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RESUMO

O café é uma bebida de grande popularidade e consumida mundialmente, havendo
diferentes estudos concernentes as suas implicacfes na saude. O objetivo deste
estudo foi investigar o efeito do café sobre a hepatocarcinogénese em ratos
submetidos ao modelo hepatdcito resistente (HR). Foram utilizados ratos Wistar
machos alimentados com racdo suplementada ou ndo com 1,5% de café liofilizado e
submetidos ao modelo HR. A hepatocarcinogénese foi induzida pela administracéo
de dietilnitrosamina e 2-acetilaminofluoreno seguida de hepatectomia parcial para
estimulo mitogénico. Os animais foram sacrificados com aproximadamente 110 dias
de vida e os figados foram removidos e pesados. Procedeu-se a analise
morfométrica das lesdes pré-neoplasicas (LPN) em cortes histologicos do figado
submetidos a técnica histoquimica para identificacdo da enzima glicose-6-fosfatase.
Os animais que receberam dieta suplementada com café apresentaram reducéo de
78% no numero de LPN, 85,5% no numero de ndédulos persistentes, 70,5% no
namero de ndédulos de remodelacdo e 86,8% na area hepatica ocupada pelas LPN.
Analisou-se a atividade da enzima y-glutamiltranspeptidase em homogeneizado do
figado regenerado. A menor atividade da enzima no grupo de animais que recebeu
dieta suplementada com café, embora ndo estatisticamente significativa, corrobora
os resultados obtidos pela andlise histoquimica. O menor nimero e tamanho das
LPN indicam que o café exerce acdo moduladora na hepatocarcinogénese quimica,

sugerindo agao protetora deste alimento.

Palavras-chave: Alimento funcional; Café; Hepatocarcinogénese quimica.



ABSTRACT

Coffee is a very popular drink, worldly consumed, with different studies related to its
health protection. The goal of the present study was to investigate the effect of coffee
on the carcinogenesis in rats submitted to the hepatocarcinogenesis resistant
hepatocyte (RH) model. Male Wistar rats, fed diet supplemented or not with 1.5% of
lyophilized coffee and submitted to the RH model, were used. Hepatocarcinogenesis
was induced by administration of diethylnitrosamine and 2-acetylaminofluorene
followed by partial hepatectomy for mitogenic stimulus. The animals were sacrificed
around 110 days of life and the livers were removed and weighed. Morphometric
analysis was performed in liver slices using glucose-6-phosphatase enzyme as
histochemical marker for preneoplastic lesions (PNL). The animals fed coffee diet
had reduced PNL number in 78%, persistent nodules number in 85.5%, remodeling
nodules number in 70.5% and PNL total area in 86.8%. y-glutamyltranspeptidase
enzyme activity in liver homogenate was determined. Enzyme activity was decreased
in animals fed coffee diet, despite of non-statistically significant, supported the results
found by the histochemistry analysis. The decreased in number and size of PNL
indicates a modulation of coffee on chemical hepatocarcinogenesis, suggesting a

protective effect.

Key words: Coffee; Functional food; Chemical hepatocarcinogenesis.



Introdugéo

1 INTRODUCAO

O cancer é caracterizado pela formacdo de uma massa de tecido anormal,
cujo crescimento excede e é desorganizado em relacdo ao tecido normal. Este
crescimento persiste mesmo apdés a interrupcdo do estimulo que o evocou
(ROBBINS et al., 2000).

O cancer tem causas variadas, externas ou internas ao organismo, estando
ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e
aos habitos ou costumes proprios de um ambiente cultural e social. As causas
internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas e estéo ligadas
a capacidade do organismo se defender das agressdes externas. Esses fatores
causais podem interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de
transformacgdes malignas nas células normais (INCA, 2007).

A incidéncia e as altas taxas de mortalidade fazem do cancer um importante
problema de saude publica e esforcos devem ser mobilizados para sua prevencao e
cura. A prevencado primaria do cancer, com énfase nos fatores associados ao estilo
de vida e no combate a agentes ambientais e ocupacionais cancerigenos, pode
trazer bons resultados na reducao da incidéncia desta doenca (BRASIL, 2006).

A quimioprotecdo contra o cancer pode resultar da acdo de uma substancia
gue possa bloquear o inicio do processo neoplasico, deter ou reverter a progressao
das células iniciadas para fenotipos malignos. A quimioprotecdo pode ocorrer por
diferentes mecanismos que incluem reducdo da intoxicacdo por metabdlitos
carcinogénicos e/ou aumento da desintoxicacdo (CHEN & KONG, 2004).

Estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais mostram que muitos
constituintes da dieta, entre 0s quais encontram-se curcumina, licopeno, polifendis,
isoflavonas, B-caroteno, estdo associados a quimioprotecdo contra diferentes tipos
de cancer em 6rgdos como mama, prostata, pulméao, colon, estbmago, figado e rim.
Dentre os mecanismos descritos para estes constituintes estédo: prevencado de danos
oxidativos ao DNA pela acédo antioxidante, promocdo de reparos no DNA, inducéo
de apoptose e da resposta imunoldgica, inibicdo de enzimas da FASE | e ativacéo
de enzimas da FASE Il do sistema de biotransformacéo de xenobioéticos, reducao da

producdo do fator de crescimento semelhante a insulina que € responsavel pela
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proliferacdo de algumas linhagens de células tumorais, entre outros (FERRARI &
TORRES, 2003; HEBER, 2004).

Estudos mostram que diferentes constituintes do café como cafeina, acidos
clorogénicos, taninos e diterpenos exercem efeitos bioldgicos num largo espectro de
sistemas. Entre os efeitos biolégicos encontram-se acbes antioxidantes,
antimutagénicas e anticarcinogénicas (DEVASAGAYAM et al., 1996; NEPKA et al.,
1999; CAVIN et al., 2002). As propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas
parecem estar associadas com modificacbes benéficas sobre o sistema de
biotransformacao hepatico (CAVIN et al., 2002; HUBER et al., 2003), ao aumento na
atividade da O°-metilguanina-DNA metiltransferase (HUBER et al., 2003) e a
estimulacéo do sistema antioxidante endégeno (ABREU, 2005).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do café sobre a
hepatocarcinogénese em ratos submetidos ao modelo hepatdécito resistente. Para
isso, foram analisadas lesdes pré-neoplasicas negativas para a atividade da enzima
glicose-6-fosfatase em cortes submetidos a técnica histoquimica, bem como a

atividade da y-glutamiltranspeptidase em homogeneizado do figado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FIGADO E O SISTEMA DE BIOTRANSFORMACAO

O figado € a maior glandula do corpo humano, pesando cerca de 1400 a 1600
g em um adulto, o que corresponde a aproximadamente 2,5% do peso corporal. Ele
situa-se no quadrante superior direito da cavidade abdominal, aderido a superficie
inferior do diafragma (ROBBINS et al., 2000).

A unidade funcional do figado é o l6bulo, estrutura de forma poliédrica com
0,8 a 2 mm de diametro e varios milimetros de comprimento. Nestes, os hepatocitos
se dispbem em placas (laminas) continuas e unicelulares que se irradiam da veia
centrolobular (GUYTON & HALL, 2002).

No local de juncdo dos lobulos, existe um conjunto de estruturas denominado
espaco-porta, composto por um ramo da veia porta, um ramo da artéria hepatica, um
ducto biliar e vasos linfaticos, envoltos por bainha de tecido conjuntivo (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1995).

O figado recebe a maior parte do seu sangue pela veia porta (cerca de 70%)
e menor quantidade através da artéria hepatica. Pela veia porta chega ao 6rgao todo
0 material absorvido nos intestinos, com excecdo de parte dos lipidios que é
transportada por via linfatica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

Do espaco-porta 0 sangue venoso e arterial € distribuido para uma rede de
capilares sinuséides que ocupam 0 espaco entre as placas de hepatdécitos. As
paredes dos sinusoéides sao revestidas por células endoteliais tipicas e células de
Kupffer, que sdo dotadas de fungBes mdultiplas como formacdo de anticorpos,
hematopoiese e fagocitose. O sangue percorre 0s sinusoides e é recolhido na veia
centrolobular, que € o ramo inicial da veia hepética. Desta o sangue flui para a veia
cava inferior (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

O figado € 6rgao de multiplas fungdes entre as quais estdo o processamento
e sintese de substancias que sdo transportadas para outras areas do organismo.
Desempenha, ainda, funcbes especificas para o organismo no metabolismo dos

carboidratos, proteinas e lipidios, e de inUmeras outras no armazenamento de
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vitaminas e de ferro (CHARLTON , 1996; GUYTON & HALL, 2002; KLOVER &
MOONEY, 2004).

O figado é também o principal 6rgdo envolvido na biotransformacéo e
eliminacdo de compostos quimica e estruturalmente diversos, de natureza endégena
e exogena, aos quais o organismo esta frequentemente exposto (CARVALHO,
1995). Estes ultimos sdo chamados de xenobidticos e incluem compostos como
farmacos, poluentes ambientais e outros (HODGSON & ROSE, 2007).

