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Resumo




O céancer de prostata e a hiperplasia prostatica benigna sdo as duas principais
afeccdes do sistema genital masculino ap6s a quinta década de vida. Além de
aspectos étnicos, etérios, genéticos, estudos sobre a contaminagdo ambiental por
agentes quimicos carcinogénicos, dos habitos alimentares e do estilo de vida vém
adquirindo importéancia no entendimento das causas destas afec¢des. A exposicao a
contaminantes ambientais, tais como o cadmio e a ingestdo de bebidas contendo
cafeina tém sido associados com o aparecimento do cancer de pristata e com a
hiperplasia prostatica benigna, respectivamente. Além disso, existem evidéncias
experimentais de que a exposicdo da préstata em periodos criticos da sua
morfogénese e de rapido crescimento a disruptores enddcrinos pode gerar
alteragbes permanentes que levardo ao aparecimento de afec¢des nos individuos
adultos e idosos. Neste sentido, por exemplo, a partir da puberdade € comum os
homens adquirirem o habito de fumar e/ou de ingerir bebidas estimulantes, estando,
portanto, expostos ao cadmio, presente na fumaca do cigarro, e/ou a cafeina,
presente nas bebidas. Desta forma, este trabalho avaliou os efeitos, isolados e
combinados, do cadmio e da cafeina, em baixas concentracdes, sobre a morfologia
e fisiologia da prostata de ratos puberes. Para isto, ratos Wistar com 60 dias de
idade foram divididos em quatro grupos (n=15), os quais receberam, via oral, na
agua de beber, pelo periodo de 30 dias: Agua, Cadmio (10ppm), Cafeina (10mg/l) ou
Cafeina+Cadmio, e as proOstatas dorsolaterais e ventrais foram processadas
histologicamente e foram feitas analises morfoldgicas, citoquimicas para fibras de
colageno, morfométricas e imunocitoquimicas. Também foram determinadas as
concentragdes plasméticas de cadmio e testosterona e intra-prostatica de caddmio no
lobo ventral. A concentracdo plasmatica e intra-prostética de caddmio aumentaram
significativamente nos animais expostos ao cadmio e ao cadmio mais cafeina. O
periodo de exposicdo aos agentes ndo alterou significativamente o peso dos lobos
prostaticos, nem a concentracdo plasmética de testosterona, nem a morfologia
glandular e nem a disposicdo das fibras colagenas e reticulares no estroma.
Entretanto, o indice de proliferagdo celular aumentou nas préstatas dos animais do
grupo que recebeu cadmio isoladamente e foram encontradas areas de proliferacéo
atipicas associadas com alteragBes de desprendimento das células epiteliais nos
lobos dorsais. Além disso, foi observada diminuicdo nas areas ocupadas pelas fibras
coldgenas e na altura das células epiteliais nos lobos ventral e dorsal nos trés

diferentes tratamentos. Portanto, nossos resultados sugerem que, nas condi¢cdes



experimentais deste estudo, o cadmio, mesmo em baixas doses, jA € capaz de
aumentar o indice de proliferacdo das células epiteliais e alterar a matriz extracelular
do estroma glandular, mudangas que favorecem o desenvolvimento de neoplasias
na prostata na idade adulta. J& a cafeina, apesar de aumentar a incidéncia de
prostatites nos lobos prostaticos, ndo aumentou a proliferagdo das células epiteliais
e, ainda, antagonizou os efeitos de inducdo de proliferagcdo do cadmio, sugerindo

acao protetora contra alguns efeitos deste metal.

Palavras chaves: Prostata, cadmio, cafeina, morfologia e proliferacdo celular.



Abstract



14

The prostate cancer and the benign prostate hyperplasia are the main male
genitourinary system diseases after the fifty. Besides ethic, age and genetic aspects,
studies about environmental contamination, diet and life stile have also emerged as
important factors involved in the etiology of these diseases. The exposure to
cadmium and the intake of caffeine-containing beverage have been associated with
appearing of the prostate cancer and benign prostate hyperplasia, respectively.
Furthermore, there are experimental evidences that prostate exposures to endocrine
disruptors during a critic period of its morphogenesis and growth may influence the
onset of late-life disease. In this sense, for example, from puberty on, many males
became smokers and/or start to intake energetic beverage or even yet coffee, thus
being exposed to cadmium, from cigarettes and/or to caffeine, from beverage. So,
here we investigated the effects of cadmium and caffeine, isolated or combined, in
low doses, on rat prostate morphology during puberty. For this, male Wistar rats
(n=60), 2 months-old, were divided into four experimental groups (n=15), that
received by drinking water and during 30 days: tap water, cadmium (10ppm), caffeine
(10ppm), cadmium plus caffeine. The prostatic lobes ventral and dorsolateral were
dissected out, weighted and processed for histology. It were made morphological and
morphometrical analyses; cytochemistry for collagen and reticular fibers and
immunocytochemistry for Ki-67. It were also determined the plasma concentrations of
testosterone and cadmium and the ventral lobe intraprostatic concentration of
cadmium. The plasma and intraprostatic concentrations of cadmium were increased
in the animals treated with cadmium and cadmium plus caffeine. In the conditions of
this experiment, the exposure to these two agents did not alter significantly neither
the prostatic lobes weights, plasma testosterone concentration, glandular
morphology and stromal collagen and reticular fibers organization. However,
cadmium exposures increased the proliferation of the ventral e dorsal prostatic lobes,
including atypical proliferative activity in the dorsal. Moreover, it was observed a
reduction in the collagen fibers volume fraction area and in the epithelial cell height of
the ventral and dorsal lobes from the three different treatment. Thus, our results
suggest that, in the conditions of this study, cadmium, even in low doses, can
increase prostate epithelial cell proliferation and alters collagen conten in the

glandular stroma, changes that favour the onset of the neoplasias in late-life. In
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contrast, caffeine, in spite of to increase the prostatite incidence, do not increase the
proliferation of the epithelial cells, but antagonizes the cadmium effect on cell

proliferation, suggesting a protective action against cadmium effects.

Keys words: Prostate, cadmium, caffeine, morphology e cell proliferation.



Introducao
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Com o aumento da expectativa da vida mundial, esta crescendo
consequentemente, a incidéncia de doengas associadas ao envelhecimento. Entre
os homens, é muito comum surgir afecgcdes na prostata (MARCELLI &
CUNNINGHAM, 1999). AlteragBes hormonais, 0 crescimento prostatico e suas
alterag6es morfoldgicas referentes a idade na patogenia das lesdes sdo os principais
alvos de estudo para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de doengas.

Os mecanismos que desencadeiam ou fazem progredir rapidamente as
afeccdes prostéticas ainda ndo estdo compreendidas. Sabe-se que desequilibrio na
interacdo homeostéatica entre o epitélio e o estroma prostatico pode iniciar e
promover as les6es na prostata (SUNG & CHUNG, 2002), outros fatores também
sao relacionados com o surgimento de lesdes, como os hormoénios androgénicos,
suscetibilidade genética, estilo de vida, habitos nutricionais (HAYWARD et al., 1997;
HSING, 2002; HO et al. 2004) e contaminantes ambientais (MUIR et al., 1991).

Os individuos estdo expostos a Vvarios agentes quimicos
simultaneamente, os quais podem ser do tipo contaminante ambiental ou alimentar,
farmacos, drogas licitas e de abuso etc., advindos das mais variadas fontes. Muitos
destes agentes sdo capazes de, além das agdes proprias, também interagir com
outros compostos, provocando efeitos diversos e até potencializados,
diferentemente dos que provocariam ao agir isoladamente no organismo.

O Cadmio, um metal pesado conhecido como agente carcinogénico
humano (IARC, 1991) parece agir como um iniciador cancerigeno prostatico em
trabalhadores em contato com o metal (ZENG et al.,, 2004) e experimentalmente
também tem demonstrado ter participagdo importante na carcinogénese prostatica
(WAALKES et al., 2000; RIANSAREZ et al., 2005). Podemos estar em contato com o
metal por exposi¢cdo ocupacional ou ambiental, como, por exemplo, pela dieta ou
pelo contato com a fumaga de cigarros (LEWIS, 1972; JARUP et al., 1998).

A cafeina tem sido motivo de estudo entre os profissionais da saude
devido ao seu consumo em larga escala por varios segmentos da populacéo e
por exercer importantes efeitos farmacologicos (IARC, 1993).

Dados experimentais tém mostrado que a cafeina é capaz de agir em

diferentes sistemas do organismo, apresentando efeitos prejudiciais sobre o sistema
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reprodutor masculino e glandulas sexuais acessorias (GANS 1984; WEINBERGER
et al., 1978), podendo também atuar como desregulador endécrino (EZZAT & EL-
GOHARY, 1994). H4, dados epidemioldgicos que demonstram relagdo positiva,
diretamente relacionada com o consumo de café e hiperplasia prostatica benigna em
homens (GLYNN, et. al, 1985; MORRISSON, 1990; GASS, 2002), em contraste
outros dados demonstram que em baixas doses ndo apresenta risco algum ao
organismo humano (NAWROT et al., 2003). Porém, os dados ainda sdo conflitantes
e é preciso estudos mais detalhados para o risco e/ou beneficios da ingestdo de
cafeina.

Como a grande maioria da populagdo humana estqd exposta
simultaneamente ao caddmio e a cafeina, principalmente porque no Brasil o habito de
fumar esta geralmente associado com o alto consumo de café e pelo fato de ndo
existirem estudos determinando as consequéncias da interagcdo entre esses dois
agentes, e ambos demonstrarem efeitos sobre a prdstata, o cAdmio como agente
indutor de les@es e a cafeina como alcaldide com propriedades que podem proteger
o efeito do cadmio ou entdo potenciar seus efeitos, torna-se extremamente relevante

estudar os efeitos isolados e combinados de cadmio e cafeina sobre a prostata.

1. Prostata masculina

A prostata € um o6rgdo acessoério do sistema genital masculino que
contribui com uma fragdo importante do liquido seminal e com a capacitacdo e
sobrevivéncia dos espermatozéides. E um 6rgdo andrégeno-dependente e o seu
crescimento, manutencao estrutural e funcional necessita de niveis constantes de
androgenos circulantes (ISAACS, 1984). A secrecdo prostatica contém proteinas,
enzimas, acUcares, ions, lipidios estruturais de membrana, substancias
imunossupressoras e antiinflamatdrias. Outra caracteristica importante do fluido
prostatico € de ser levemente alcalino. O pH acima de 7 é fundamental para
neutralizar o pH levemente &cido do sistema genital feminino, para que a motilidade
dos espermatozoides e a fecundagé@o do 6vulo ocorram com sucesso (GUYTON &
HALL, 2000).
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No organismo masculino, a prostata permanece rudimentar até a
puberdade, fase em que ocorre consideravel aumento da producédo de andrégenos e
desenvolvimento da glandula (NAZIAN, 1986). No homem adulto, € uma glandula
compacta sem divisdo em lobos, aproximadamente pesa 20g e mede 4,0 cm x 3,0
cm. Localiza-se abaixo da bexiga e ao redor da uretra (ROY-BURMAN et al., 2004).
E dividida anatomicamente em quatro regides glandulares: zona periférica (70%),
zona central (25%), zona de transicao (5%) e tecido glandular periuretral (<1%) além
de uma quinta regido nédo glandular, o estroma fiboromuscular (COAKLEY & HRICAK,
2000). Este estroma se estende anterior e lateralmente formando uma cépsula, que
separa a prostata da gordura periprostatica (ROY-BURMAN et al., 2004). Estas
zonas além de anatomicamente, também s&o histologicamente reconheciveis.

O estroma fibromuscular é denso, rico em colageno e células musculares
lisas, anteriormente se funde com o diafragma urogenital (EPSTEIN, 1997; ROY-
BURMAN et al., 2004).

A zona central envolve o ducto ejaculatério compreendendo o espaco de
onde o ducto se conecta com a uretra, proximo ao utriculo prostatico, na base. Os
alvéolos encontrados nesta porcdo glandular sdo mais largos se comparados as
outras regifes e estdo envoltos por uma fina e compacta camada de musculo liso.
As células secretoras tém o citoplasma granular com nucleo grande. A proporcéo de
células epiteliais para célula estromais € de 2:1, respectivamente (ROY BURMAN et
al., 2004)

A zona periférica esta localizada na face lateral e posterior da prostata, ao
redor da zona central e de transicdo. As células secretoras dos alvéolos tém um
citoplasma claro, o nucleo normalmente esté localizado do centro para o pélo basal.
O epitélio € composto por uma camada de células colunares secretoras e uma
camada de células basais. A propor¢céo de células epiteliais para célula estromais é
de 1:1, respectivamente (ROY-BURMAN et al., 2004).

