi
tocondriais, dos animais alimentados com a dieta oleo de sardi
nha, quando comparados com os que se alimentaram com a dieta o

leo de semente de girassol nos tempos estudados.
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3. SUMMARY

Female virgin rats Sprague-Dawley (50-~60 days old),
were injected, i.p., with 20 mg/ml of 7,12-dimethylbenzenanthra-
cene (DMBA) and fed semipurified and isocaloric diets, containing
12% of sunflower seed oil (rich in AGPI n-6) or 12% of sardine
0oil (rich in AGPI n-3), during 30 or 63 days. During the experi
mental time all groups of rat, present few alterations on the gain
of body weights. Rats fed sunflower seed o0il showed, more severe
histological alterations in the mammary tissues aftex DMBA treat-
ment in comparasion to controls and to sardine oil. AlPase acti-
vity mammary mitochondria were alter in function of time, diet and
DMBA treatment , after 30 or 63 days, respectively. AT Pase of
control animals of sunflower seed oil diet were 17,2 * 6,4 and
40,3 * 12,0 units of Al'Pase activity (p<0,01), and after DMBA tre
atment we found 33,1 + 21,4 and 70,0 + 19,2 units of Al'Pase acti
vity (p<0,01) after 30 or 63 days, respectively:; the specific AP
ase of control animals fed sardine oil, were 37,6 * 9,2 and 50,3
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+ 25,8 units of specific ATPase (N.S.), and after DMBA treatment,
were 40,2 * 16,0 and 59,2 % 15,3 units of ArPase (p<0,01). In sun
flower seed o0il group, after 30 or 63 days of DMBA treatment we
bbserved an increase of 92% (p<0,01) and 88% (p<0,0l1), respective
ly in comparisicn to controls. 1In sardine oil group the altera -
tions caused by DMBA treatment after 30 or 63 days in comparasi
on of controls group was not significant. There was not impor
tant alterations on total saturated fatty acid (SrA), and total
monounsaturated fatty acid (MUFA) contents on mammary mitochondri
al lipids of two diets group. The total n-6 polyunsaturated fat-
ty acid (PUFA) and n-3 fatty acids of mitochondrial lipids sun-
flower seed oil were higher than sardine o0il group in function of
time. DMBA treatment cause an increase in the SFA contents, and
on the n-6 PUFA contents in sunflower seed oil group, mainly in-
creasing linoleic acid and eicosatrienoic acid but no arachidonic a

cid. However, in the sardine oil group it was observed the re-

versal event, increasing n-~3 PUFA after DMBA treatment.
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