Durante o processo de biotransformacdo, enzimas transformam compostos
organicos em moléculas mais sollveis e, portanto, mais facilmente excretaveis. O
processo de biotransformacéo de xenobioticos é classificado em reacfes de FASE |,
catalisadas por enzimas microssomais, e de FASE IlI, que envolvem enzimas
principalmente citossdlicas (CHEN & KONG, 2004). As enzimas das FASES | e Il
coexistem numa mesma célula e o equilibrio entre suas funcBes determina a
adequada atividade biolégica (HODGSON & ROSE, 2007).

Na FASE I, grupos polares (—OH, —NH; ou —SH) sé&o introduzidos na molécula
do xenobiodtico, tornando-a menos lipofilica. As reacbes de FASE | envolvem
hidrolise, reducdo e oxidacdo de xenobidticos por enzimas relativamente nao
especificas, denominadas monooxigenases. A oxidacao € a reacdo mais importante
no metabolismo da FASE | e é catalisada por enzimas dependentes do citocromo
P450 geralmente conhecidas como monooxigenases de funcdo mista. Estas
enzimas sdo responsaveis pela FASE | do metabolismo da grande maioria de
substratos endogenos, bem como dos xenobiéticos, e tém como funcdo proteger o
organismo de substancias quimicas ingeridas e absorvidas diariamente (HODGSON
& ROSE, 2007).

Nas reacfes da FASE Il os compostos alterados na FASE | sdo combinados
com metabdlitos enddgenos altamente polares e facilmente excretaveis. As reacdes
de biotransformacdo da FASE Il incluem glicuronidacdo, sulfatacdo, acetilacao,
metilacdo, conjugacdo com glutationa e com aminoacidos. Os cofatores destas
reacdes reagem com grupos funcionais que estdo presentes no xenobiodtico ou que
foram expostos/introduzidos durante a FASE | da biotransformacdo, gerando
metabdlitos altamente polares e, geralmente, de facil eliminacdo pela via renal ou
biliar (GONZALEZ, 2005).

A glicuronidacdo €é catalisada pelas uridina difosfato (UDP) glicuronosil

transferases e € a reacdo de conjugacdo mais importante em termos quantitativos
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(BURCHELL et al., 1995). No entanto, a conjugacao de metabdlitos toxicos ativos de
xenobidticos com a glutationa representa a principal via de desintoxica¢do de drogas
e carcindégenos, protegendo as células contra danos ao DNA causados por
compostos eletrofilicos mutagénicos, radicais livres e intermediarios reativos do
oxigénio formados durante a biotransformacéo. Esta conjugacédo € catalisada por
uma familia de glutationa S-transferases (PASTORE et al., 2003).

A glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) é o mais abundante tiol em todos
os tecidos animais e o principal tiol ndo-proteina envolvido na defesa antioxidante
celular. Ela esta presente em altas concentracées no hepatdcito, onde participa, na
forma de glutationa reduzida, como agente redutor em reacfes de oxidacao-reducéo
do sistema de biotransformacao de xenobiéticos (PASTORE et al., 2003).

Muitos  compostos  quimicos  tornam-se  farmacologicamente  ou
toxicologicamente ativos somente apos sua transformacdo pelas enzimas
biotransformadoras de xenobibdticos da FASE |. Dessa forma, esta é também
conhecida como fase de ativacdo ou bioativacdo e as enzimas envolvidas nas
FASES | e Il do processo de biotransformacéo podem ser categorizadas em enzimas
de ativacao e de desintoxicacdo, respectivamente (CHEN & KONG, 2004).

As reacOes de biotransformacdo contribuem para a desintoxicacdo do
organismo. Entretanto, ao lado deste aspecto benéfico, o processo de
biotransformacéo, especialmente a oxidacdo de substancias pelo citocromo P450,
pode gerar intermediarios toxicos, eletrofilicos, mutagénicos ou carcinogénicos
(HODGSON & ROSE, 2007). Dependendo da velocidade das reacfes de ativacéo e
de desintoxicacdo os metabolitos podem seguir duas vias: a) combinam-se com
compostos endodgenos altamente polares e facilmente excretaveis na urina ou na
bile; ou, b) ligam-se covalentemente a compostos e biomoléculas celulares como
DNA, RNA ou proteina, produzindo toxicidade, mutacdes, transformacdes e morte
celular (PELKONEN & NEBERT, 1982; GONZALEZ et al., 1988).

2.2 REGENERACAO HEPATICA

O figado € um o0Orgao constituido predominantemente de hepatdcitos, uma
célula de natureza epitelial altamente diferenciada que, em condi¢cdes normais,

raramente se divide (RAMALHO et al., 1993). Entretanto, sua capacidade
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proliferativa se mantém extremamente elevada em resposta a condicbes que
induzem perda celular (HIGGINS & ANDERSON, 1931; MELO et al., 2003).

Em animais, a perda de tecido hepéatico funcionante por injaria quimica, viral,
trauma ou hepatectomia parcial (HP) desencadeia processo regenerativo até que a
massa hepatica seja completamente restaurada. Dessa forma, a regeneracao
hepatica representa um mecanismo de protecdo organica que promove crescimento
tecidual altamente ordenado e organizado (RAMALHO, 2000).

O mito de Prometheus indica que o fenbmeno regenerativo ja era conhecido
na Grécia antiga. Tendo descoberto e repassado aos homens o segredo do fogo dos
deuses do Olimpo, Prometheus foi condenado por Zeus a alimentar diariamente uma
aguia com parte do seu figado. No entanto, durante a noite seu figado regenerava-
se, provendo a aguia com eterno alimento e submetendo Prometheus a eterna
tortura (RAMALHO, 2000).

O primeiro modelo experimental bem sucedido para o estudo da regeneracéo
hepatica foi introduzido por HIGGINS & ANDERSON em 1931 e &, até hoje, um dos
mais usado em estudos que envolvem regeneracdo hepética em roedores. Esse
modelo de HP consiste em remocdo cirurgica dos lobos lateral esquerdo e médio do
figado de ratos, os quais representam aproximadamente 65 a 75% da massa
hepatica total desses animais.

Na HP os lobos ressecados ndo séo recuperados. A restauracdo ocorre por
hiperplasia e hipertrofia celular compensatoria do parénquima remanescente, de
forma regulada e precisa, envolvendo todas as células hepaticas (JESUS et al.,
2000).

Em ratos, a regeneracao hepatica inicia-se dentro de seis horas apos a HP e
€ maxima entre a 242 e 302 hora, quando diminui progressivamente nos proximos 10
a 15 dias. De seis a 24 horas apés a HP, ocorre aumento no tamanho do nucleo e
do citoplasma. Num segundo estagio, entre a 242 e 302 hora, ocorre rapida fase de
divisdo celular, mas as células permanecem com tamanho aumentado. Durante um
terceiro estadgio que dura aproximadamente 15 dias, a divisdo celular diminui
progressivamente e a mitose torna-se menos evidente. Na 3% semana pos-
hepatectomia o0 parénquima hepatico apresenta-se completamente normal
(LAMBERT, 1965). O aumento no peso dos lobos remanescentes € o0 sinal mais

evidente da regeneracdo. Ao final da hepatectomia, o figado remanescente
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representa 29,4% do total, alcanca 45,3% até 24 horas ap0s a operacéo, 102,3% no
21° dia e 110,9% ao final de 28 dias (HIGGINS & ANDERSON, 1931).

2.3 CARCINOGENESE QUIMICA E HEPATOCARCINOGENESE EXPERIMENTAL

Carcinogénese € um termo genérico que compreende 0S varios mecanismos
gue participam do desenvolvimento de neoplasias malignas. Ela pode ocorrer de
forma espontédnea ou ser induzida por agentes fisicos, quimicos, biolégicos ou
genéticos (PITOT & DRAGAN, 1991).

A carcinogénese quimica pode ser induzida por carcindbgenos diretos ou
indiretos. Os carcindgenos diretos sdo substancias alquilantes ou acilantes com
atividade eletrofilica intrinseca, enquanto os indiretos sdo metabolizados para
compostos ativos eletrofilicos durante o processo de biotransformacdo. Tais
substancias eletrofilicas sédo atraidas por moléculas com alta densidade de elétrons,
como sao as bases do DNA, as quais se ligam e levam a formacdo de aductos.
Sendo formados por mecanismos quimicos especificos, tais aductos podem levar a
mutacdes em proto-oncongenes ou em genes supressores de tumor. Os aductos
podem também modular a funcdo do gene sem alterar a sequéncia do DNA, mas
alterando a proteina resultante (GOODMAN & WATSON, 2002).

Na carcinogénese quimica, durante a biotransformacdo do carcindégeno,
ocorre formacéo de diferentes espécies reativas de oxigénio pela cadeia respiratéria
mitocondrial, como anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila. O
estresse oxidativo que acompanha a metabolizacdo dos carcindégenos causa dano
adicional ao DNA, aumentando a formacéo de aductos. A atividade potencial de um
carcinégeno, de fonte enddgena ou exdgena, depende fortemente da sua
biotransformacao/bioativacdo no organismo. Assim, alteracbes na expressdo de
genes e/ou na atividade de enzimas relevantes para a modificacdo estrutural dos
carcinégenos podem ter forte influéncia sobre as conseqiéncias da carcinogénese
iniciada quimicamente (CHEN & KONG, 2004).