A zona de transicdo esta localizada ao redor da uretra proximal, sendo
contornada totalmente pelas zonas central e periférica. O estroma ao redor dos
alvéolos é denso entrelagado com fibras de musculo liso (ROY BURMAN et al.,

2004). Em adultos em que a glandula ndo apresenta alteracdes, ndo é possivel
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visualizar diferengas histologicas entre as zonas de transicdo e periférica (EPSTEIN,
1997).

Os modelos experimentais com roedores sao muito utilizados nos estudos
da fisiologia e fisiopatologia da préstata (ROY-BURMAN et al., 2004).

Nos ratos adultos, a prostata é composta por um complexo sistema de
ramificagbes constituido por estruturas ductais e tubulo-alveolares. Localiza-se
caudal a bexiga e incompletamente ao redor da uretra (ROY-BURMAN et al., 2004).
Anatomicamente é dividida em 4 lobos conforme a posi¢éo: lobo ventral, lobo dorsal,
lobo lateral e lobo anterior. Cada lobo apresenta uma forma diferente devido a sua
ramificagéo (LEE et al., 1990; MARKER et al., 2003).

O lobo ventral de ratos € composto por um conjunto de estruturas tubulo-
alveolares, nas quais as estruturas epiteliais encontram-se envolvidas por um
estroma mais estreito, em relagdo ao que envolve a préstata humana (AUMULLER
et al., 1990). Neste lobo, cada I6bulo prostatico consiste de oito conjuntos de ductos
que se originam a partir da uretra como estrutura tubular simples que se ramifica
distalmente. Esse conjunto de ductos é dividido em trés regides morfoldgicas e
funcionalmente distintas, denominadas distal, intermediaria e proximal, de acordo
com sua posicdo em relacdo a uretra (LEE et al., 1990; SHABSIGH et al., 1999). Na
regido distal, sdo encontradas células epiteliais colunares altas com atividade
proliferativa, circundada por células musculares lisas que formam uma camada
esparsa e descontinua, associada a grande numero de fibroblastos (NEMETH &
LEE, 1996). Na regido intermediaria, as células epiteliais também sdo colunares
altas, apresentando caracteristicas de células secretoras, com baixa atividade
proliferativa. Nessa regido, a camada de células musculares lisas é delgada e
continua. Na regido proximal, as células epiteliais sdo cubicas e baixas, sendo
frequentes células apoptoticas, além das células musculares lisas que formam uma
camada espessa. Tanto na regido intermediaria como na proximal, o tecido fibroso
esta presente no espaco entre os ductos e, ocasionalmente, intercalando a camada
de células musculares lisas (LEE et al., 1990).

O lobo anterior, também conhecido como glandula de coagulagéo, tem
forma tubular, aparéncia gelatinosa e € adjacente a vesicula seminal. As células

epiteliais sdo colunares simples com nudcleo central, pode apresentar um padrédo
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cribiforme por ser o lobo que apresenta maior niumero de dobras do epitélio bem
como o estroma ao redor dos acinos, que € o mais notavel. O produto de secrecgédo é
abundante e homogéneo (ROY-BURMAN et al., 2004).

O lobo dorsal origina-se da base da vesicula seminal, bilateralmente. O
epitélio é cilindrico simples com algumas dobras, o citoplasma das células
secretoras & granular e claro. O lobo lateral apresenta epitélio cilindrico simples,
basofilia citoplasmatica, menos dobras epiteliais e o estroma muito delgado (ROY-
BURMAN et al., 2004).

Em termos de homologia com as porcdes da préstata humana, os lobos
anteriores dos ratos sdo considerados homélogos as glandulas da zona central,
enquanto os lobos dorsolaterais séo considerados homdlogos as glandulas da zona
periférica da prostata humana. Os lobos ventrais do rato ndo tém um homdlogo
humano e a zona de transicdo humana ndo tem um lobo homélogo no rato (ROY-
BURMAN et al., 2004).

Tanto na préstata humana como na dos roedores, a por¢do glandular e
ductos séo constituidos por diferentes tipos celulares: as células epiteliais luminais,
geralmente cilindricas altas e diferenciadas com capacidade secretora; as células
epiteliais basais, menores e achatadas ou arredondadas, com capacidade de
proliferagdo (HUDSON et al., 2001), e um terceiro tipo celular, de localizagc&o
intermediéria, séo as células neuroenddcrinas.

Este epitélio é sustentado por estroma composto principalmente por
células musculares lisas e fibroblastos, além de mastécitos, macréfagos, nervos e
vasos sanguineos (MARKER et al., 2003). Ao redor destas células estromais, existe
a complexa matriz extracelular composta principalmente de fibras colagenas, fibras
reticulares, fibras do sistema elastico, proteoglicanos e diversas glicoproteinas
(VILAMAIOR et al., 2000). O estroma € bem espesso na préstata humana e mais
delgado nos lobos prostaticos dos roedores (NEMETH & LEE, 1996; MCNEAL,
1988).

A distingdo entre os diferentes tipos celulares do tecido prostatico é
possivel utilizando-se marcadores especificos. As células epiteliais luminais
expressam atividade para enzimas especificas, como a fosfatase acida prostatica e

antigeno prostético especifico (PSA). Estas células também podem ser distinguidas
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por marcacao imunocitoquimica seletiva para citoqueratinas (CK), tais como CK8 e
CK18 (HUDSON et al., 2001) ou antigenos de superficie, tais como os CD25, CD40
e CD147, dentre outros 25 sub-tipos (LIU & TRUE 2002). J4& as células basais
expressam a proteina nuclear p63 (SIGNORETTI et al., 2000) e podem ser
identificadas pela expresséao diferencial das citoqueratinas CK5 e CK14 (PRINS et
al., 1991; HAYWARD et al, 1996; HUDSON et al, 2001). As células
neuroenddcrinas do epitélio prostatico tém sido diferencialmente marcadas das
demais por responderem positivamente a reagdo histoquimica de impregnacédo por
prata, assim como as células neuroenddcrinas da ilhota pancreética demonstrado
por Grimelius (1968), e & reacdo imunocitoquimica para anticorpos anti-
cromogranina A (SIGNORETTI et al, 2000). H4 ainda a possibilidade de se
distinguir as células prostaticas em um quarto subtipo, as células intermediarias, que
expressam, numa fase transitéria, citoqueratinas comuns as células basais e
luminais (HUDSON et al., 2001).

Existem algumas diferencas e similaridade entre a morfologia prostatica
humana e de roedores que devem ser levadas em consideragdo, principalmente
qguando modelos roedores sdo usados para o estudo das fisiopatologias prostaticas
humanas. Ambos possuem células epiteliais colunares secretoras que secretam
proteinas prostaticas e fluidos da sua superficie apical em dire¢cdo ao limen (ROY-
BURMAN et al., 2004). Humanos possuem uma camada continua de células basais
entre as células secretoras e a membrana basal, enquanto os roedores possuem
poucas células basais (MARKER et al., 2003). As células neuroenddcrinas sao
escassas nha prostata humana e raras nos roedores (GARABEDIAN et al., 1998). As
prostatas de ambos séo formadas por glandulas e ductos, mas existem diferengas
na composicdo estromal. A prostata humana possui estroma fibromuscular denso,
com abundancia em musculatura lisa, fibroblastos e colageno, que circundam os
elementos glandulares. O estroma prostatico dos roedores € menos fibromuscular e
é grandemente preenchido por tecido conjuntivo frouxo (ROY-BURMAN et al., 2004).

A interacdo epitélio-estroma desempenha papel fundamental na
regulacdo e manutencgéo da atividade funcional da préstata (LEE, 1990). Além das
células musculares lisas e fibroblastos, outros tipos celulares também s&o

encontrados no estroma, como mastécitos, células endoteliais e pericitos,
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juntamente com terminacgdes nervosas. Cada célula desempenha papel importante e
especifico na manutencgéo e fungéo secretora da prostata.

Entre as células epiteliais e o estroma encontra-se a membrana basal.
Essa estrutura é extremamente importante no controle das atividades celulares e
principalmente, na manutencao da fisiologia das células epiteliais (HAYWARD et al.,
1998). Composta principalmente de coldgeno tipo IV, proteoglicanos e laminina, a
membrana basal € essencial para a manutencéo do fenétipo diferenciado e secretor
das células epiteliais glandulares (LABAT-ROBERT et al., 1990).

A fungéo secretora do epitélio prostéatico € regulada por andrégenos, que
participam na diferenciacdo e na manutengdo do estado ativo da glandula (CUNHA
et al,, 1985; DONJACOUR & CUNHA, 1993). A testosterona (T) é o principal
andrégeno atuante na prostata. No organismo masculino origina-se da producéo
testicular (95%) e da producéo das glandulas adrenais (5%) (AUMULLER & SEITZ,
1990). Esse androgeno é convertido, pela acdo da enzima 5 a-redutase, em
composto mais funcional, a diidrotestosterona (DHT). Ambos andrégenos, T e DHT,
interagem com 0 mesmo receptor androgénico, porém, a DHT tem de 5-10 vezes
mais afinidade pelos receptores de andrégenos que a T (PRINS, 1991).

A prostata tem despertado grande interesse médico-cientifico devido ao
grande numero de diagnosticos de lesdes, por ser comum entre os homens com o
avanco da idade, o aparecimento de doencas na prostata (MARCELLI &
CUNNINGHAM, 1999).

2. Afeccdes prostaticas

Prostatite:

E um processo, caracterizado pela infiltragio de células inflamatérias no
estroma prostatico e para o interior das glandulas (SHAPPELL et al., 2004). Pode
ser dividida em aguda ou cronica, de acordo com o tipo de infiltrado encontrado.

A prostatite aguda € a infec¢do causada por bactérias Gram-negativas,

como Escherichia coli, Serratia, Enterobacter, entre outras, resultantes do refluxo
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intra-prostatico de urina infectada ou, ainda, por via linfatica a partir de focos de
infeccdo distantes (BILLIS, 1997). Histologicamente € reconhecida pela presenca de
neutréfilos e/ou células inflamatoérias dentro do epitélio glandular e/ou no Iimen
(SHAPPELL et al., 2004). O diagnéstico apenas pela presenca de infiltrados
inflamatorios espalhados no estroma é inviavel, pois tanto na préstata humana
quanto de roedores é comum encontra-las (SUWA et al., 2001).

Prostatite crénica sdo inflamagfes decorrentes da prostatite aguda néo
tratada que evolui. Este processo inflamatério subdivide-se em dois tipos:
inespecifica e granulomatosa. A prostatite cronica inespecifica geralmente ndo tem
prostatite aguda evidente e podem ser causadas pelos mesmos agentes infecciosos
da aguda ou sem deteccdo de nenhuma bactéria. Nesta Ultima, admite-se que
resulta do extravasamento de secre¢do prostatica no estroma obstruido, como
frequentemente é diagnosticado (BILLIS, 1997). J& a granulomatosa € o tipo de
inflamag&o croénica, caracterizado pela presenga de granulomas ou células tipicas de
granulomas, como macréfagos e histiocitos. Os histidcitos sdo células derivadas de
macrofagos, onde formam aglomerados gigantes de células. Na prostata, os
granulomas s&@o encontrados no centro, ao redor de &cinos obstruidos ou no
estroma e pode estar acompanhado por necrose ou ndo (SHAPPELL et al., 2004).
Geralmente estdo presentes como parte de infecgdes sistémicas causadas por
fungos ou tuberculose (EPSTEIN, 1997).

Hiperplasia Prostéatica Benigna (HPB)

HPB trata-se de crescimento tumoral ndo neoplasico que resulta da
hiperplasia do estroma, principalmente das células musculares lisas e do tecido
epitelial glandular em diferentes graus e, sempre, em arranjos nodulares detectados
micro (SHAPELL et al., 2004) ou macroscopicamente (BILLIS, 1997).

Nos homens, ocorre especialmente nas glandulas da zona de transigéo e
clinicamente é caracterizada por provocar obstrucdo do canal da uretra, resultando
em retencgdo urinaria dolorosa (CARSON & RITTMASTER, 2003).

Nos ratos, pode ser detectada nos 4 lobos prostéticos. Pode estar

associado com infiltrado inflamatério, onde é chamada de Hiperplasia Reativa ou
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apresentar morfologia normal onde ocorre apenas o aumento das dobras epiteliais e
diminuicBo da secregdo intra-alveolar, neste caso é conhecido por Hiperplasia
Funcional e um terceiro subtipo é a Hiperplasia Atipica onde a lesdo envolve poucos
alvéolos adjacentes e é caracterizado pela perda da polaridade das células epiteliais
e aumento das camadas epiteliais (BOSLAND, 1992).