A carcinogénese € um processo de mdltiplos estagios, no qual ocorre a
transformacéo sequencial de células normais para malignas via algumas populacdes
de células intermediarias. A formacdo e o desenvolvimento destas populacdes
intermediarias de células resultam de etapas de iniciagcdo, promocao e progressao

(PITOT & DRAGAN, 1991).
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A iniciacdo €é caracterizada por alteracao irreversivel no DNA e envolve uma
cadeia de eventos extra e intracelulares. Na carcinogénese quimica, a iniciacado
inclui captacdo ou exposicao inicial ao carcinégeno, sua distribuicdo e transporte aos
orgados e tecidos onde ocorre ativacdo metabdlica e interacdo covalente das
espécies reativas com o DNA de células-alvo, levando ao dano genotéxico (SURH,
2003).

As células iniciadas ndo possuem nenhum grau mensuravel de proliferacédo
celular autbnoma, no entanto, durante a promocdo do tumor, o material genético
modificado da célula iniciada altera a expressdo de genes que regulam a
diferenciacdo e o0 crescimento celular, resultando em aumento reversivel da
proliferacdo e expressdo genética das células iniciadas (DRAGAN & PITOT, 1992).

Diferente do estagio de iniciacdo, a promocdo pode ser continuamente
modulada por varios fatores ambientais, incluindo a freqiiéncia de administracdo do
agente promotor, idade do animal usado no experimento, composi¢cao e quantidade
de dieta (PITOT & DRAGAN, 1991). A reversibilidade deste estagio, o longo periodo
de laténcia e a possibilidade de modulacdo por fatores ambientais tornam a
promocdo uma etapa estratégica para a acdo de agentes quimiopreventivos do
cancer (PITOT & DRAGAN, 1994).

Finalmente, o estagio da progressdo € caracterizado por instabilidade
gendbmica e continua evolucao para formacéo neoplasica. As alteracfes na estrutura
do gene da célula neoplasica durante a progresséo estdo diretamente relacionadas
ao aumento da velocidade de crescimento celular, a capacidade de invasdo, ao
crescimento autbnomo e as alteracbes bioquimicas nas células malignas. Estas
alteracdes, como reflexo da instabilidade genémica, continuam a evoluir (progredir)
durante o estagio de progressao (PITOT & DRAGAN, 1991).

A progresséao da célula pré-maligna para maligna € um processo irreversivel e
ocorre em conseqiéncia de dano adicional ao cromossomo, resultando em
proliferacdo celular incontrolada (PITOT & DRAGAN, 1991) devido a reduzida
dependéncia dessas células aos fatores de crescimento, bem como menor
capacidade para apoptose (RIZZl et al., 1997).

Desde que SASAKI & YOSHIDA (1935, citado por ESPANDIARI et al., 2005)
relataram a inducdo de cancer hepéatico com O-amino-azotolueno, o figado tem se
destacado como 6rgdo alvo para estudo das diferentes etapas da carcinogénese

guimica experimental (ESPANDIARI et al., 2005). Estudos sobre a etiologia e
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histopatogénese dos tumores hepaticos experimentais tém sido relevantes e de
grande interesse, uma vez que carcindbgenos com acdo no ser humano agem
também em animais de experimentacdo (CLAYSON & ARNOLD, 1991). Assim, a
inducdo de cancer em roedores € considerada indicador valido de risco de cancer
para o homem, ndo somente para o cancer hepatico, mas também em outros 6rgaos
(ENGELBERGS et al., 2000).

Em 1974 foi realizado um workshop para padronizar a classificacdo de lesdes
hepaticas vistas durante a carcinogénese experimental em roedores (SQUIRE &
LEVITT, 1975). A classificacdo recomendada para estas lesfes é apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo recomendada para lesbes hepatocelulares especificas
observadas na carcinogénese experimental em roedores.

Focos de alteracao celular

Foco de células claras
Foco eosinofilico ou “vidro fosco”
Foco basofilico
Foco de células mistas

Nédulos neopléasicos

Carcinomas hepatocelulares
Bem diferenciado
Moderadamente diferenciado
Pouco diferenciado

Com formacao papilar e/ou glandular

De acordo com esta classificacdo, focos e areas de alteracdo celular sdo
lesdes constituidas por células com alteracdes na coloracéo e textura citoplasméatica
vistas em cortes histolégicos corados pela hematoxilina e eosina. A diferenca entre
focos e areas € somente o tamanho ocupado por estas lesdes. Os focos séo lesdes
menores do que um l6bulo hepatico, enquanto as areas séo lesdes de tamanho igual
ou superior a um lobulo hepético. Nestas lesdes ndo ocorre alteracdo nitida da
arquitetura hepatica e as trabéculas de hepatdcitos alterados fundem-se sem

demarcacao com o parénquima ao redor. As células alteradas podem ser maiores ou
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menores do que o hepatdcito normal. Os nlcleos podem ser maiores, vesiculares ou
hipercromaticos e com nucléolo aumentado.

Os nodulos neoplasicos sdo lesdes esféricas que geralmente ocupam area
equivalente a alguns I6bulos hepéticos e mostram perda da arquitetura normal. Os
hepatdcitos dentro dos nédulos séo similares aqueles vistos nos focos ou areas e
podem mostrar misturas de alteracdes citoplasmaticas. Algumas vezes estao
presentes mitoses e graus variados de atipia nuclear, caracterizados por aumento,
hipercromasia, duplicacdo e nucléolo aumentado. Um aspecto importante do nddulo
€ a distorcao da arquitetura e nitida demarcacao do figado circunjacente. As células
podem estar em arranjos soélidos desordenados em uma ou mais fileiras de células.
Os sinusoéides podem estar comprimidos pelos hepatécitos aumentados ou mostrar
variados graus de ectasia ou dilatacdo. Tratos portais geralmente estdo ausentes ou,
em raros casos, encontram-se ao lado dos nédulos. As laminas de células dos
nodulos sdo geralmente descontinuas com as do parénquima normal, que se
apresentam estreitadas devido a compressdo pelo nodulo em expansao. Estes
nodulos sdo lesdes proliferativas e, no minimo, representam aumento da
probabilidade de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

Os carcinomas hepatocelulares sédo lesdes maiores e mais irregulares do que
0s nodulos neoplasicos e podem envolver maiores porcdes dos lobos. Na periferia
eles comprimem ou se estendem dentro do parénquima ao redor. Os carcinomas
trabeculares podem ser classificados em bem, moderadamente ou pouco
diferenciados, dependendo da sua semelhanca com o figado normal. As células do
tumor apresentam-se arranjadas em trabéculas espessas. As varias fileiras de
células sdo desordenadamente arranjadas em padrdes linear, papilar ou
pseudoacinar. As células do tumor podem ser semelhantes ao hepatécito normal ou
estar aumentadas ou anaplasicas nos tumores menos diferenciados. Elas podem
estar isoladas do parénquima normal por uma fileira de células. O citoplasma pode
ser claro, eosinofilico ou hiperbasofilico e os nucleos sédo frequentemente
aumentados e hipercromaticos. Nucleos multiplos e figuras mitéticas podem estar
presentes.

Focos de hepatdcitos alterados em proliferacdo sdo vistos em virtualmente
todos os modelos de carcinogénese hepatica experimental. Eles aparecem como
pequenas cole¢des microscopicas durante ou imediatamente apds a iniciacdo com

diferentes carcindgenos. ApdOs exposicdo adicional a carcinbgenos ou a outro
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ambiente promotor, eles crescem e tornando-se nddulos macroscopicamente
visiveis (TATEMATSU et al., 1983). Os focos de hepatocitos alterados e nédulos
hepaticos hiperplasicos, decorrentes da expansdo clonal de hepatdcitos iniciados,
precedem o aparecimento do tumor e sdo denominadas lesdes pré-neoplésicas
(LPN), representando potenciais precursores para 0S passos subsequientes no
processo de carcinogénico (DRAGAN & PITOT, 1992).

As LPN, embora constituidas de hepatécitos semelhantes morfologicamente
aos originais, mostram caracteristicas relacionadas a bioquimica e histoquimica
diferentes daquelas dos hepatdcitos originais em qualquer estagio de
desenvolvimento hepatico normal (TATEMATSU et al., 1983). Estas caracteristicas
incluem deficiéncia de alguns marcadores enzimaticos como adenosiltrifosfatase,
glicose-6-fosfatase, serina desidratase e B-glicuronidase e elevag¢do de outros como
y-glutamiltranspeptidase e DT-diaforase (SCHERER & EMMELOT, 1975; OGAWA et
al., 1980).

Uma propriedade caracteristica da hepatocarcinogénese experimental € que a
maioria dos focos e nodulos fenotipicamente alterados (93% a 98%) sofrem
remodelacdo para uma aparéncia de figado normal num processo muito complexo
gue envolve estrutura e arquitetura celular, suprimento sanglineo e propriedades
bioquimicas, enquanto um pequeno subgrupo destas LPN persiste e prolifera,
podendo progredir para carcinoma hepatocelular (ENOMOTO & FARBER, 1982;
TATEMATSU et al., 1983; FARBER & RUBIN, 1991).

Macroscopicamente, durante a remodelacdo, as LPN branco-acinzentadas
adquirem coloracdo cinza-avermelhada de forma caracteristica, tornando-se
menores e mais homogéneas com o parénquima original (TATEMATSU et al., 1983).
Por outro lado, as lesGes persistentes mantém colora¢cdes branco-acinzentada,
sendo facilmente distinguiveis da coloracdo marrom-avermelhada do figado original
(ENOMOTO & FARBER, 1982).

No processo de remodelacdo, marcadores histoquimicos previamente
negativos para as LPN retornam, enquanto marcadores positivos desaparecem,
conferindo a lesdo nodular uma descoloracdo ou coloracdo ndo uniforme. Dessa
forma, usando coloracdo histoquimica especifica para um marcador positivo ou
negativo, € possivel verificar que os hepatdcitos que constituem as LPN misturam-se
com os do parénquima circunjacente, tornando a delimitacdo da lesdo menos

definida (ENOMOTO & FARBER, 1982; TATEMATSU et al., 1983).
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Os nddulos persistentes mostram arquitetura e padrdo histoquimico
caracteristicos com duas ou mais fileiras de células e persisténcia de marcadores
fenotipicos positivos ou negativos. Apresentam, microscopicamente, coloracdo ou
descoloracdo uniforme e compressao do parénquima ao redor, resultando em nitida
delimitacdo do figado circunjacente em toda sua extensdo (ENOMOTO & FARBER,
1982).

Embora as lesbes persistentes e de remodelacdo sejam denominadas preé-
neoplasicas, as primeiras sdo mais importantes com relacdo ao desenvolvimento
posterior do cancer (TEEBOR & BECKER, 1971).

Em humanos, diferentes lesdes sdo observadas em pacientes e populacfes
consideradas de alto risco para o0 cancer hepatico e possivelmente representam
condicbes pré-neoplasicas hepaticas. Estas lesdes incluem displasia celular,
hiperplasia adenomatosa, focos e nédulos de hepatocitos alterados. Focos de
hepatdcitos alterados vistos em diferentes doencas hepaticas, de forma semelhante
aos vistos na hepatocarcinogénese experimental, sdo populacbes de células
fenotipicamente alteradas. Estes focos de células sédo constituidos de células claras
com retencdo de glicogénio, células basofilicas ou células mistas (SU &
BANNASCH, 2003).

Segundo dados revisados por SU & BANNASCH (2003) sobre prevaléncia e
relevancia de lesdes no figado cirrético humano, os focos de hepatécitos alterados
foram mais frequentes em figados com carcinoma hepatocelular do que naqueles
sem carcinoma. Os focos de células mistas, predominantes em figados cirréticos de
grupos de alto-risco para carcinoma hepatocelular, eram maiores, mais proliferativos
e mais freqientemente envolvidos na formacdo de nddulos do que os focos com
retencdo de glicogénio. Estes achados sugerem que os focos de células mistas sao
dotados de maior potencial para progredir para carcinoma hepatocelular em

humanos, representando um estagio mais avancado na carcinogénese hepatica.

2.4 MARCADORES BIOQUIMICOS DE LESOES PRE-NEOPLASICAS

Alteracbes no padrdo bioquimico celular sdo eventos primarios na formacao
de carcinomas hepatocelulares induzidos em ratos. Assim, diferentes enzimas tém
sido usadas como marcadores histoquimicos e/ou imunohistoquimicos de LPN em

modelos de tumores hepaticos, entre as quais encontram-se a VY-
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glutamiltranspeptidase e a glicose-6-fosfatase (KITAGAWA & PITOT, 1975;
GARCEA et al., 1989; SANCHEZ-PEREZ et al., 2005).

A y-glutamiltranspeptidase (GGT) é uma glicoproteina localizada sobre a
superficie externa da membrana celular. Ela foi primeiramente descrita como a
enzima que catalisa a transferéncia do grupo y-glutamil da glutationa para um
aminoacido receptor, num processo denominado transpeptidacdo (HANES & HIRD,
1950).

A glutationa é um tripeptidio composto de cisteina, acido glutamico e glicina
gue ocorre em todas as células vivas. No entanto, ndo podendo atravessar a
membrana celular, a glutationa necessita ser hidrolisada em seus aminoacidos
constituintes. Visto que a presenca do grupo y-glutamil torna a glutationa resistente a
acao de proteases, a GGT € a Unica enzima que pode clivar a glutationa intacta
(HANIGAN & PITOT, 1985).

Em humanos, a GGT € expressa sobre a superficie luminal de glandulas do
endoceérvix, endométrio e adrenais. Encontra-se em elevada concentracdo sobre a
superficie luminal dos tabulos proximais no rim, canaliculo biliar hepatico e células
do endotélio capilar dentro do sistema nervoso. A GGT também esta presente em
células secretoras ou absortivas nas glandulas sudoriparas, prostata, ductos das
glandulas salivares, ducto biliar, acino pancreatico, criptas intestinais e tubulos
testiculares (HANIGAN & FRIERSON-JR, 1996). A presenca da GGT na superficie
de glandulas e ductos permite a reabsorcdo pelas células dos aminoacidos
constituintes da glutationa a partir dos fluidos que estdo sendo excretados,
funcionando como mecanismo para retencdo destes aminoacidos dentro do corpo
(HANIGAN, 1998).

A observacao de que altos niveis de GGT ocorrem em tumores de diferentes
tecidos em mamiferos, dentre os quais o carcinoma hepatocelular, levou HANIGAN
& PITOT (1985) a propor que os hepatécitos com niveis aumentados de GGT tém
vantagem seletiva sobre aqueles GGT-negativos em ambiente téxico criado pelos
regimes hepatocarcinogénicos, ou seja, quando o animal é tratado com
carcindégenos ou agentes promotores que depletam a glutationa intracelular. A GGT
sobre a superficie do hepatdcito hidrolisaria a glutationa sérica, provendo a célula

com 0s aminoacidos necessarios para a reposi¢ao da glutationa intracelular.
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A glicose-6-fosfatase (G6Pase) € uma proteina hidrofébica e consiste em um
sistema de multiproteinas localizado principalmente no reticulo endoplasmatico da
membrana celular. Seu sitio ativo esta voltado para a face luminal do reticulo,
fazendo necessario que seus substratos e produtos de reacdo atravessem a
bicamada fosfolipidica do reticulo endoplasmatico (CLOTTES et al., 2002). Sua
atividade hidrolitica € encontrada principalmente no rim e no figado, onde
desempenha funcédo chave na homeostase da glicose, catalisando o passo terminal
em ambas gliconeogénese e glicogendlise. A enzima hidrolisa a glicose-6-fosfato a
glicose e fosfato inorganico, garantindo a liberacéo da glicose na corrente sanguinea
guando ocorrem baixos niveis de glicose sérica (JANECKE et al., 2001).

A analise histoquimica em cortes congelados de figado mostra atividade da
G6Pase somente no citoplasma dos hepatocitos, ndo sendo demonstrado em vasos
sanglineos, tecido conjuntivo, canaliculo biliar ou célula de Kupffer (CHIQUOINE,
1953). Os hepatécitos que constituem as LPN apresentam deficiéncia na atividade
de G6Pase, sendo esta utilizada como marcador bioquimico negativo para tais
lesdes (OGAWA et al., 1980).

2.5 MODELO HEPATOCITO RESISTENTE

O modelo hepatdcito resistente (HR), descrito por SOLT & FARBER (1976),
consiste na iniciacdo da hepatocarcinogénese por dose Unica de dietilnitrosamina
(DEN) ou outro carcinégeno e selecao para proliferacdo dos hepatdcitos iniciados
por breve exposicdo ao 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) na dieta e estimulo
mitogénico, como a HP.

Considerando que os hepatocarcinégenos inibem a proliferacdo celular pos-
hepatectomia e em altas doses podem levar a morte celular, o principio do modelo
baseia-se na constatacdo de que em ambiente citotdxico, como o criado pelo 2-AAF,
somente os hepatdcitos iniciados pela DEN responderdo ao estimulo mitogénico da
HP. Dessa forma, o crescimento seletivo de hepatdcitos iniciados resultaria de sua
relativa resisténcia a acdo citotoxica de carcindbgenos hepaticos associado a criacao
de ambiente para a sua proliferacdo (SOLT & FARBER, 1976).

Acredita-se que o carcindgeno iniciador induza em alguns hepatdcitos novas
propriedades relacionadas ao metabolismo e aos efeitos toxicos de carcinégenos

hepaticos e de toxinas que requerem ativacdo metabdlica, passando a ter potencial
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de crescimento superior a maioria dos hepatoécito originais quando em ambiente
citotoxico (SOLT & FARBER, 1976). Este padrdao metabdlico alterado inclui
resisténcia a morte celular induzida por toxinas hepaticas e capacidade de
proliferacdo ap6s HP durante a administracdo de carcindgeno. Os hepatocitos
resistentes apresentam também reducdo em alguns constituintes da FASE | do
metabolismo de xenobidticos, incluindo enzimas do citocromo P450 e em algumas
monooxigenases de funcdo mista, resultando em diminui¢cdo na ativacao de alguns
carcindégenos e aumento em alguns sistemas de conjugacéo da FASE Il (FARBER &
RUBIN, 1991).