A hiperplasia é a afec¢cdo mais comum da préstata entre os homens com
0 avanco da idade. A prevaléncia de cirurgia para HPB aumentou de 15% nos
homens de 65 anos para 41% até os 80 anos de idade (GASS, 2002).

Entre as espécies que tém a glandula prostatica, somente o homem,
chimpanzé e cachorro desenvolvem com maior frequéncia, espontaneamente
hiperplasia prostatica benigna (DE MARZO et al., 1999). Nos cées, a doenga ao
exame microscopico apresenta-se como hiperplasia de tecido difusa e ndo nodular
como no humano; além disso, o estroma fibromuscular quase nao sofre alteracao e,
portanto, os cdes ndo tém distarbios urinérios (BILLIS, 1997).

Os mecanismos da HPB s&o multifatoriais e ainda ndo estao
definitivamente estabelecidos. Existem dois fatores que sdo bastante aceitos: 1) a
presenca de androgenos circulantes e 2) o avango da idade (ISAACS, 1994).
Estudos em homens e animais sugerem que o desenvolvimento da HPB vincula-se a
um desequilibrio da homeostasia, mantida pelo horménio diidrotestosterona (DHT),
entre proliferagcdo e morte celular (RITTMASTER, 2003).

As interacdes especificas entre o epitélio e o estroma também parecem
ser cruciais na patogénese da HPB. A homeostasia do tecido € mantida pela
interacdo entre o epitélio glandular e o estroma, que sdo mediados por fatores de
crescimento (UNTERGASSER et al.,, 2005). As células basais expressam e
secretam alguns fatores de crescimento fibroblastico, por exemplo, o bFGF
(DESHMUKH et al., 1997) e fator de crescimento TGF-B (MORI et al., 1990) que séo
encontrados em niveis elevados na HPB (MORI et al., 1990). Seus receptores sao
encontrados tanto nas proprias células basais quanto no estroma (MORI et al., 1990;
BOGET et al.,, 2001). Células estromais em cultura responderam ao bFGF
aumentando a proliferagdo (JANSSEN et al., 2000) e em relagéo ao TGF- 3, quando

as células em cultura foram expostas a nivel baixo de TGF-B também aumentou a
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proliferacdo, mas em niveis altos houve inibicdo do crescimento celular (KASSEN et
al., 1996).

Neoplasia Intra-Epitelial Prostéatica (NIP)

Neoplasia intra-epitelial prostatica € a lesdo considerada precursora do
carcinoma invasivo, sendo caracterizada por proliferacdo e anaplasia celular de
ductos e é&cinos (BOSTTWICK & BRAWER, 1987). A proliferacdo neoplasica de
células epiteliais ocorre dentro de glandulas j& existentes, onde a membrana basal
continua integra e normal (SHAPPELL et al., 2004).

O termo NIP, conhecido como PIN na lingua inglesa, foi posposto por
Bostwick e Brawer em 1987 e endossado consensualmente em 1989, com o intuito
de substituir os termos como displasia intra-ductal, hiperplasia atipica acinar,
hiperplasia com alteragbes malignas, marcada atipia e displasia ducto acinar,
unificando a terminologia PIN para designar as alteragdes displasicas intra-epiteliais
da prostata humana (BOSTWICK, 1995).

Uma nova graduagéo foi proposta em 1989, onde o NIP foi dividido em
dois grupos. O NIP de baixo grau (do inglés LGPIN ou low grade prostatic
intraepithelial neoplasia), correspondente ao NIP 1 e o de alto grau (do inglés HGPIN
ou high grade prostatic intraepithelial neoplasia), onde os graus 2 e 3 foram
agrupados (BOSTWICK, 1995).

O NIP de baixo grau caracteriza-se por apresentar ductos ou acinos
contendo epitélio com muitas células, condensado e irregular, com marcada
variagdo do tamanho nuclear. Nucleos alongados, hipercromaticos e pequenos
nucléolos podem estar presentes. O NIP de alto grau se diferencia do de baixo grau
por apresentar o epitélio com mais células, evidenciando a estratificacdo celular,
além da variagdo do volume nuclear entre as células ser menor, pois a maioria
possui nucleo aumentado. A presenca de nucléolo proeminente, frequentemente
multiplo, é tipica no NIP de alto grau e de grande utilidade diagnéstica (SHAPELL et
al., 2004).

Para o diagndstico de NIP em modelos experimentais como os roedores,

deve ter o reconhecimento histolégico de alguma destas caracteristicas ou a
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combinacdo delas. As células epiteliais tornam-se estratificadas, adquirem focos
epiteliais em forma de tufos, formagdo de micropapilas e crescimento num padréo
cribiforme; também é visivel alteragfes de atipia nuclear que pode ser o aumento do
tamanho nuclear, irregularidade da membrana, hipercromasia, acumulo de
cromatina e nucléolo evidente. A categoria de hiperplasia epitelial pode ter muita
destas caracteristicas histolégicas descritas acima, faz-se entdo importante a
presenca de outras duas caracteristicas para diagnosticar NIP, que sdo focalidade e
progressdo. Focalidade se refere ao inicio da lesdo onde, antes de se estender por
toda a préstata, € limitada a uma regido e progressao é a extenséo da leséo por toda
a préstata justamente com a presenca das atipias nucleares (SHAPPELL et al.,
2004).

Em humanos, NIP ocorre predominantemente na zona periférica
(BOSTWICK, 1996; EPSTEIN, 1997;). Segundo Helpap (1998), em humanos, o
mecanismo de proliferacdo e diferenciacdo celular esta alterado na NIP, pois sdo
observadas células basais diferenciadas atipicamente, com potencial proliferativo,
migrando para o compartimento secretor, enquanto no tecido normal ou hiperplasico
a capacidade proliferativa é restrita a camada basal. Com esta progressiva
indiferenciagdo celular, tende a ocorrer também a perda gradativa das células
basais, facilitando a extensdo da lesédo para o estroma e sua transformagcdo em
carcinoma invasivo (ALGABA, 1997).

Lesdes proliferativas malignas

Um desequilibrio na interacdo homeostética entre epitélio e o estroma
prostatico pode iniciar e promover as lesfes na prostata (SUNG & CHUNG, 2002).

O céncer de préstata é a segunda causa de Obitos por cancer em
homens, afetando um em cada seis homens com o avango da idade (THOMPSON
et al., 2003; HO et al., 2004), sendo superado apenas pelo de pulmdo. No Brasil,
estima-se para 2008, a ocorréncia de 49.530 casos para este tipo de cancer,
tornando-se o primeiro entre os tipos mais comuns de canceres entre os homens
(INCA, 2008).
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A discrepancia entre a incidéncia clinica e mortalidade revela que o
cancer de préstata ndo tem comportamento similar em todos os casos. O cancer em
muitos homens pode permanecer latente e nunca se manifestar clinicamente. Pode
ser encontrado em 33% dos homens com idade acima dos 50 anos (JEMAL et al.,
2006). Assim como na NIP, a zona glandular periférica da préstata € a mais afetada;
principalmente na regido posterior atingindo percentual de 70 a 75 % dos casos; em
seguida é a zona central com 15% e a menos afetada é a zona de transigcdo com 10
al5% (QIAN et al., 1997).

A ocorréncia espontanea de tumor prostatico entre as diferentes espécies
de animais € rara, com exce¢do do adenocarcinoma no cdo (BONKHOLFF &
REMBENGER, 1998) e na prostata ventral de ratos da linhagem ACl/SegHapBR
(WARD et al., 1980; ISAACS, 1984). As manifestacdes de proliferagcbes malignas
podem ocorrer de diferentes formas.

O Carcinoma Microinvasivo é a primeira forma diagnosticavel de
carcinoma invasivo. Ocorre penetracdo das células malignas através da membrana
basal da glandula com foco de NIP para dentro do estroma (TABOGA & VIDAL,
2003; SHAPPELL et al., 2004).

Carcinoma Invasivo é definido pelo potencial que o tumor maligno tem em
exibir crescimento destrutivo no parénquima da préstata (SHAPPELL et al., 2004).
Ao contrério da neoplasia intra-epitelial prostatica, o carcinoma é incompativel com a
arquitetura normal das glandulas e algumas caracteristicas histol6gicas permitem
seu reconhecimento (QIAN et al, 1997). O carcinoma invasivo pode exibir
diferenciac@o glandular, onde é classificado como adenocarcinoma, também pode
exibir caracteristicas citologicas de outros tipos de carcinoma como 0s carcinomas
das células escamosas e das células neuroenddcrinas ou ainda exibir nenhuma
caracteristica morfoldgica especifica e é conhecido por carcinoma indiferenciado. Os
adenocarcinomas correspondem as lesdes malignas resultantes da transformacéo
das células epiteliais de 4cinos ou ductos, onde fica evidente a formag&o glandular.
O carcinoma das células neuroenddcrinas é caracterizado pela presenca da
diferenciagéo destes tipos celulares (SHAPPELL et al., 2004).

O estroma dos tumores prostaticos malignos sofre transformacfes que

derivam da alteragédo do tecido conjuntivo da glandula, favorecendo o crescimento
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do carcinoma e o seu potencial invasivo, provocada principalmente pela intensa

angiogénese e desintegragdo das fibras coldgenas (MORRISON et al., 2000).

3. Modelos experimentais de inducdo de lesdes proliferativas na

prostata

A inducdo de lesBes proliferativas por agentes quimicos para a
experimentacdo animal € muito comum. S&o utilizados por permitirem explorar os
mecanismos moleculares do desenvolvimento de doencas que podem chegar ao
cancer de prostata ou para o desenvolvimento de novas drogas e novas terapias,
além de medidas de profilaxia.

O desenvolvimento do cancer ou carcinogénese quimica € um processo
extremamente complexo dividido em no minimo trés principais etapas: iniciagéo,
promog¢do e progressdo (DRAGAN & PITOT, 1991). Na carcinogénese quimica, a
iniciacdo € caracterizada pela exposigcéo de células-alvo a uma dose apropriada de
algum cancerigeno (chamado iniciador), o que resulta em lesGes permanentes no
DNA, apés um ciclo de divisao celular.

Muitos grupos de agentes quimicos estéo relacionados ao surgimento do
cancer. Alguns exemplos de carcinGgenos quimicos conhecidos incluem:
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (tabaco, defumados, alcool etc.), aflatoxinas
(fungo dos cereais), carcindbgenos inorganicos (arsénico, cromo, cédmio etc.),
aminas arométicas, azocompostos (corantes de alimentos), alquilantes etc. (FILHO,
1994).

Existem somente dois agentes organicos quimicos iniciadores que
induzem tumor na prostata de ratos, o N-nitrosobis(oxopropyl)amine (BOP) (POUR,
1983) e o 3-2dimetil 4-aminobifenil (DMAB) (SHIRAI et al., 1993). A administragdo
crbnica de testosterona em algumas linhagens de ratos € outra forma de induzir
tumor prostatico (POLLARD et al, 1982; POUR & STEPAN, 1987).

Outros fatores como, por exemplo, a radiagéo local também pode produzir
cancer de prostata em animais como demonstrado em camundongos (HIROSE et
al., 1976) e em ratos Sprague-Dawley (TARIZAWA & HIROSE, 1978). Porém, os
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autores constataram céncer de préstata somente nos ratos castrados que tiveram
reposicdo hormonal antes da radia¢do ionizante, sugerindo que a testosterona é
necessaria para o desenvolvimento do tumor.

H& trabalhos ainda, que demonstram a inducé@o de lesBes proliferativas
provocadas pela exposicdo ao cddmio (um carcin6geno inorganico), na prostata
ventral de ratos (Wallkes et al., 2000; Waalkes et al., 2003; Riansarez, 2005).

4. Cadmio

z

O cadmio € um metal pesado, existente na crosta terrestre em baixas
concentracdes, associado geralmente ao zinco, na forma de depdsito de sulfito. E
um metal de cor prata claro, pertence a familia dos elementos Il B da tabela
periddica, apresenta massa molecular 112,41 e nimero atémico 48 (FRIBERG et al.,
1974).

Naturalmente, o cadmio esta presente na atmosfera durante as atividades
vulcanicas, incéndios nas florestas ou carregado pelo vento sob forma de particulas
sélidas. A origem antropogénica comecou por volta de 1940, quando comegou seu
refinamento e passou a ser usado para a fusdo do niquel e cobre e queima de
combustivel féssil (IRWIN et al., 1997).

O uso do cadmio na fusdo entre metais esta diminuindo bastante
(WAISBERG et al., 2003) e aumentando na fabricac@o de baterias de veiculos, de
pedra-pome, pastas de limpeza, pisos, como componente em metallrgicas, em
pigmentos, acabamentos de pecas, plasticos e vidros, além dos fertilizantes
fosfatados (IARC, 1993). E importante ressaltar que a origem antropogénica do
cadmio € 3 a 10 vezes maior do que a origem natural atmosférica (IRWIN et al.,
1997).

Cadmio é classificado como um agente carcinogénico de categoria 1
(evidéncias epidemiolégicas suficientes para a agdo carcinogénica em humanos)
pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993). E responsavel
por grande parte de intoxicagfes ocupacionais e ambientais (NORDBERG, 1978).

Como resultado das emissOes industriais e por causa da contaminagdo dos



31

fertilizantes utilizados nas plantagdes, no Século XX tem aumentado bastante a
concentracdo do cadmio no solo, implicando em maior retencdo pelos vegetais
(SATARUG et al., 2003), que seré&o utilizados pelos animais e/ou homem, inclusive
como alimentos.

A principal exposicdo ndo ocupacional vem da fumaga do cigarro, que
contém relativamente alta concentracdo deste metal. Fumantes ativos e passivos
estdo expostos a concentracdes de cadmio presente na fumaca do tabaco (LEWIS,
1972; JARUP et al., 1998), sendo um dos componentes importantes para os efeitos
toxicos do cigarro no organismo. Cada cigarro contém aproximadamente de 1 a 2 ug
cadmio e fumantes absorvem pelo trato respiratério cerca de 1 a 3 ug de cadmio por
dia a mais do que uma pessoa que ndo tem contato com cigarros. Para pessoas que
ndo estdo em contato com cigarros, a dieta é a principal via de exposi¢do ao cadmio
(WHO, 1992).

Outra importante via de exposi¢cao ao metal € a perinatal. Estudo mostrou
que o metal foi detectado no leite materno humano em concentracdo significativa e
que provavelmente esta relacionado a contaminagdo ambiental sofrida pelas mées
(NASCIMENTO et al., 2005).

Dentre as exposi¢cdes ocupacionais, sdo de maior risco as que afetam
trabalhadores ligados diretamente com a produgéo e processamento do metal, fuséo
de metais e os que reciclam materiais eletrénicos (WHO, 1992).

A meia vida do metal no organismo humano é de 15 anos (KJELLSTROM
& NORDBERG, 1978) e superior a 200 dias em ratos (WEB, 1975). Por esse motivo,
efeitos adversos a satude podem aparecer ou continuar mesmo apoés a redugdo ou a
cessacdo da exposicao ao cadmio.

O cadmio pode se acumular em 6rgdos como o hipotalamo, hipdéfise e
gonadas (MARQUEZ et al., 1998). Por ter longa meia-vida, esta acumulagcéo pode
acarretar desordens do sistema enddcrino, afetar a atividade do eixo hipotalamico-
hipofisario-testicular (ANTONIO et al., 1999), alterar o mecanismo de secrecdo de
hormoénios como prolactina, luteinizante (LH), tireoestimulante (TSH) e
adrenocorticotrofico (ACTH) (LAFUENTE et al., 1999). Laskey & Phelps (1991),
observaram diminuigcdo nos niveis de testosterona e aumento nos niveis de ACTH

em ratos.
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A exposicao ocupacional ao cadmio tem sido considerada como uma das
causas de cancer de pulméo (IARC, 1993). Estudo, com duragdo de 18 meses
expOs ratos continuamente, pela via inalatéria, a um aerossol com baixa
concentracdo de cloreto de cadmio. Os resultados mostraram incidéncia elevada de
cancer de pulméo, com evidéncia significativa da relagdo entre dose e resposta
(IARC, 1993). A exposicdo em longo prazo por inalacdo e a administracdo
intratraqueal causaram danos inflamatérios crénicos nos pulmdes e a inalacdo do
cadmio em niveis elevados parece causar edema pulmonar letal (WHO, 1992).

Em estudo pela via oral, foi observado que a ingestédo de dose elevada
causou a necrose do ovério e dos testiculos de inidmeros animais, além da né&o-
ovulacgéo e varios danos no figado. As doses maiores danificaram a mucosa gastrica
e intestinal. A administracéo oral por longo prazo produziu efeitos prejudiciais no
figado, nos sistemas imunoldgico, 6sseo e cardiovascular (WHO, 1992), além de
apresentar propriedades nefrotoxicas sendo carcinogénico em rim de roedores
(WALLKES & REHN, 1994).

Muito da toxicidade do cadmio se deve a capacidade de substituir 0 zinco
em reacgOes bioldgicas. Zinco € um metal essencial necessério para a sintese de
DNA, RNA e proteinas e para proceder a atividade enzimética de enzimas
dependentes do metal (COUSINS et al. 2003). Estudos em modelos animais apdiam
esta relagdo de antagonismo entre 0os metais, mostrando que o tratamento com
zinco reduz os efeitos carcinogénicos do cadmio (WAALKES, 2003; RIANSARES et
al., 2005).

O mecanismo celular e molecular implicado na carcinogenecidade do
cadmio inclui ativagdo de proto-oncogenes, inativagdo dos genes supressores de
tumor, rompimento da adesédo celular e inibicdo do reparo de DNA (WAALKES,
2003).

Em relacdo 4 prostata, estudos epidemiologicos e em animais fornecem
importantes evidéncias implicando o cAdmio como um agente carcinogénico sobre a
glandula prostética (WAALKES, 2000; NAKAMURA et al., 2002).

A exposicao ocupacional ao cadmio tem sido considerada como uma das
causas de cancer de prostata e testiculos (WAALKES & REHM, 1994; RIANSARES
et al., 2005) em humanos.
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Zeng e colaboradores (2004) em estudo de caso controle avaliaram os
efeitos da exposicdo ocupacional sobre a prostata humana e observaram uma
relacdo tipo dose-resposta entre trabalhadores expostos ocupacionalmente ao
cadmio e a prevaléncia de valores anormais de antigeno especifico da préstata
(PSA), sugerindo que a exposicao cronica ao metal estd relacionada a danos na
prostata.

H& estudos que sugere a forte influéncia ambiental na transformacgéo do
estado latente do céncer de prostata em forma agressiva, como o estudo
epidemiolégico em relagdo ao aumento da incidéncia da manifestacao clinica entre
homens japoneses e chineses ap0s migragdo dos Estados Unidos (MUIR et al.,
1991).

Alvarez e colaboradores (2004), em modelo experimental, avaliaram os
efeitos do cadmio em exposi¢do cronica, utilizando dose e via de administracdo que
mimetiza a exposicdo ambiental, sobre a prostata. Observaram mudancas
significativas no aumento do limen dos &cinos e perda de invaginagdes tipicas das
células epiteliais prostaticas comparados ao grupo controle. Os autores sugerem
gue estas alteragdes, provavelmente foram provocadas por stress oxidativo.

A enzima, glutation S-transferase, faz parte do sistema que protege o
organismo contra espécies reativas de oxigénio. Esta enzima esta presente em
pouca quantidade no tecido prostético normal, porém, num experimento com ratos
intoxicados pelo cadmio, houve aumento significativo dos niveis desta enzima,
sugerindo que desenvolve importante papel na resposta ao stress oxidativo, no inicio
das lesBes provocadas pelo metal (RIANSARES et al., 2005).

Riansares e colaboradores (2005), ainda no mesmo experimento,
avaliaram as mudancgas pré-neoplasicas na prostata induzidas pelo cddmio e
observaram que houve aumento na prolifera¢é@o celular nestes 4cinos displasicos.

Shirai e colaboradores (1993) demonstraram que o0 cadmio pode
aumentar os efeitos carcinogénicos do composto 3,2-dimetil-4-aminobifenil (DMAB)
sobre a prostata de ratos que receberam tal composto iniciador.

As razbes exatas para o0 desenvolvimento do céncer ainda é
desconhecida, conhece-se apenas alguns fatores de risco relacionados a doenca.

Porém cada vez mais esta aumentando o nimero de diagndsticos para cancer de
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prostata, sendo considerado atualmente o sexto tipo de cancer mais comum no
mundo e 0 mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total de
cancer (INCA, 2007).

Portanto, estudos experimentais e epidemiol6gicos com o cddmio tém
demonstrado que ele pode ser considerado como mais um fator de risco para o

desenvolvimento do cancer na prostata.

5. Cafeina

Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma substancia branca, cristalina,
inodora, de sabor muito amargo (IARC, 1991). As fontes mais comuns de cafeina
sdo: o café, a semente de cacau (utilizada na fabricacdo do chocolate), a semente
de cola (utilizada na fabricacdo de refrigerantes) e os chas. E também adicionada a
medicamentos contra gripe, como por exemplo, analgésicos e medicamentos
utilizados para estimular a capacidade mental. A quantidade de cafeina nos
alimentos varia dependendo do tamanho da porgéo, do tipo do produto e do método
de preparo.

Por ser facilmente encontrada em diferentes fontes, a cafeina € uma das
substancias farmacologicamente ativa mais freqientemente ingerida no mundo, por
todos os segmentos da populagéo (IARC, 1991).

A absor¢éo da cafeina pelo trato gastrintestinal € rapida, nos humanos
chega préximo dos 99% 45 minutos apds sua ingestdo (BLANCHARD & SAWERS,
1983), nos animais a absor¢do também é completa. Apds alguns minutos ja esta na
corrente sanguinea sendo levada para todos os 6rgéos do corpo. Ao atingir o cortex
cerebral, diminui a fadiga e ao atuar sobre os receptores do hormonio adenosina,
situados nas células nervosas, exerce agao inibidora a este horménio (NAWROT et
al., 2003), impedindo que ele aja como redutor da frequéncia cardiaca, da pressao
sanglinea e da temperatura corporal, fatores responsaveis pela sensagéo de torpor
e do sono.

Ela exerce também ac¢do indireta estimulando a liberagdo de
neurotransmissores e de alguns hormonios tais como a adrenalina (NAWROT et al.,

2003). Nestes casos, a acdo da cafeina ocorre pelo bloqueio da enzima
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fosfodiesterase, responsavel pelo metabolismo intracelular do AMPc, ou seja, ha
aumento da concentragcdo do AMPc intracelular (MANDEL, 2002). Assim, os efeitos
da adrenalina persistem por mais tempo e, com o aumento da atividade neuronal, a
glandula pituitéria age libertando grandes quantidades de horménios que levam a
liberacdo de adrenalina pelas supra-renais.

A adrenalina circulante pode estimular a secrecdo de enzima lipase, uma
lipoproteina que mobiliza os depoésitos de gordura para utiliza-la como fonte de
energia no lugar do glicogénio muscular. Esse efeito de poupar o glicogénio torna o
corpo mais resistente a fadiga (NAWROT et al.,, 2003). Por esta razao,
provavelmente, a cafeina é tdo utilizada pelos atletas como substancia ergogénica.

Estudos mostram que qualquer efeito farmacolégico da cafeina é
passageiro. Ela ndo se acumula no organismo e € normalmente excretada dentro de
algumas horas ap6s o consumo. Em doses baixas, por via oral, menores do que 10
mg/kg, a cafeina alcanca o pico plasmatico entre 2,5 a 4,5 horas em adultos
saudaveis, 0,7 a 1,2 horas em camundongos e ratos e 3 a 5 horas em macacos
(ARNAUD, 1987). O fumo aumenta o metabolismo da cafeina reduzindo este
periodo de 30 a 50% (JOERES et al., 1988) e aproximadamente dobra em mulheres
que fazem o uso de contraceptivos orais (PATWARDHAN et al., 1980). Com o
consumo regular hd o desenvolvimento de tolerancia para seus efeitos. Por
exemplo, uma pessoa que consome cafeina regularmente pode beber vérios copos
de café em poucas horas e notar minimos efeitos, enquanto outra pessoa que ndo é
consumidora regular de café pode sentir os efeitos estimulantes apds ingerir uma ou
duas porgoes.

A cafeina € metabolizada no figado e deriva alguns metabdlitos como
dimetilxantinas, acidos uricos dimetil e monometil, trimetil-alantoina, dimetil-alantoina
e derivados de uracil. Estes metabdlitos passardo por demetilagdo, oxidagédo e
formacdo de uracil. A principal diferenga entre os roedores e humanos é que nos
ratos, 40% dos metabdlitos da cafeina sédo derivados trimetil enquanto que estes,
nao excedem 6% nos humanos. Do mesmo modo, em humanos a demetilacdo de
trimetil conduz a formagéo de paraxantina que representa 72-80% do metabolismo
da cafeina (ARNAUD, 1987).
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Os efeitos da cafeina sobre os sistemas do organismo humano tém sido
extensivamente investigados, porém muitos dos dados destas pesquisas ainda sdo
contraditorios.