Algumas vantagens em relacdo aos demais modelos de hepatocarcinogénese
experimental tém sido descritas para o0 modelo HR. Com a inibicdo da proliferacéo
de quase todos os hepatécitos pelo 2-AAF, somente os hepatdcitos resistentes
(iniciados) respondem ao estimulo mitogénico da HP. Eles proliferam rapidamente e
aparecem como lesdes focais visiveis macro e microscopicamente dentro de sete a
10 dias ap6s a HP (SOLT & FARBER, 1976; OGAWA et al., 1980; ENOMOTO &
FARBER, 1982). Devido a intensidade da selecdo, os hepatécitos resistentes
proliferam totalmente sincronizados de forma que muitos nédulos aparecem e
crescem como um grupo (OGAWA et al., 1980). Este sincronismo dos estagios da
carcinogénese hepatica permite analise sequencial do processo (ENOMOTO &
FARBER, 1982; TATEMATSU et al., 1983).

Estudos realizados por OGAWA et al. (1980) e ENOMOTO & FARBER (1982)
mostraram que neste modelo € possivel distinguir muito precoce e facilmente os
nodulos persistentes dos de remodelacdo com o uso de coloracdo histoquimica.
Dessa forma, as LPN podem ser analisadas qualitativa e quantitativamente.

Em adicéo, tem sido descrito que esse protocolo de hepatocarcinogénese em
ratos € particularmente adaptado para avaliar os efeitos de compostos
potencialmente capazes de modular o processo carcinogénico (MORENO et al.,
1995).

2.6 ALIMENTOS FUNCIONAIS E QUIMIOPREVENCAO DO CANCER

O cancer é um problema crescente no mundo inteiro. Com o aumento na

expectativa de vida, aumento da urbanizacdo e alteracdes no estilo de vida, a
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incidéncia mundial de cancer estimada em 11 milhdes em 2002 atingird mais de 15
milhdes de novos casos em 2020 (BRASIL, 2006).

O risco de cancer numa determinada populacdo depende diretamente das
caracteristicas biolégicas e comportamentais dos individuos que a compéem, bem
como das condi¢cdes sociais, ambientais, politicas e econdmicas que o0s rodeiam.
Esta compreensdo € essencial na definicdo de acles efetivas de prevencdo da
doenca (BRASIL, 2006).

Diferentes estudos demonstram que as incidéncias regionais do cancer estao
diretamente relacionadas aos habitos de vida e especialmente com a alimentacéo
(LOPES et al., 1984; SICHIERI et al., 1996; RODRIGUEZ et al., 2004). Estima-se
gue mais de dois tercos dos canceres em humanos estejam relacionados a dieta e
podem ser prevenidos por modificacao no estilo de vida (SURH, 2003).

O maior consumo de frutas e vegetais pode reduzir o risco de diferentes tipos
de cancer, doencas cardiacas e outras doencas crbnicas relacionadas a idade
(HEBER, 2004). Em adicdo, varios protetores contra a carcinogénese quimica
experimental identificados até o momento sdo compostos quimicos encontrados
naturalmente em alimentos ou constituintes da dieta (RIZZI et al., 1997; SHAMAAN
et al.,1998; SAHA et al., 2001).

A quimioprevencédo do cancer pode ser definida como uma forma de prevenir
a doenca pelo uso de um ou mais compostos quimicos capazes de bloquear ou
reverter o estagio pré-maligno (iniciacdo e promocao) da carcinogénese. Compostos
guimiopreventivos seriam também aqueles capazes de interromper ou, a0 menos,
retardar o desenvolvimento e progressao das células pré-cancerosas para malignas
(SURH, 2003).

De acordo com WATTENBERG (1985), os agentes quimiopreventivos podem
ser classificados em duas categorias principais: agentes bloqueadores e agentes
supressores. Os agentes bloqueadores sdo aqueles capazes de prevenir a
ocorréncia de dano ao DNA, inibindo a ativacdo metabdlica dos pro-carcindbgenos
em espécies eletrofilicas ou sua subseqlente interacdo com macromoléculas
celulares, como DNA, RNA e proteinas. Sdo também classificados como agentes
bloqueadores, substancias que estimulam a desintoxicacdo dos carcindégenos,
levando a sua excrec¢do mais rapida pelo organismo, antioxidantes que inativam o0s
radicais livres e compostos quimicos que capturam o carcindgeno ativado. Os

agentes supressores, por outro lado, inibem a transformacdo maligna das células
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iniciadas nos estagios de promocéao e de progressao da carcinogénese. Geralmente,
a atividade quimiopreventiva destes agentes é atribuida a sua influéncia sobre a
proliferacio e diferenciacdo celular e/ou apoptose. Alguns agentes
guimiopreventivos podem agir tanto como bloqueadores quanto como supressores.

Sob esta perspectiva encontram-se o0s alimentos funcionais, que sao
alimentos ou constituintes de um alimento que ingeridos diariamente em
determinadas quantidades mostram potencial para modificar o metabolismo e/ou
fisiologia de maneira favoravel a prevencao do cancer e de outras doencas cronico-
degenerativas como hipertenséao, diabetes, coronariopatias e osteoporose (ANJO,
2004).

Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo em relacdo aos
alimentos funcionais. Segundo ROBERFROID (2002), além do valor nutritivo
inerente a sua composicado quimica, eles devem exercer efeitos metabdlicos ou
fisiol6gicos positivos, contribuindo para o bem-estar e a saude e/ou reduzindo o risco
de ocorréncia de doencas. Devem ser consumidos na dieta usual, podendo ser um
alimento natural ou um alimento no qual um componente ativo tenha sido adicionado
ou retirado. Pode também ser um alimento cuja natureza e/ou bioatividade de um ou
mais componentes tenha sido modificada. Em adicdo, a alegacdo da propriedade

funcional deve ter embasamento cientifico.

2.7 CAFE E QUIMIOPROTECAO

O cafeeiro pertence a familia botadnica Rubiaceae, constituida por
aproximadamente 500 géneros e cerca de 6.000 espécies. Dentre as espécies mais
importantes economicamente destacam-se Coffea arabica L. e Coffea canephora
pierre, conhecidas como café arabica e café robusta, respectivamente (ABIC, 2005).

Estima-se que o café tenha sido descoberto h4 mais de mil anos no Oriente
Médio, quando um pastor etiope observou que suas cabras tornavam-se mais
espertas e resistentes apdés comerem uma pequena cereja, o fruto do cafeeiro. Os
arabes foram os primeiros a cultivar o café e a usa-lo como bebida, por isso 0 nome
cientifico Coffea arabica. Embora os arabes tenham tomado certas medidas para
manter o monopodlio da producdo de café, os holandeses conseguiram
contrabandear frutos frescos e, gracas a eles, o café comecou a ser conhecido pelo

mundo. Por intermédio de comerciantes venezianos o café foi levado para a Europa
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em 1615, onde passou a ser utilizado como bebida, principalmente devido a crenca
difundida de que possuia qualidades medicinais. Dessa forma o café foi rapidamente
disseminado pelos continentes, chegando ao continente americano em 1668 e
tornando-se uma das bebidas mais aceitas pela populacdo de grande namero de
paises. O produto s6 chegou ao Brasil em 1727, sendo cultivado no Vale do Paraiba
em Sao Paulo, regido cujas terras férteis e clima favoravel transformaram o pais no
maior produtor mundial a partir do final do século XIX (ICO, 2005).

Ainda hoje, o Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e o
segundo maior consumidor, atrds apenas dos Estados Unidos (ABIC, 2005). O café
€ importante fonte de renda para a economia brasileira e de muitos paises latino-
americanos, africanos e asiaticos, por sua participacdo na receita cambial,
transferéncia de renda aos outros setores da economia, contribuicdo a formacéo de
capital no setor agricola e pela expressiva capacidade de absorcdo de mao-de-obra
(EMBRAPA, 2005; PERFECTO et al., 2005).

O café é ainda um dos mais valiosos produtos na economia global, sendo o
produto mais consumido no mundo e o segundo maior mercado depois do petréleo,
movimentando anualmente recursos na ordem de 15 bilhdes de ddlares (ABIC,
2005).

O alto consumo mundial do produto tem estimulado o desenvolvimento de
estudos relacionados a atividade biolégica do gréo e de constituintes do café verde
e, especialmente, do café torrado que € utilizado para preparar diferentes tipos de
bebidas. Alguns dos principais compostos presentes nos graos de café verdes e
torrados sdo apresentados na Tabela 2.

Em ordem de abundancia, os constituintes do café torrado sollveis em agua
sdo: polimeros fendlicos 8%, polissacarideos 6%, acidos clorogénicos 4%, minerais
3%, cafeina 1%, acidos organicos 0,5%, acucares 0,3%, lipideos 0,2% e compostos
aromaticos 0,1% (CLARKE & MACRAE, 1989 citado por ABREU, 2005).

Diferentes constituintes do café tém sido sugeridos como potencialmente
guimioprotetores em diferentes sistemas quimicos e biologicos. Os acidos
clorogénicos constituem os principais e mais abundantes compostos fenélicos com
propriedades antioxidantes no café (MONTEIRO & TRUGO, 2005) e sdo de grande
interesse econémico devido a sua degradacéo, durante a torrefacdo, em compostos
responsaveis pelo sabor e aroma da bebida (LELOUP et al., 1995). Eles

compreendem uma familia de compostos formados pela esterificacdo do acido
29



Revisao da Literatura

guinico com um ou mais derivados do acido cinamico, como o acido caféico, acido
ferdlico e acido p-cumarico (DE MARIA & MOREIRA, 2004).

Tabela 2 - Composicao centesimal dos graos de café verdes e torrados

Componentes (%) Café Arabica Café Robusta
Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-4,2 3,5-45 4,0-45 4,6 -5,0
Cafeina 09-1,2 1,0 16-24 2,0
Trigonelina 10-1,2 0,5-1,0 0,6-0,8 0,3-0,6
Lipideos 12,0 - 18,0 14,5 - 20,0 9,0-13,0 11,0 - 16,0
Acidos clorogénicos 55-8,0 1,2-23 7,0-10,0 39-4,6
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 6,0 -8,0 0-35 50-7,0 0-35
Polissacarideos totais 50,0 - 55,0 24,0 - 39,0 37,0-47,0 -
Aminoéacidos 2,0 0 2,0 0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0

Fonte: PATARROYO, 2003 citado por MIZUBUTI, 2006.

No tratamento térmico do grdo ocorre degradacao parcial de polifendis de
ocorréncia natural no café, mas favorece a formacéao, principalmente na reacao do
Maillard, de outros compostos com potente atividade antioxidante (DAGLIA et al.,
2004; YANAGIMOTO et al., 2004). Os compostos heterociclicos volateis
encontrados na infusdo de café — pirréis, furanos, tiofenos, pirazinas, imidazoéis — séo
dotados de potente atividade antioxidante, sendo atribuido a algumas destas fracdes
potencial semelhante ao encontrado para o a-tocoferol (FUSTER et al., 2000;
YANAGIMOTO et al., 2004).

O &cido tanico, outro constituinte do café, faz parte de um grupo heterogéneo
de polifendis denominado taninos. A ingestdo dietética de acido tanico em baixas
doses apresenta forte atividade quimioprotetora contra o desenvolvimento
espontaneo de neoplasias hepaticas em camundongos (NEPKA et al., 1999).

A cafeina € o0 mais conhecido constituinte do café devido as suas
propriedades fisiolégicas e farmacolégicas. E um alcaléide farmacologicamente ativo

pertencente ao grupo das xantinas, altamente resistente ao calor, inodor e com
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sabor amargo bastante caracteristico que contribui de forma importante para o sabor
e aroma do café (MONTEIRO & TRUGO, 2005). Seu consumo de baixas a
moderadas doses pode resultar em efeito estimulante do sistema nervoso central,
com possivel diminuicdo do sono e aumento na capacidade de concentracdo. No
entanto, em altas doses e em individuos com sensibilidade aumentada, a cafeina
pode causar efeitos negativos como ansiedade, inquietacdo, insénia e taquicardia
(NEHLIG, 1999). Além de exercer efeito sobre o sistema nervoso central, a cafeina
outro constituinte do café com atividade antioxidante e mostra efetiva inibicdo da
peroxidacdo lipidica in vitro induzida por espécies reativas de oxigénio em
microssomos de figado de rato, sendo seu potencial antioxidante semelhante ao da
glutationa e superior ao do acido ascérbico (DEVASAGAYAM et al., 1996).

O caveol e cafestol sdo constituintes da fracdo lipidica do café e estdo
presentes no grdo e também no café como bebida. A concentracdo destes
compostos na bebida depende fortemente do procedimento de preparo, aparecendo
em gquantidade mais elevada em cafés ndao-filtrados, como o café turco ou
escandinavo, em menor valor no café expresso e praticamente inexistente no café
filtrado (GROSS et al., 1997). Estes diterpenos sdo também considerados bons
exemplos de constituintes biologicamente ativos encontrados no café. Estudos
mostram que estes compostos protegem contra a formacéo de aductos no célon de
animais (HUBER et al., 1997) e em diferentes sistemas de células humanas e
animais, exercendo efeito protetor antimutagénico e anticarcinogénico (CAVIN et al.,
1998; CAVIN et al., 2001; CAVIN et al., 2003; MAJER et al., 2005).

As atividades quimioprotetoras do caveol e cafestol parecem estar associadas
com modificacbes benéficas no metabolismo de xenobidticos que incluem inibicdo
de enzimas do citocromo P450, com consequente reducdo na ativacdo de
substancias mutagénicas/carcinogénicas (CAVIN et al., 1998; CAVIN et al., 2001), e
inducdo de enzimas da FASE Il do metabolismo de xenobidticos, como a glutationa
S-transferase e UDP-glicuronosil transferases (HUBER et al., 2002,; HUBER et al.,
2003). O caveol e cafestol também aumentam os teores de glutationa, o cofator da
desintoxicacdo relacionada a glutationa S-transferase, e de y-glutamilcisteina-
sintetase, a enzima limitante da sintese de glutationa (HUBER et al., 2002,; HUBER
et al., 2003).

Diversos estudos epidemiolégicos mostram relacdo inversa entre 0 consumo

de café e o risco de cancer em diferentes 6rgdos como pulméo (MENDILAHARSU et
31



Revisao da Literatura

al., 1998), mama (MICHELS et al., 2002), faringe, esdéfago (TAVANI et al., 2003) e
figado (GELATTI et al., 2005).

O consumo de café esta também associado com reducao nos niveis séricos
de GGT e aminotransferases em consumidores de bebidas alcodlicas, sugerindo que
o café inibe a inducdo da GGT no figado pelo consumo de alcool e possivelmente
protege contra o dano celular hepatico devido ao consumo de alcool (TANAKA et al.,
1998). Estudo posterior realizado por CORRAO et al. (2001) mostrou relagéo inversa
dose-efeito entre 0 consumo de café e o risco de cirrose hepatica, sugerindo que o
café poderia inibir o inicio da cirrose hepéatica em pacientes alcoolistas e nao-

alcoolistas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Banho com agitacdo e temperatura regulavel Yamato modelo BT-25 (Toéquio,
Japao). Centrifuga refrigerada Hitachi modelo CR-21 (Hitachinaka, Japao). Criostato
Microm-Zeiss modelo HM-500 (Walldorf, Alemanha). Espectrofotometro Hitachi
modelo U-2001 (Hitachinaka, Jap&o). Estufa de esterilizacdo e secagem Nova Etica
modelo 420-D (SP, Brasil). Liofilizador Edwards modelo L4KR (Londres, Inglaterra).
Micro-moinho tipo Willye Tecnal modelo Te-648 (SP, Brasil). Microscépio otico
binocular Olympus modelo CBB (SP, Brasil). Sistema de captura de imagem
constituido de lupa esterioscopio Zeiss-Stemi modelo 2000-C, camera CCD Fujitsu
TCZ 984-P e programa Microsoft Office Picture Manager®. Programa de analise de

imagens Image Tool (Universidade do Texas, versao 3,00 — “freeware”).

4.2 REAGENTES QUIMICOS

O 2-AAF foi adquirido da Acros Organics (New Jersey, USA); a L-y-glutamil-p-
nitroanilida foi adquirida da MP Biomedicals (Ohio, USA); a DEN e a glicose-6-
fosfato de sodio foram adquiridas da Sigma Chemical CO (MO, USA).

Todos demais reagentes usados apresentaram o0 mais alto grau de pureza

comercialmente disponivel.

4.3 CARACTERIZACAO E EXTRACAO DO CAFE

Foi utilizado café da espécie Coffea arabica, torrado e moido, adquirido de
estabelecimento de torrefacdo do Sul de Minas. A amostra utilizada foi do tipo
exportacdo, grdo sem defeito, granulacdo média e de processo de preparo natural
de bebida mole. Segundo informacdes do fornecedor, os graos foram torrados a uma
temperatura de 160°C por aproximadamente 13 minutos, com classificacdo 45 ideal

para consumo. A classificacdo dos pontos de torra foi realizada com auxilio de
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discos colorimétricos AGTRON/SCAA, de acordo com os padrdes utilizados pela
Associacao Brasileira da Industria de Café.

A extracdo do café foi realizada de acordo com VITORINO et al. (2001) com
algumas modificagcdes. Um volume de 1000 mL de &gua destilada foi aquecido em
chapa elétrica até 90°C e vertido lentamente sobre 60 g da amostra do café moido.
Apés agitacdo por dois minutos, a suspensao foi colocada em banho a temperatura
ambiente por 10 minutos. O extrato foi entdo centrifugado (Centrifuga refrigerada
Hitachi, modelo CR-21, Hitachinaka, Japdo) a 27 x g por 10 min a 8°C e o

sobrenadante liofilizado (Liofilizador Edwards, modelo L4AKR, Londres, Inglaterra).