Ingestdo moderada de cafeina com dose de até 400 mg por dia
(equivalente a 6 mg/kg de peso corpéreo em uma pessoa com 65 kg) ndo esti
associada com toxicidade ou efeitos adversos como cardiovasculares, prejuizos na
massa Ossea, no balanco de célcio, mudancas de comportamento no adulto,
aumento de incidéncia de cancer ou efeitos na fertilidade masculina. Entretanto, os
dados também mostram que mulheres em idade reprodutiva e criangas sao
subgrupos de risco, que requerem alerta especifico para controlar o seu consumo
diario (NAWROT et al., 2003). No caso das criangas, com o avan¢o da idade os
niveis plasméticos vao se tornando normais.

H& autores que defendem o consumo da cafeina para o tratamento e
prevencao de algumas doengas, tais como o mal de Parkinson, a diabetes mellitus
do tipo 2 e a cirrose hepatica (HIGDON & FREI , 2006).

Na diabetes mellitus do tipo 2, o café quando ingerido em doses
moderadas, parece melhorar o controle da glicose, como demonstrado em pesquisa
com pacientes diabéticos (RANHEIN & HALVORSEN, 2005). O mecanismo foi
atribuido 4 acdo da cafeina como possivel inibidor da enzima glucose-6-
phosphatase, que controla o nivel de glicose no sangue. Entretanto, exposi¢des
crbnicas com altas doses de cafeina esta relacionada com o aumento da
sensitividade a insulina (RANHEIN & HALVORSEN, 2005).

Estudo epidemiolégico demonstrou que em homens fumantes o risco do
desenvolvimento de cancer no pulmdo aumentou entre 0os que consumiam café, e
observaram ainda relacdo positiva proporcional a quantidade de copos de café
ingeridos (BAKER, 2005).

Existem muitos trabalhos que defendem os efeitos benéficos da cafeina
sobre o figado. Estudos epidemioldgicos relacionam a menor incidéncia de doencas
crbnicas no figado com a ingestdo de café e reducdo no risco de desenvolver
hepatocarcinoma (KUROZAWA et al.,, 2005 ; SHIMAZU et al., 2005). Estudo
realizado in vitro revelou que possivelmente o papel protetor da cafeina se deva por

inibicéo da proliferac@o das células do hepatocarcinoma por induzir a parada do ciclo
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celular independente da apoptose. Ocorre desregulagdo na cascata de sinalizagéo,
onde algumas quinases sao ativadas e sinalizam a parada do ciclo celular (OKANO
et al., 2008).

Estudos in vitro sobre o ciclo celular quanto a proliferacdo e morte celular
sdo muito contraditérios. Uma explicagdo para estas discrepancias, é que o0s
experimentos utilizaram diferentes tipos celulares em diferentes condicdes e em
concentragdes que vao desde micromolares até milimolares altas. Fisiologicamente,
atingir tais niveis sanguineos experimentais de cafeina seria extremamente dificil em
humanos sem produzir efeitos colaterais adversos (BODE & DONG, 2006). Neste
sentido, a relevancia destes dados experimentais obtidos com altas concentracdes
de cafeina ndo esta clara, mas ajudam a compreensdo dos possiveis mecanismos
gue a célula pode responder.

Ratos recebendo cafeina, teobromina e teofilina na sua dieta alimentar
demonstraram atrofia nos testiculos, além de varias mudancas atréficas nos 6rgéaos
sexuais acessorios, incluindo a prostata, sendo que a cafeina revelou maior
toxicidade. Andlises citogenéticas destes testiculos demonstraram reducdo no
namero de células mitéticas e aumento no nivel de testosterona, que foi
correlacionado com a aparéncia hiperplasica das células intersticiais nos testiculos
atrofiados (WEINBERGER et al., 1978). Gans (1984) confirmou estes dados e
também observou degeneracdo vacuolar nas células espermatogénicas.

Disfungé@o simpatica parece ter efeito de aceleragdo de mitoses sobre a
prostata e o risco de desenvolvimento de HPB parece aumentar com ingestdo de
alimentos contendo cafeina por estimular a via simpética (GASS, 2002).

Administracdo diaria de cafeina em coelhos adultos por quatro semanas
causou desequilibrio nos horménios esterdides e nos secretados pela glandula
pituitaria anterior (EZZAT & EL-GOHARY, 1994), o que sugere desequilibrio
homeostéasico entre os tecidos dependentes de andrégenos e os ndo dependentes.
Desta forma, a cafeina parece também desempenhar papel de desregulador
enddcrino.

Estudo de caso-controle com homens de 65 a 80 anos de idade realizado
na Suica, intitulado “Sua préstata”, relacionou sintomas de HPB com o uso de alcool,

cigarro e consumo de café. Foi encontrada relagéo positiva proporcionalmente direta



38

entre consumo de café e o aparecimento de hiperplasia prostética benigna (GASS,
2002). Estudos anteriores ja sugeriam esta correlacdo (GLYNN et al.,, 1985;
MORRISSON, 1990). Por outro lado, ha outros estudos caso-controle que nao
encontraram nenhuma relagdo entre o consumo de café e o risco de HPB
(SIGNORELLO, 1999). Em contraste, ha um estudo de caso-controle que encontrou
diminuicdo do risco de HPB em homens que tinham o habito de tomar café
(MORRISON, 1992).

Estudos in vitro em relagdo ao cancer tém demonstrado que a cafeina
apresenta efeitos diretos sobre o ciclo celular, agindo sobre a proteina p53 de forma
a induzir morte celular programada (ITO, et al., 2003; HE et al., 2005; NOMURA et
al., 2005).

Os dados ainda sé&o conflitantes e pouco se conhece sobre a ingestdo de
alimentos contendo cafeina como fator de risco ou protetor para afeccdes
prostaticas como HPB. Desta forma, mais estudos s@o necessarios para o
entendimento dos efeitos da cafeina sobre os diferentes sistemas do organismo,
principalmente nas condi¢cdes de doses crbnicas que correspondem melhor a

realidade dos habitos das popula¢gdes humanas.



Objetivos
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Geral:

Este projeto teve por objetivo investigar se a ingestdo de baixas
concentragdes de cadmio e/ou cafeina durante crescimento prostatico na puberdade
promove alterac6es na morfologia e nos indices de proliferagdo e apoptose das

células epiteliais das prostatas ventrais e dorsais do rato Wistar.

Especificos:

e Avaliar os efeitos do cadmio e da cafeina, isolados ou combinados, sobre
parametros morfol6gicos e morfométricos de altura do epitélio glandular e da

area de colageno;

e Avaliar os efeitos do cadmio e da cafeina, isolados ou combinados, sobre os

indices de proliferacdo e morte celular das células epiteliais prostéticas;

¢ Avaliar os efeitos do cadmio e da cafeina, isolados ou combinados, sobre a

concentragdo plasmatica de testosterona circulante no sangue;

¢ Avaliar os efeitos do cadmio e da cafeina, isolados ou combinados, sobre a

incidéncia de lesdes prostaticas.
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Resumo

Além de fatores étnicos, etérios e genéticos, a contaminagdo ambiental por agentes
quimicos carcinogénicos, os habitos alimentares e o estilo de vida, tais como
exposicdo ao cadmio e a ingestdo de bebidas contendo cafeina, tém sido
associados com o aparecimento do céncer de préstata e com a hiperplasia
prostatica benigna, respectivamente. Neste sentido, por exemplo, a partir da
puberdade € comum os homens adquirirem o hébito de fumar e/ou de ingerir
bebidas estimulantes, estando, portanto, expostos ao cadmio e/ou a cafeina, e em
um periodo importante de rapido crescimento e maturagdo prostatica. Desta forma,
este trabalho avaliou os efeitos, isolados e combinados, do cadmio e da cafeina, em
baixas concentracdes, sobre a morfologia e fisiologia da préstata de ratos puberes.
Para isto, ratos Wistar com 60 dias de idade foram divididos em quatro grupos
(n=15), os quais receberam, via oral, na agua de beber, por 30 dias: agua, acetato
de cadmio (10ppm de Cd*?), cafeina (10mg/l) ou cafeina+cadmio. Posteriormente,
os lobos prostéaticos dorso-laterais e ventrais foram processados hitologicamente e
realizadas analises morfologicas, citoquimicas para fibras de colageno,
morfométricas e imunocitoquimicas para Ki-67. Também foram determinadas as
concentragdes plasmaticas de cadmio e de testosterona e intraprostética de cadmio
no lobo ventral. As concentracbes plasmética e intraprostatica de cadmio
aumentaram significativamente nos animais expostos ao cadmio e ao
cadmio+cafeina. O periodo de exposi¢do aos agentes ndo alterou significativamente
0 peso dos lobos prostaticos, a concentracdo plasmatica de testosterona e a
morfologia glandular. Entretanto, o indice de proliferacdo celular aumentou nas
prostatas dos animais do grupo que recebeu cadmio isoladamente e foram
encontradas areas de proliferag@o atipicas em seu lobo dorsal. Além disso, foram
observadas diminuicdo nas &reas ocupadas pelas fibras colagenas e na altura das
células epiteliais nos lobos ventral e dorsal dos trés grupos tratados e uma maior
incidéncia de prostatite cronica no lobo ventral dos animais expostos a cafeina.
Portanto, nossos resultados sugerem que, nas condigcbes experimentais deste
estudo, o cadmio, mesmo em baixas doses, é capaz de aumentar o indice de

proliferacdo das células epiteliais e de alterar as fibras do estroma glandular,
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mudancgas que podem favorecer o desenvolvimento de neoplasias na prostata na
idade adulta. Ja a cafeina, apesar de aumentar a incidéncia de prostatite nos lobos
prostaticos, ndo aumentou a proliferacdo das células epiteliais e, ainda, antagonizou
os efeitos de indugéo de proliferacdo do cadmio, sugerindo acdo protetora contra

este efeito do metal.

Introducéo

7

O céancer de prostata € atualmente a neoplasia mais comum entre
homens, representando 29 e 21% de todos 0s novos casos de cancer nos Estados
Unidos e no Brasil, respectivamente (Jemal et al. 2007; INCA, 2008). Apesar dos
inmeros estudos, a etiologia do cancer de préstata no homem é complexa e pode
incluir idade, etnia, estilo de vida, fatores ambientais e genéticos, entre outros.

Estudos que relacionam fatores ambientais, como exposicdo ao cadmio
(Cd), com o diagnéstico desta doenca parece ser menos investigados que 0s outros
mencionados anteriormente. Contudo, existem evidéncias epidemiologicas e
experimentais para associagdo entre exposicdo ao cadmio e o cancer de préstata
em humanos e roedores (Waalkes et al. 1989; Goyer et al. 2004; Arriazu et al., 2006;
Vinceti et al. 2007).

O Cd é classificado como um carcindgeno humano pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993). Naturalmente, o Cd esté
presente na atmosfera durante as atividades vulcéanicas, incéndios nas florestas ou
carregado pelo vento sob forma de particulas sélidas (Irwin et al., 1997). E
onipresente no ambiente, devido & poluicdo industrial. E responséavel por grande
parte de intoxicagdes ocupacionais e ambientais (Nordberg, 1978). A exposicao
ocupacional esté relacionada ao contato de trabalhadores das &areas principalmente
de mineracao, fusdo de minérios, manufaturamento de baterias, pigmentos e
plasticos (IARC, 1993). Em &reas contaminadas, o Cd satura o solo e as reservas de
adgua, atingindo niveis altos como 0,21 mg/kg e aproximadamente 1,9 pM em
alimentos (Yan et al., 2007). Fumantes também estdo expostos ao Cd proveniente
dos cigarros (Jarup et al., 1998). Entre os ndo fumantes, a dieta é a principal via de

exposi¢cdo ao Cd (Satarug & Moore, 2004). Em humanos, Cd é associado ao cancer
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de pulmédo, mas ndo esta definitivamente associado ao de prostata (IARC, 1993),
entretanto, em roedores o Cd reconhecidamente é capaz de induzir o
desenvolvimento de neoplasias na préstata (Waalkes et al., 1989; Arriazu et al.,
2006).