4.4 PREPARO DAS DIETAS

O preparo das dietas foi realizado por adaptacdo da técnica utilizada por
PAOLINELLI (2002). As racdes Labina® (Purina, SP, Brasil) e Bonzo - Carne, frango
e ossinhos® (Purina, SP, Brasil) foram previamente moidas (micro-moinho tipo
Willye Tecnal, modelo Te-648, SP, Brasil) e misturadas numa proporcédo de 4:1,
respectivamente, de acordo com rotina do laboratério. A cada 90 g desta mistura
foram adicionados 100 mL de uma solucédo contendo 4% de gelatina em po, 1% de
amido de milho e 5% de acucar refinado, previamente dissolvidos a quente. Depois
de homogeneizada, a massa resultante foi cortada em pequenos pedacos e secada
a 60°C em estufa com circulacéao forcada de ar (Estufa de esterilizacdo e secagem
Nova Etica, modelo, 420-D, SP, Brasil). Esta recebeu o nome de dieta controle.

A dieta café teve por base a racdo controle adicionada de café liofilizado
numa concentracao de 1,5%. A composicdo nutricional centesimal e o valor calérico

das dietas sédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao nutricional centesimal e valor calérico das dietas controle e
café*.

Macronutriente Dieta controle Dieta café
Carboidratos (g) 45,29 44,66
Proteina (g) 23,41 23,07
Lipidio (g) 4,23 4,16
Valor calérico (Kcal/100g) 312,87 308,36

*A composi¢do quimica é a constante dos rétulos dos produtos comerciais utilizados, adicionada
dos ingredientes utilizados para a preparagéo das dietas.
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4.5 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental estd de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal conforme projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo n°
135/05.

Foram utilizados no experimento ratos da raca Wistar da colénia do
Laboratorio de Nutricdo Experimental da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os animais foram acasalados e, logo ap6s o parto, as
fémeas, com os respectivos filhotes, foram aleatoriamente separadas em dois
grupos. Um grupo, denominado Matrizes Controle, foi formado por cinco fémeas que
receberam dieta controle ao longo do periodo de lactacdo. O segundo grupo,
denominado Matrizes Cafe, foi formado por cinco fémeas que receberam dieta café
durante o periodo de lactacdo. O namero de filhotes por matriz foi fixado em oito.

Aos 21 dias de vida os filhotes foram desmamados e somente os filhotes
machos foram mantidos no experimento. Vinte filhotes machos de cada grupo
(Matrizes Controle e Matrizes Café), selecionados aleatoriamente, foram alocados
em gaiolas individuais e passaram a receber a mesma dieta oferecida para a
respectiva fémea matriz, constituindo dois grupos denominados Grupo Controle e
Grupo Cafe.

No 42° dia de vida, os animais do Grupo Controle e Grupo Café foram
subdivididos: a metade dos animais de cada grupo seria submetida somente a HP,
enquanto a outra metade dos dois grupos seria submetida ao modelo de
hepatocarcinogénese HR. Dessa forma, obtiveram-se quatro grupos com 10
animais:

- Grupo Controle (CO): alimentado com dieta controle e submetido a HP;

- Grupo Controle CA (CO CA): alimentado com dieta controle e submetido
ao modelo HR;

- Grupo Café (Café): alimentado com dieta suplementada com 1,5% de café
liofilizado e submetido a HP;

- Grupo Café CA (Café CA): alimentado com dieta suplementada com 1,5%
de café liofilizado e submetido ao modelo HR. O esquema de formacédo dos grupos

experimentais esta representado na Figura 1.
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Acasalamento e Selecao de Matrizes

Matrizes Controle Matrizes Café
iy iy
Grupo Controle Grupo Café
N N
HP Modelo HR HP Modelo HR
iy iy iy iy
CO CO CA Café Café CA

Figura 1 - Apresentacdo esquematica do desenho experimental. HR - hepatdcito resistente; HP -
hepatectomia parcial. CO - grupo que recebeu dieta controle e foi submetido a HP; Café - grupo que
recebeu dieta suplementada com café e foi submetido a HP; CO CA - grupo que recebeu dieta
controle e foi submetido ao modelo HR; Café CA - grupo que recebeu dieta suplementada com café e
foi submetido ao modelo HR.

4.6 INDUCAO DA HEPATOCARCINOGENESE

A inducédo da hepatocarcinogénese foi adaptada de SOLT & FARBER (1976).
A iniciacdo ocorreu no 42° dia de vida dos animais por injecdo intra-peritonial de
dose unica de DEN (Sigma Chemical CO, MO, USA) 200 mg/Kg de peso corporal
em solucéo salina 0,9% (100 mg/mL).

Dezessete dias ap06s a iniciacdo, 0os animais receberam durante quatro dias
consecutivos, via gavagem, 2-AAF (Acros Organics, New Jersey, USA), na dosagem
de 20 mg/Kg de peso corporal dissolvido em 1,0 mL de propilenoglicol.

No quinto dia, foi realizada HP de dois-tercos do 6rgdo para estimulo
mitogénico. Dois e quatro dias depois da realizacdo da hepatectomia, uma dose
adicional de 20 mg/Kg de peso corporal de 2-AAF foi novamente administrada. O
protocolo de inducdo da hepatocarcinogénese € apresentado de forma esquematica

na Figura 2.
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Dias 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112

Café CA

- Dieta Controle l DEN (200 mg/Kg p.c.) ‘ HP

2-AAF (20 mg/Kg p.c.) ﬂ Sacrificio

v
Figura 2 - Apresentacdo esquemaética do protocolo de inducéo da hepatocarcinogénese.

Os grupos de animais submetidos somente a HP receberam no 42° dia de
vida 0,35 mL de solucéo salina 0,9% e, nos dias correspondentes a administracao
de 2-AAF aos grupos submetidos a inducdo de cancer, receberam 1,0 mL de
propilenoglicol, via gavagem.

Todos os animais foram sacrificados por decapitacdo em guilhotina com

aproximadamente 110 dias de vida.

4.7 HEPATECTOMIA PARCIAL

Os animais foram submetidos a HP no 63° dia de vida. Para a anestesia foi
utilizada uma associacdo dos anestésicos de qualidade veterinaria Ketamina e
Xilasina nas doses de 57 mg/Kg e 86 mg/Kg, respectivamente.

A HP seguiu a metodologia de HIGGINS & ANDERSON (1931). Depois da
remocao dos pélos da regido ventral e adequada assepsia local, foi realizada uma
incisdo na linha média alcancando trés a quatro cm a partir do processo xiféide do
esterno. Seccionaram-se as membranas que uniam os lobos médio e lateral
esquerdo aos demais lobos. Apds a exposicdo hepatica, ligou-se a veia porta na

ramificacdo comum aos lobos médio e lateral esquerdo, utilizando-se fio de sutura
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estéril absorvivel Catigut 4-0. Seccionaram-se os lobos médio e lateral esquerdo.
Apoés a remocéao dos lobos, a parede abdominal dos animais foi suturada em duas
etapas: na primeira suturou-se a camada muscular e, na segunda, a pele. Foi
utilizado fio de sutura estéril ndo absorvivel de nylon monofilamento 4-0.

No primeiro dia pos-operatorio foi oferecida aos animais solucdo de sacarose
20% como fonte caldrica e apds este periodo os animais receberam agua e dieta

normalmente.

4.8 PESO CORPORAL E REGENERACAO HEPATICA

Para avaliacdo da regeneracao hepética, foram sacrificados 10 ratos da raca
Wistar com idade média de 63 dias e criados sob as mesmas condi¢cdes ambientais
gue os animais do experimento.

No dia do sacrificio, estes animais foram pesados e, apds decapitacdo em
guilhotina, os figados foram removidos, secados em papel filtro e pesados. Os lobos
médio e lateral esquerdo foram entdo separados dos outros dois lobos e pesados.
Utilizando o peso do animal, do figado e dos lobos seccionados, foram calculadas
duas constantes K; e K5, correspondendo a relacdo entre o peso do figado e o peso
dos lobos seccionados e a relacdo entre o peso do figado e o peso corporal do
animal, respectivamente. Os valores de K; e K, encontrados foram 1,5092 e 0,0368,
respectivamente.

Os animais experimentais foram pesados com 63 dias de vida, data da HP, e
na data do sacrificio. O peso do figado dos animais experimentais na data da
hepatectomia foi estimado pela média dos valores calculados a partir das constantes

K1 e Ky, do peso dos lobos seccionados e do peso dos animais na data da HP.

4.9 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

Apbs o sacrificio dos animais, os figados foram removidos, secados em papel
filtro e pesados. Um fragmento representativo do lobo lateral direito, no qual foi
encontrado o maior numero de lesdes macroscopicamente visiveis, foi colocado em
solucéo de sacarose 30% em tampao fosfato 0,1 M. Ap6s um periodo de trés horas

mantidos a 4°C, os fragmentos foram congelados em criostato (Criostato Microm-
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Zeiss, modelo HM-500, Walldorf, Alemanha) a -18°C, onde confeccionaram-se
cortes de 10 um de espessura.