A meia vida do metal no organismo humano é de 15 anos (Kjellstrém &
Nordberg, 1978) e superior a 200 dias em ratos (Web, 1975). Devido a baixa taxa de
excrecdo (~ 0.001%/dia) o Cd € acumulado no organismo (Satarug & Moore, 2004),
e a prostata € um dos 6rgdos com alta bioacumulag@o deste metal (0.45-28 pM)
(Lindegaard et al. 1990; Achanzar et al. 2001). Pacientes com cancer de proOstata
demonstraram ter niveis mais altos do metal na prostata e na circulacéo (Brys et al.
1997).

Além disso, sabe-se que o Cd induz aumento na atividade proliferativa
das células epiteliais (Waalkes, 2000; Arriazu et al., 2006; Bakshi et al., 2008) e
induz as células a adquirem carater maligno onde tornam-se resistentes a apoptse
via super-expressédo do gene Bcl2 e de seu produto (Qu et al., 2007; Arriazu et al.,
2006).

Outros fatores relacionados ao estilo de vida, principalmente em relacédo a
dieta, também s&o considerados grandes contribuintes para a promoc¢ao do cancer
ou para protecao contra 0 mesmo. Dentre alguns componentes da dieta, a cafeina
destaca-se por estar presente ndo sO6 nos habitos nutricionais como chas, cafés,
chocolates, bebidas energéticas entre outros alimentos, como também em
medicamentos da maioria dos segmentos da populagéo.

Os efeitos da cafeina sobre proliferacdo e morte celular tém sido
extensivamente investigados entre os mais diferentes tipos celulares, entretanto os
dados ainda sdo bastante contraditérios (Bode & Dong, 2006). Sabe-se que a
cafeina estimula a via simpética, e disfungcdo simpatica parece ter efeito de
aceleracdo das mitoses na prostata, sugerindo aumento do risco de
desenvolvimento de hiperplasia prostética benigna pela ingestdo de alimentos que
contenham cafeina (Yun & Doux, 2006). Além disso, estudos de caso-controle
demonstraram correlag@o positiva direta entre o surgimento de hiperplasia prostatica
benigna e o consumo de alimentos contendo cafeina (café e chas) por homens na
idade adulta (Glynn et al., 1985; Morrisson, 1990; Gass, 2002). Entretanto, outros



57

estudos caso-controle ndo encontraram nenhuma correlagdo ou encontraram
correlagdo negativa entre o consumo de café e o risco de HPB (Signorello, 1999;
Morrisson, 1992).

Considerando que na puberdade a prostata, tanto de humanos como de
roedores, apresenta expressivo crescimento glandular por processos proliferativos e
secretorios (Risbridger et al., 2005; Vilamaior et al., 2006) e que na puberdade os
homens sdo mais suscetiveis a adquirem o habito de fumar e ingerir bebidas
energéticas, o presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos do cddmio e da
cafeina, isolados ou combinados, em baixa concentracdo no periodo da puberdade
sobre a histoarquitetura glandular e sobre os processos de proliferagdo e morte

celular na préstata do rato Wistar adulto jovem.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar puberes (60 dias de idade), pesando
aproximadamente 200g, provenientes do Biotério Central da UNESP de Botucatu.
Os animais foram mantidos no Biotério do Centro de Assisténcia Toxicologica
(CEATOX) do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, em caixas de polietileno
com substrato de maravalha autoclavadas, em condicbes controladas de
luminosidade e temperatura média de 25°C, sendo fornecidas agua e racao ad
libitum.

Os animais foram pesados e randomizados em 4 grupos experimentais:
grupo controle (Ct), grupo cadmio (Cd), grupo cafeina (Cf) e grupo cafeina mais
cadmio (CC). No grupo Ct, os animais receberam agua da torneira; no grupo Cd, os
animais receberam solugdo de acetato de cadmio (Synth) diluido na &agua, na
concentracdo de 10mg de Cd/l; no grupo Cf, os animais receberam solugcdo de
cafeina (Acros) na &gua, na concentracdo de 10mg/l; e o grupo CC, ambas as
concentragdes foram adicionados na agua.

Apos 30 dias do inicio do experimento, os animais foram anestesiados
com 200mg/kg de pentobarbital sédico, injetado intraperitonealmente. Logo em

seguida, foi feita puncdo cardiaca para coletar sangue para quantificacdo da
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concentracdo de cadmio e para concentragdo plasmatica de testosterona. Apos
eutanasia, os dois lobos da prostata ventral, direito e esquerdo foram removidos e
pesados, bem como os lobos das préstatas dorsolaterais, testiculos, figado e rins.
Um dos lobos ventrais foi utilizado para determinar a concentragéo intra-prostatica
de cddmio e o outro para analises histologicas. Ambos os lobos prostéticos
dorsolaterais foram processadas para andlises histologicas. Os outros 6rgaos foram
descartados apds terem sido pesados.

Durante o periodo da administragdo do cadmio e da cafeina, foi
mensurado o consumo de racdo e agua dos diferentes grupos experimentais, 3

vezes por semana, e o ganho de peso corporal, semanalmente.

Determinac&o quantitativa de cadmio

A concentragcdo de cadmio foi avaliada utilizando-se a técnica de
espectrofotometria de absorgéo atbmica (espectrofotometro E.A.A. — GBC 932 AA),
em tecido prostatico e sangue apds digestdo acida em forno de microondas (DGT
100 — PROVECTO) (BASSET, 1981; ATHANASOPOQOULOQOS, 1994).

Dosagem hormonal

Para dosagem de testosterona (T) o plasma foi separado por
centrifugacdo e estocado a —80°C. A concentracdo foi determinada por método de
radio imunoensaio usando kit de deteccdo de testosterona total da empresa DPC
Medilab. O Ensaio foi realizado no Laboratério de Biologia da Reproducéo da Prof®.
Dra. Eunice Oba do Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Campus de Botucatu.

Obtencéo de cortes em Paraplast e Resina

Lobos de préstatas ventrais e dorsolaterais foram fixados em
paraformaldeido a 4% dissolvido em tampéao fosfato 0,2 M, pH 7,2, por 24 horas.
Apoés a fixacdo, o material foi desidratado em série crescente de etanol, diafanizado
em xilol e incluido em Paraplast. Cortes de 5 ym, produzidos em micrétomo rotativo,
foram coletados em laminas silanizadas e armazenados até o momento de uso.

Alguns fragmentos foram desidratados até alcool 95% e embebidos em resina
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metacrilato (Historesin — Leica). Apds a embebi¢do o material foi incluido em moldes
plasticos. Cortes de 3um foram produzidos com navalha de vidro em micrétomo
rotativo automatico, coletados e armazenados em estufa a 40°C até o momento do

uso.

Analises Morfoldgicas e Citoquimicas

Cortes em paraplast foram corados pela Hematoxilina-Eosina (H&E) para
andlise geral da estrutura glandular e pelo Picrossirius, para a analise das fibras
colagenas (Junqueira et al., 1979); e pela Reticulina de Gomori (Gomori, 1937,
modificado, em Taboga & Vidal 2003) para andlise das fibras reticulares. Os cortes
foram observados em luz normal e fotomicrografados em microscopio Leica DMLB.

O critério morfolégico usado para identificar as lesdes displasicas,
seguindo Arriazu et al. (2006) foi: (a) aumento do epitélio de revestimento das
estruturas tdbulo-alveolares comumente associado com pseudo-estratificacdo dos
nucleos; (b) aumento da aparéncia basofilica do epitélio devido ao acumulo de
nucleos; (c) pleomorfismo nuclear; (d) nicleos com nucleos evidentes e de tamanho
aumentado; (e) padrdo cribiforme, com estratificacdo do epitélio e formacdo de arcos
e pontes epiteliais. Quando trés ou mais destes critérios eram encontrados em uma
mesma &rea epitelial foi considerada a presenca de displasia epitelial ou leséo.

Além disso, foi avaliada a incidéncia de prostatite cronica e prostatite
aguda nos lobos ventrais e dorsolaterais dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Como critério de prostatite cronica foi considerado a presenca de
células infamatodrias, tais como linfocitos, plasmécitos e macréfagos no espaco
estromal ao redor das porgdes glandulares e para prostatite aguda a presenca de
neutréfilos no interior das glandulas, entre as células epiteliais e no espago estromal,
de acordo com Shappell et al. (2004).

Considerando que a presenca de prostatite nos lobos prostéticos interfere
nos parédmetros morfolégicos e nos indices de proliferacdo e morte celular,
decidimos n&o avaliar o lobo lateral, pois 0 mesmo apresenta grande incidéncia
desta afeccgéo, e as andlises quantitativas foram realizadas apenas no lobo dorsal do

complexo dorso-lateral. Além disso, os lobos ventrais e dorsais que apresentavam
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prostatite crénicas ou agudas também ndo foram utilizados para as andlises

morfométricas e quantitativas.

Analises Morfométricas

As analises morfométricas foram realizadas por meio de camera digital
acoplada ao microscopio e software de analise de imagem Leica Qwin Verséo 3.1
para Windows™. Os cortes em resina corados com H&E foram utilizados para as
analises referentes a altura do epitélio secretor.

Para o calculo dos efeitos do cadmio e cafeina sobre a altura média do
epitélio secretor foram efetuadas 10 medidas interativas utilizando-se a objetiva de
40X (equivalente a 1 campo), em 10 campos de cada lobo prostético de pelo menos
6 animais de cada grupo, totalizando no minimo 600 medidas por lobo prostatico por
grupo experimental.

Para o célculo dos efeitos do cadmio e da cafeina sobre a area ocupada
por fibras colagenas foram efetuadas 10 medidas autométicas (detec¢do automatica
da cor vermelha pelo software) em cortes em paraplast corados pelo picrossirius. As
deteccbes foram feitas com a objetiva de 20X, em, pelo menos, 10 campos
microscopicos de cada lobo prostatico de pelo menos 6 animais de cada grupo,

totalizando no minimo 60 medidas por lobo prostatico por grupo experimental.

Imunohistoquimica

Cortes em paraplast foram submetidos & reagdo imuno-histoquimica para
Ki-67. Apds desparafinizados, os cortes passaram por recuperagdo antigénica com
tampéo citrato (0,01M), pH 6.0, em panela de pressdo (35 minutos). Apds o
resfriamento das laminas foi feito o bloqueio de peroxidase enddgena, obtido com
H,O, (3% em metanol — 15 minutos) e, apés serem lavados em PBS, os cortes
foram incubados overnight a 4°C com anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (Santa Cruz
Biotecnology, CA, USA), 1:100 em BSA 1%. O anticorpo primério foi detectado
utilizando-se anticorpo secundario IgG biotinilado (Santa Cruz Biotecnology, CA,
USA) diluido em 1:100 em BSA 1% em PBS, por 1 hora em temperatura ambiente;
depois de lavados foram incubados por 45 minutos em solugdo de avidina-biotina-
peroxidase (kit Elite ABC, Vector Laboratory, CA, USA), diluidos em 1:50 em BSA



61

1%. A reacéo foi revelada com 3,3'diaminobenzidina (DAB) (Sigma, EUA) + H,0, em

PBS e os cortes foram contra-corados com hematoxilina e montados em Permount.

Avaliagdo quantitativa de células em proliferagéo

A porcentagem dos nucleos imunomarcados pelo Ki-67 foi determinada
seguindo a férmula: niumero de ndcleos marcados x 100/ numero total de nucleos
contados (marcados e nao marcados). Para a contagem, foram escolhidos
aleatoriamente 10 campos de cada lobo prostatico de pelo menos 8 animais por
grupo e contados todos os nucleos epiteliais, utilizando-se a objetiva de 40x (foram

contados aproximadamente 9.000 nucleos por grupo experimental).

Avaliacdo quantitativa de células em apoptose

Cortes em paraplast e resina corados com H&E foram avaliados para
determinar a frequéncia de células com caracteristicas morfologicas de células
apoptoticas. A identificacdo das células apoptoticas seguiu alguns critérios (Kerr et
al., 1994; Johnson et al., 1998): 1) uma massa condensada fortemente eosinofilica
de citoplasma contendo um grupo de cromatina condensada, homogénea e bem
basofilica, 2) citoplasma com mais do que um pedaco de cromatina condensada, e
3) fragmentos de cromatina condensada sem citoplasma adjacente. Foram
consideradas para contagem apenas as ceélulas presentes no epitélio secretor, ndo
sendo contadas as células apoptéticas presentes no limen.

A porcentagem dos nucleos apoptoéticos foi calculada pelo indice de
apoptose seguindo a formula: nimero de células apoptéticas x 100/ numero total de
células. Para a contagem, foram escolhidos aleatoriamente 10 campos de cada lobo
prostatico de cada animal e contados todos os nucleos epiteliais, utilizando a
objetiva de 40x (foram contados aproximadamente 12.000 nucleos por grupo

experimental).

Andlises estatisticas
Os valores de pesos, medidas, indices e dosagens foram expressos pelas
médias e desvios padrdo. Foi utilizada andlise de variancia (Anova), com Tukey-

Kramer como pos-teste para determinar as diferencas existentes entre 0s grupos.
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Foram consideradas significantes diferengas com P < 0.05. As andlises estatisticas
foram feitas utilizando-se o programa Instat (version 3.0; GraphPad, Inc., San Diego,
CA).

Resultados

Animais

A ingestdo média didria de &agua contendo cadmio e/ou cafeina
comparados ao grupo controle ndo teve diferenca estatisticamente significante
(Figura 1). A ingestdo média do consumo de ragdo também ndo teve diferenca
estatistica entre os diferentes grupos (dados ndo mostrados).

O peso médio corpéreo dos ratos, avaliados semanalmente durante o
periodo de exposicdo por 30 dias, ao cadmio, cafeina ou ambos, néo teve diferenca
estatisticamente significante, comparado ao peso dos animais do grupo controle
(Tabela 1).

Dosagem do cadmio tecidual

A concentracdo de Cd*? no sangue foi maior nos animais do grupo Cd e
CC em relag&o ao grupo Ct, porém foi estatisticamente significativa apenas no grupo
Cd (Tabela 1). J4 a concentragdo de Cd*? retido no lobo prostatico ventral foi

significantemente maior nos grupos Cd e CC em relagdo ao controle (Tabela 1).

Dosagem testosterona
A concentragdo de T ndo foi alterada pela exposicdo ao cadmio ou

cafeina no periodo avaliado (Tabela 1).

Morfologia e Morfometria

e Lobo Ventral
A exposicdo dos ratos puberes ao cadmio e/ou cafeina, ndo alterou
estatisticamente o peso absoluto e nem o peso relativo do lobo prostatico ventrais
(Tabela 1).
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O lobo prostético ventral dos ratos (PV), em condi¢Bes fisioldgicas,
analisada em microscopia de luz pelas coloragfes de rotina, € uma estrutura tabulo-
alveolar, constituidos por células secretoras colunares altas, com citoplasma basofilo
e nucleo basal ovéide e por ductos poucos pregueado. Algumas ceélulas epiteliais
exibem nucleos apicais, indicativos da atividade proliferativa na glandula. Na regiao
supra-nuclear, é evidente, em microscopia de luz, uma regido mais clara, croméfoba,
correspondente a regido de Golgi, indicativo de intensa atividade sintética da
glandula. O estroma que envolve os ductos é delgado, constituido por poucas
células musculares lisas e fibroblastos interpostos por fibras colagenas finas (Figuras
2a, 5a, 6a).

Analises morfométricas da altura do epitélio prostatico mostraram que os
animais expostos ao cadmio e cafeina isoladamente ou concomitantemente
apresentaram valores significativamente menores do que os valores do grupo
controle (P< 0,05) (Tabela 1).

No lobo ventral ndo foram encontradas marcantes alteragbes na
organizagcédo tecidual que caracterizassem displasia glandular. Entretanto, foi
possivel observar grande incidéncia de prostatite crénica neste lobo nos animais dos
diferentes grupos experimentais, mas principalmente nos animais expostos a cafeina
(Figura 2e-f, Tabela 1).

As fibras do sistema colageno (fibras colagenas e reticulares sdo coradas
em vermelho pela coloracdo com picrossirius) foram observadas na matriz
extracelular do lobo ventral ao redor das estruturas tubulos/alvéolos, associado com
a base do epitélio, ao redor das células musculares lisas e no intersticio entre as
estruturas glandulares (Figuras 5a). Nos grupos Cd, Cf e CC observaram-se
camadas mais finas de coldgeno abaixo do epitélio e ao redor das células
musculares lisas (Figuras 5b, c, d). As andlises gquantitativas mostraram que os trés
grupos tratados apresentaram valores significativamente menores de &rea relativa
de fibras do sistema coldgeno no estroma (Tabela 1).

A impregnacdo com prata pela técnica de Reticulina de Gomori
evidenciou as fibras reticulares (principalmente colageno tipo Ill, coradas em negro)
organizadas ao redor da base das estruturas alveolares, incluindo as dobras

epiteliais, assim como ao redor das células musculares lisas e as fibras colagenas
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(principalmente colageno tipo I, coradas em dourado) mais concentradas nos
espacos intersticiais (Figuras 6a). As andlises da distribuicdo e da organizagéo das
fibras reticulares e coldgenas nos lobos ventrais dos animais dos grupos Cd, Cf e
CC mostraram que os trés diferentes tratamentos ndo alteraram o padrdo de

organizacéo e distribui¢cdo destas fibras (Figura 6b, c, d).

e Lobo Dorsolateral

A exposicdo dos ratos puberes ao cadmio ou/e cafeina, ndo alterou
estatisticamente o peso absoluto e nem o peso relativo dos lobos prostaticos
dorsolaterais (Tabela 1).

O lobo dorso-lateral (PDL) é formado por estruturas tabulo-alveolares
revestidas por epitélio secretorio, apoiadas e sustentadas por um espesso estroma
fibromuscular, composto principalmente de fibroblastos e 2-4 camadas de células
musculares lisas. Os ductos do lobo dorsal (PD) séo revestidos por epitélio cubico
alto, os nucleos sdo arredondados e basais, muitas vezes com o nucléolo evidente e
0 citoplasma possui menor basofilia comparado ao lobo lateral (Figuras 3,4). O lobo
lateral (PL) apresenta epitélio secretério de revestimento cubico baixo, citoplasma
com grande basofilia, nucleos esféricos e basais (Figuras 3, 4).

No lobo dorsal ndo foram encontradas marcantes alteracdes na
organizacgdo tecidual que caracterizassem displasia glandular. Entretanto, no limen
dos tubulos/alvéolos prostaticos mais distais da maioria dos animais e dos diferentes
grupos experimentais, foi observada grande quantidade de células epiteliais
hipercroméaticas, associadas a intenso processo de proliferacdo e de
desprendimento de células epiteliais. Este processo atipico de proliferacdo e de
liberag&@o de células foi mais evidente nos animais tratados (Figura 3e-f).

Andlises morfométricas também revelaram que houve reducéo
significativa na altura do epitélio secretor do lobo dorsal dos trés grupos tratados
guando comparados aos do grupo controle (Tabela 1).

A PD é caracterizada por apresentar estroma mais espesso quando
comparado com a PV, no qual maiores quantidades de elementos da matriz
extracelular também se organizam ao redor das estruturas epiteliais e no espaco

intersticial (Figura 5e). Assim, a PD apresenta maior coloragé@o pelo picrossirius que
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a PV. Nas PD dos animais dos grupos Cd, Cf e CC, observaram-se camadas mais
finas de fibras do sistema colageno (Figuras 5f, g, h). As analises quantitativas
mostraram que os trés grupos tratados apresentaram valores significativamente
menores de &rea relativa de fibras do sistema coladgeno no estroma (Tabela 1).

A distribuicAo e organizacdo das fibras reticulares e colagenas,
evidenciadas pela coloragcéo de reticulina, na PD segue as mesmas caracteristicas
descritas anteriormente para a PV e aparentemente também n&o houve diferencas
na disposicdo destas fibras nas PD entre os diferentes grupos experimentais
(Figuras 6e-h).

O lobo lateral apresentou alta incidéncia de prostatite aguda (Tabela 1),
caracterizada pela presenca de grande quantidade de neutrdfilos na luz de alguns
tubulos/alvéolos prostéticos (Figuras 4a-b). Neste lobo, também foi frequente a
presenca de células binucleadas e polipldides no epitélio glandular com prostatite
aguda, além de células com grandes vesiculas de secre¢do acidofilas, atipicas para

estas células epiteliais (Figuras 4b-e).

indice de proliferacéo celular

A reacgdo imunocitoquimica para Ki-67 foi eficiente em marcar os nacleos
das células epiteliais em proliferagdo nos diferentes lobos prostaticos dos diferentes
grupos experimentais (Figura 7). As analises quantitativas desta imunomarcacao
revelaram que tanto a PV quanto a PD dos animais expostos ao cadmio
isoladamente apresentaram indices de proliferagdo estatisticamente (P<0,05)

maiores que os lobos dos animais controle (Tabela 1).

indice de apoptose

Os diferentes aspectos das células apoptoticas encontradas nos lobos
ventral e dorsal dos diferentes grupos experimentais sdo mostrados na Figura 8. As
contagens das células epiteliais apoptéticas dos lobos prostaticos dos diferentes
grupos experimentais revelaram que apenas o lobo dorsal dos animais expostos ao
cadmio demonstrou aumento estatisticamente significativo deste indice em relacdo
ao grupo controle (P<0,001) (Tabela 1).
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Discussao

Os resultados deste estudo confirmam as observacdes de varios autores
sobre os efeitos do cadmio como indutor de proliferacdo de células epiteliais
prostaticas e que a cafeina parece ter efeito protetor contra esta inducéo. O presente
estudo é o primeiro que aborda a interacdo destes dois agentes sobre a prostata.

Véarios estudos sobre os efeitos do cadmio sobre a prostata ja foram
realizados, variando doses e vias de administracdo. Por exemplo, Martin et al.
(2001) encontraram mudancas displasicas no lobo prostatico ventral dos ratos,
iniciando o experimento com ratos ao 60 dias de idade, com dose de 80 ppm e por
18 meses. Por outro lado, Alvarez et al. (2004), utilizando ratos com 21 dias, dose
néo-carcinogénica de 15 ppm por 3 meses, também encontrou lesdes displasicas no
lobo ventral. Ja Arriazu et al. (2005) iniciaram o experimento com ratos aos 30 dias
de idade, dose de 60 ppm e trataram por até 24 meses, e também encontraram
alteragcbes epiteliais displasicas, que confirmam o possivel papel do cadmio na
tumorigénese prostéatica. Estes estudos experimentais por via oral tém a vantagem
de serem fisiologicamente e comparativamente mais relevantes.

No presente estudo, a administragdo do cadmio por via oral, numa
concentracdo baixa (10 ppm) e no periodo de crescimento pubere, da 8% a 122
semana (Vilamaior et al., 2006) produziu aumento das concentra¢cfes plasmética e
intraprostatica do metal, porém, ndo alterou o ganho de peso dos animais, nem o
peso dos lobos prostaticos e nem a concentracdo plasmatica de testosterona. Além
disso, a administracdo de cafeina, isolada ou combinada com o cadmio, também
ndo alterou a absorcdo do metal pelo lobo ventral e nem estes outros parametros
analisados.

Estes resultados mostram que a dose de cadmio utilizada neste estudo
ndo provocou toxicidade sistémica, e a fungéo testicular permaneceu normal, como
0 esperado. O cadmio pode induzir lesGes proliferativas na prostata de ratos
somente quando a fungdo testicular permanece intacta (Waalkes et al.,1989),
portanto as alteracdes observadas como a reducdo da altura das células epiteliais
séo devidos a acdo direta do cadmio e da cafeina sobre a préstata e ndo via danos

testiculares.
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No periodo em que este estudo avaliou os efeitos do céadmio
isoladamente, o indice de proliferagdo das células epiteliais aumentou nos lobos
ventral e dorsal. Porém o indice de apoptose também aumentou no lobo dorsal,
possivelmente como mecanismo de controle para manter a homeostasia glandular.
Entretanto, no lobo ventral, o qual tem sido descrito por outros autores como mais
susceptivel a acdo do cadmio em roedores (Arriazu et al., 2005), o indice de
apoptose ndo se alterou em relacdo aos niveis controle, o que € nitidamente uma
mudanca no equilibrio em favor da proliferacdo. Esta acdo preferencial do cadmio
sobre o lobo ventral pode ser devido a baixa atividade das enzimas metalotioneinas,
relacionadas a metabolizacdo deste metal dentro das células (Nordberg, 1978;
Suzuki et al., 1992; Coogan et al., 1995). Desta forma, é possivel sugerir que o
desbalanco nos processos proliferativos e apoptoticos das células epiteliais
prostaticas, observadas em curtos periodos de exposi¢céo, pode se refletir em lesGes
neoplasicas nos individuos mais velhos.

Apesar dos efeitos controversos da cafeina sobre a proliferacdo das
células epiteliais prostaticas (Morrisson, 1990; Signorello, 1999; Gass, 2002), neste
estudo, a cafeina ndo alterou significativamente o indice de proliferacdo das células
epiteliais dos lobos prostéticos comparado ao grupo controle. Além disso, a cafeina
antagonizou os efeitos indutores de proliferacdo do cadmio. Estudos in vitro com
células humanas de cancer de figado demonstraram atividade anti-proliferativa
quando administrado cafeina, e foi atribuida a parada do ciclo celular pela
fosforilacdo de duas MAPKs (Okano et al., 2008). Desta forma, a cafeina pode ter
um efeito protetor anti-proliferativo na interacdo com o cadmio.

Outro resultado interessante deste estudo foi a diminuicAo da area
ocupada pelo colageno nos lobos prostaticos ventral e dorsal dos grupos expostos
ao cadmio e a cafeina. Esta diminuicdo pode estar relacionada com a
desorganizacao da deposi¢cédo de colageno. Trabalhos in vitro realizados com células
de pulméo relatam também terem encontrado reducéo na sintese de colageno tipo |
e elastina apdés incubag@o com cadmio (Chambers et al., 1998; Zhao et al., 2006) via
inibicdo da enzima lisil oxidase.

A lisil oxidase € uma enzima dependente de cobre, implicada na formagéo

de ligacdes cruzadas entre as moléculas de colageno e entre as moléculas de



68

elastina no meio extracelular. O cadmio parece ser um desregulador da absorgdo de
metais endégenos como o zinco, ferro e cobre (Noel et al., 2004); esta desregulacdo
na homeostasia do cobre pode ser um dos mecanismos que induziria a diminuicéo
na sintese e da estruturacéo das fibrilas de coldgeno no meio extracelular.

Ja no caso da cafeina, também existem relatos na literatura sugerindo
esta acdo na reducédo de areas de matriz colagénica. Chan et al. (2006), em trabalho
realizado com camundongos induzidos por tetra cloreto de carbono para
desenvolver cirrose hepética, encontraram, nos animais que receberam cafeina pela
adgua de beber, reducdo na area ocupada pelo colageno. Os autores atribuem este
papel protetor, contra cirrose hepética, pelo fato da cafeina ser receptor antagonista
nao seletivo da adenosina, os resultados se assemelham com outros estudos (Sharp
et al.,, 1995; Ruhl & Everhart, 2005). Em situagdo normal a ligacdo da adenosina
com seus receptores promove a inibicdo da atividade das metaloproteinases (Chan
et al., 2006), controlando a degradacao do coldgeno versus sua producdo. A cafeina
por sua vez, se liga ao receptor da adenosina, impedindo que ela exerga sua fungéo,
0 que pode provocar o aumento da degradacdo da matriz, incluindo o coldgeno.

Desta forma, estas alteracbes nas fibras do sistema colageno, tanto
causados pelo cadmio como pela cafeina, podem afetar a dindmica da interacdo
epitélio-estroma na prostata. A perfeita organizacdo do estroma glandular é
responsavel pela manutencdo da morfofisiologia glandular e alteragbes no estroma
tém sido sugeridas por participarem de processos neoplasicos na préstata (Cunha et
al., 2002; Chung et al., 2006; Scarano et al., 2008).

Concluindo, os resultados deste estudo mostram que a puberdade é uma
fase importante do crescimento prostético, na qual fatores ambientais e do estilo de
vida afetam este crescimento, podendo originar processos neoplasicos em idades
avancadas. Futuros estudos sdo necessarios para revelar quais os mecanismos de
acdo direta da cafeina sobre a prostata e seus efeitos protetores contra o cadmio na

prostata.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Gréfico dos valores médios (ml) do consumo de agua pelos animais dos
grupos que receberam pela agua, acetato de cadmio (cadmio), cafeina (cafeina),
cafeina+cadmio (caf+cd). Ndo houve diferenca estatistica da ingestdo média do
consumo de agua entre os grupos tratados comparados aos que receberam agua de

torneira (controle).

Figura 2. Fotomicrografias do lobo ventral corado por H&E do animal controle (a), do
animal tratado com cadmio (b), do animal tratado com cafeina (c, €) e do animal
tratado com cadmio e cafeina (d). A exposi¢do ao cadmio e/ou cafeina ndo provocou
mudancas na estrutura glandular e nem no didmetro do lamen (asterisco).
Entretanto, os trés diferentes tratamentos provocaram pequena reducdo na altura
das células epiteliais, que pode ser melhor observada nos detalhes das respectivas
figuras. Grande quantidade de linfocitos (setas) foi observada no estroma prostatico,
mas ausentes no lumen glandular (L), de alguns animais, caracterizando quadro de

prostatite cronica (e e f). Barras: a-e = 200 um; f = 20 ym; detalhes = 10 pm.

Figura 3. Fotomicrografias do lobo dorsal corado por H&E do animal controle (a), do
animal tratado com cadmio (b), do animal tratado com cafeina (c) e do animal
tratado com cadmio e cafeina (d-f). A exposicdo ao cadmio e/ou cafeina n&o
provocou mudangas na estrutura glandular e nem no didmetro do limen (asterisco)
Entretanto, os trés diferentes tratamentos provocaram pequena reducdo na altura
das células epiteliais, que pode ser melhor observada nos detalhes das respectivas
figuras. e-f). Grande quantidade de células epiteliais (setas) foi observada no limen

de alguns tubulos prostdtico de alguns animais, caracterizando processo de
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proliferac@o e descamacao do epitélio. Barras: a-d = 200 ym; e =500 ym; f = 30 ym;

detalhes = 10 pm.

Figura 4. Fotomicrografias do lobo lateral do animal controle (a-b), do animal tratado
com cadmio (c-d) e do animal tratado com cafeina (e-f). a) A presenca de prostatite
aguda (p) foi comum neste lobo, caracterizada pela grande quantidade de neutréfilos
(setas em b) na luz dos tubulos de alguns tubulos prostaticos; b-d) Detalhe das
células epiteliais dos ductos com prostatite aguda mostrando células binuceladas
(cabeca de seta) e células polipléides (setas); e-f) Também foram observadas
algumas células epiteliais com grandes vesiculas de secre¢do acidofilas em tdbulos
com prostatite, mostrando um padréo diferente de atividade secretora das demais

células epiteliais. Barras: a = 200 ym; b= 20 pym; c-f = 10 pm.

Figura 5. Fotomicrografias dos lobos prostaticos corados por picrossirius. Detalhes
dos tubulos prostaticos do lobo ventral (a-d) e do lobo dorsal (e-h) dos animais
controle (a e e), dos animais tratados com cadmio (b e f), dos animais tratados com
cafeina (c e g) e dos animais tratados com cadmio e cafeina (d e h), nos quais se
podem observar as fibras colagenas coradas em vermelho no estroma peritubular e
intersticial e as células epiteliais coradas em amarelo. A exposi¢cdo ao caddmio e/ou
cafeina provocou pequena reducdo na &rea ocupada pelas fibras colagenas no

estroma glandular. Barras = 30 ym.

Figura 6. Fotomicrografias dos lobos prostaticos corados pela reticulina de Gémori.
Detalhes dos tubulos prostaticos do lobo ventral (a-d) e do lobo dorsal (e-h) dos
animais controle (a e e), dos animais tratados com cadmio (b e f), dos animais
tratados com cafeina (c e g) e dos animais tratados com cadmio e cafeina (d e h),
nos quais se podem observar as fibras reticulares, coradas em preto, localizadas,
preferencialmente, no estroma peritubular e as fibras colagenas, coradas em
dourado, localizadas preferencialmente no estroma intersticial. A exposi¢cdo ao
cadmio e/ou cafeina ndo provocou alteracéo na distribuicdo ou organizagédo destas

fibras. Barras = 30 pm.
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BN

Figura 7. Fotomicrografias dos lobos prostaticos submetidos & reagéo
imunocitoquimica para o antigeno Ki-67. Detalhes dos tubulos prostaticos do lobo
ventral (a-d) e do lobo dorsal (e-h) dos animais controle (a e e), dos animais tratados
com cadmio (b e f), dos animais tratados com cafeina (c e g) e dos animais tratados
com cadmio e cafeina (d e h). As setas apontam as células marcadas positivamente
para o antigeno relacionado com proliferacdo celular, para o qual maior nimero de
células marcadas foi observado nas préstatas dos animais tratados com cadmio.

Barra = 30 um.

Figura 8. Fotomicrografias dos lobos prostaticos corados por H&E. Visdo geral da
morfologia do lobo ventral (a-d) e do lobo dorsal (e-h) dos animais controle (a e e),
dos animais tratados com cadmio (b e f), dos animais tratados com cafeina (c e g) e
dos animais tratados com cadmio e cafeina (d e h). As setas apontam células com
tipicos aspectos morfoldgicos de apoptose, os quais foram utilizados para contagem

e determinacgdo do indice apoptético. Barra = 10 ym.



Figura 1: Gréfico do consumo médio de ingestdo de agua.

50

40

30 A

M

20 A

10 4

——contole —#— cafeina - A- cadmio —- caf+cd

12

Dias

14

16

18

20

22



Tabela 1. Valores das andlises biométricas dos animais e prostatas dos diferentes
grupos experimentais

78

PV

PDL

Grupos experimentais

Parametros Ct Cd Cf cc
Peso corpéreo (g) 422.8 + 44,77 430,8 + 37,30 434,50 + 39,81 432,00 + 45,39
Testosterona (ng/ml) 2,39 + 2,40 2,56 + 1,43 3,12 + 0,99 2,23 +1,27
cd”no sangue (pg/dl) 0,13 +0,35 1,73 + 2,0* 0,86 +1,0
cd* intra-prostéatico (ug/g) 0,061 + 0,02 0,119 + 0,03** 0,134 + 0,05***
Peso total testiculos (g) 2,44 +0,21 2,40 +0,20 2,43 + 0,17 2,37 £ 0,26
Peso relativo testiculos 0,08 + 0,02 0,08 + 0,01 0,09 + 0,02 0,08 + 0,01
Peso absoluto (g) 0,53 +0,12 0,47 £ 0,12 0,61 + 0,08 0,50 + 0,08
Peso relativo 0,12 + 0,02 0,11 + 0,02 0,14 + 0,01 0,11 + 0,02
Area fibras colageno (%) 5,32 +1,05 3,61 + 0,69*** 4,15 + 0,61* 3,46 + 0,73***
Altura do epitélio (um) 24,63 + 3,84 22,77 + 2,36* 19,33 + 1,93*** 21,7 + 2,26***
indice de proliferacéo (%) 1,07 + 0,68 1,84 + 0,59** 0,83 + 0,59 1,21 +0,86
indice apoptético (%) 0,27 + 0,20 0,22 +0,19 0,16 + 0,19 0,16 + 0,13
Incidéncia de prostatite cronica (%) 21,0 30 42,1 30
Peso absoluto (g) 0,36 + 0,11 0,34 + 0,05 0,39 + 0,10 0,35 + 0,04
Peso relativo 0,08 £ 0,02 0,07 £ 0,01 0,09 + 0,02 0,08 £ 0,01
Area fibras de colageno (%) (PD) 11,41 + 2,68 7,23 + 1,80** 8,06 + 2,00* 8,37 +1,23*
Altura do epitélio (um) (PD) 10,95 + 0,80 10,18 + 1,08** 8,99 + 1,01+ 10,0 + 0,90%*
indice de proliferacéo (%) (PD) 0,72 + 0,58 2,38 + 0,54*** 1,19 + 0,65 1,42 + 0,57
indice apoptético (%) (PD) 0,33 +0,27 0,87 + 0,45%** 0,56 + 0,22 0,30 +0,21
Incidéncia prostatite aguda (%) (PL) 13,3 42,1 55,5 23,5

Grupo controle (Ct), grupo cadmio (Cd), grupo cafeina (Cf) e grupo cafeina + cadmio (CC). PV: lobo
prostatico ventral; PDL: lobo prostatico dorsolateral; PD: lobo prostatico dorsal; PL: lobo prostatico

lateral. T: testosterona; Cd*% cadmio.
*P <0,05; ** P<0,01, ** P <0,001.
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Conclusdes Gerals
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Exposicdo a baixas concentracbes ao caddmio na puberdade aumenta a
proliferacé@o de células epiteliais prostaticas.

Cafeina diminui o efeito proliferativo do cadmio.

Cédmio e cafeina reduzem a fragdo volumétrica do colageno no estroma
prostatico.

A puberdade também é uma fase importante do crescimento prostatico, na
gual desregulacdo na homeostasia glandular podem estar relacionadas ao

aparecimento de lesdes na idade adulta e senil.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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