Para cada animal, foram preparadas cinco laminas com trés cortes
histolégicos. Uma lamina foi corada pela hematoxilina e eosina e a subsequente foi
submetida a reacao de histoquimica para a G6Pase, de acordo com a metodologia
de WACHSTEIN & MEISEL (1956). As demais laminas foram mantidas a — 80°C
para eventual utilizacéo.

Para a reacado histoquimica, as laminas foram mergulhadas em tamp&o Tris-
HCI 0,2 M pH 6,7 por cinco minutos. Posteriormente as laminas foram incubadas em
uma solucdo que consistia de 20 mL de solucéo de glicose-6-fosfato de sodio 263,4
mg% (Sigma Chemical CO, MO, USA), 20 mL de tampao Tris-HCI 0,2 M pH 6,7, 3
mL de solucéo de nitrato de chumbo 2% e 7 mL de 4gua destilada. ApGs incubacao
por 30 minutos a 32°C, as laminas foram lavadas em tampé&o Tris-HCI 0,2 M pH 6,7,
colocadas em solucdo de sulfeto de aménia 4% por cinco minutos, novamente
lavadas e fixadas em formalina neutra 6% por 10 minutos. As laminas foram entao
desidratadas em concentracfes crescentes de alcool etilico e montadas com resina
sintética.

A localizacado intracelular da G6Pase na microscopia otica € indicada pela
formacdo de sulfeto de chumbo em locais de atividade da enzima (CHIQUOINE,
1953). Durante a incubacédo, a enzima hidrolisa a glicose-6-fosfato liberando ions
fosfato que reagem com o nitrato de chumbo e formam precipitado insoltvel e incolor
de fosfato de chumbo. Este precipitado reage com o sulfeto de amdnia formando
precipitado negro de sulfeto de chumbo.

Em cada lamina, todos os cortes histologicos foram examinados em toda sua
extensdo em microscopio o6tico (Microscopio 6tico binocular Olympus, modelo CBB,
SP, Brasil), procurando-se focos ou nédulos de hepatdcitos descorados. As imagens
foram capturadas somente apés a confirmacdo da reprodutibilidade das lesGes em
todos os cortes da lamina, evitando-se, portanto, a captura de possiveis artefatos de
coloracéo.

As imagens dos cortes histologicos contendo as LPN foram capturadas em
aumento de 0,8x e 3,2x, usando-se sistema de captura constituido de lupa
esterioscopio Zeiss-Stemi modelo 2000-C, camera CCD Fujitsu TCZ 984-P e

programa Microsoft Office Picture Manager®.
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A partir da imagem capturada, prosseguiu-se a analise morfométrica (em
aumento de 3,2x) das LPN negativas para G6Pase. As LPN foram contadas e
classificadas como persistentes ou de remodelacdo de acordo com o padrdo de
coloracdo para a G6Pase (OGAWA et al.,, 1980). Foram classificadas como
persistentes as lesfes que apresentaram coloracdo negativa uniforme, com perda de
coloracdo total dos hepatécitos, ou quando mais de 60% dos hepatocitos
apresentaram-se descorados. Consideraram-se lesdes de remodelacéo aquelas que
apresentaram coloracdo negativa ndo uniforme, correspondendo a cerca de mais de
60% dos hepatdcitos corados.

Para o calculo da area de cada lesado foi utilizado o programa Image Tool
(Universidade do Texas, versao 3,00 — “freeware”). A confirmacéo do limite da area a
ser medida em cada lesdo foi realizada a partir da comparacdo da imagem
capturada e da lamina vista em microscopio 6tico (Microscopio 6tico binocular
Olympus, modelo CBB, SP, Brasil), simultaneamente. Nas lesdes persistentes, 0
limite apresentou-se bem demarcado em relacdo ao parénquima circunjacente,
enquanto nos nodulos de remodelacdo considerou-se como limite os hepatocitos
gue apresentaram perda de coloracdo total ou parcial em relagcdo ao parénquima
circunjacente. Os resultados foram expressos como nimero e area de LPN por cm?

/corte histolégico de figado.

4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA y-GLUTAMILTRANSPEPTIDASE

A determinacdo da atividade da GGT foi realizada de acordo com a
metodologia de TATE & MEISTER (1974). Um homogeneizado do tecido foi
preparado na concentracdo de 1:100 em solucéo salina 0,9%. Aliquotas de 100 pL
da amostra foram colocadas em tubos de ensaio em triplicata. Adicionaram-se 900
UL de solucédo de incubacdo contendo: 0,05 M de tamp&o Tris-HCI (pH 8), 75 mM
NaCl, 2,5 mM L-y-glutamil-p-nitroanilida (MP Biomedicals, Ohio, USA) , 20 mM
glicilglicina. Apds incubacdo por 30 minutos em banho aquecido (Banho com
agitacdo e temperatura regulavel Yamato, modelo BT-25, Téquio, Japdo) a 37°C,
adicionaram-se 1000 puL de acetato de sédio 1 M pH 4,2 para interromper a reacao.
A atividade da enzima foi avaliada pela formacdo do produto p-nitroanilina

(nmoles/mg de proteina) por minuto, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
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8.800 M'cm™ para o produto. A p-nitroanilina formada foi lida em 410 nm em

espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro Hitachi, modelo U-2100, Hitachinaka, Japao).
Nesta reacdo a GGT catalisa a transferéncia de um grupo y-glutamil entre

duas moléculas de y-glutamil-p-nitroanilida, formando y-glutamil-y-glutamil-o-

nitroanilida e p-nitroanilina.

4.11 DETERMINACAO DE PROTEINA

O teor de proteina foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951),
modificado por HARTREE (1972), utilizando-se albumina de soro bovino como
padrdao. Um homogeneizado do tecido foi preparado na concentracdo de 1:10 em
solucdo salina 0,9%. Adicionaram-se 500 pL deste homogeneizado a 3,0 mL de
NaOH 1N, seguindo-se uma incubacdo por uma hora em banho aquecido (Banho
com agitacdo e temperatura regulavel Yamato, modelo BT-25, Toquio, Japdo) a
50°C.

Apés atingir temperatura ambiente, 10 yL da amostra foram colocados em
tubos de ensaio em duplicata e adicionada agua destilada para um volume final de
1,0 mL. Foi adicionado a cada tubo um volume de 0,9 mL de uma solucdo A
(tartarato de sodio e potassio 0,2%, carbonato de sédio 10% e NaOH 0,5 N),
seguido de uma incubacdo por 10 minutos em banho a 50°C. ApGs atingir
temperatura ambiente, foi adicionado um volume de 0,1 mL da solucdo B (tartarato
de sbdio e potassio 2%, CuS04.5H,0 1% e NaOH 0,01 N), mantendo os tubos em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 3,0 mL da
solucdo C (1 volume de Folin-Ciocalteau 2 N para cada 15 volumes de agua
destilada), seguindo-se novamente incubacéo por 10 minutos em banho a 50°C. A
leitura das amostras foi realizada em espectrofotémetro (Espectrofotdmetro Hitachi,
modelo U-2100, Hitachinaka, Japdo) a 650 nm de comprimento de onda.

Este método consiste na reacdo da proteina com o cobre em condicdes
alcalinas, seguida da reducdo dos acidos fosfotungsténico e fosfomolibdénico em
tungsténio e molibdénio, respectivamente. Estes possuem coloracdo azul e
apresentam resposta fotométrica linear. A coloracéo € intensificada pela reacdo com

o reagente de fenol Folin, permitindo leitura no espectrofotdmetro.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foi realizado o teste de normalidade de FILLIBEN (1975) para todas as
variaveis do estudo para a escolha do teste estatistico mais adequado. Para aquelas
gue apresentaram distribuicdo normal sobre a Curva de Gauss foi utilizada analise
de variancia e comparacdo de médias pelo teste de DUNCAN (1955). Para as
demais se utilizou o teste de MANN & WHITNEY (1947).

Estabeleceu-se como nivel de rejeicdo para a hipétese de nulidade p-valores
inferiores a 0,05. Os resultados foram apresentados como média e erro padrao da

média.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL, PESO DO FIGADO E REGENERACAO HEPATICA

Os valores de peso corporal na data do sacrificio, ganho de peso corporal
pos-hepatectomia, peso do figado na data da hepatectomia e do sacrificio e
regeneracao hepéatica sdo apresentados na Tabela 4. A ingestao de café e a inducéo
da carcinogénese nao alteraram o peso corporal na data do sacrificio, 0 ganho de
peso corporal apos a HP, bem como o peso do figado na data da HP, o peso do

figado regenerado e a regeneracao hepatica.

Tabela 4 - Peso corporal, ganho de peso corporal pés-hepatectomia, peso do figado
e regeneracao hepatica

Grupos CO Café COCA Café CA

N° de animais 10 10 9 8

Peso corporal

e 426,64 + 10,20* 412,98 + 14,53 403,56 + 12,31* 402,13 + 12,27
no sacrificio

Ganho de peso
corporal pés- 126,86 +6,73% 136,77 +11,19% 127,60 +12,59* 141,56 + 10,74°
hepatectomiat

Peso do figado 11,56 + 0,38 10,93 + 0,382 10,70 + 0,41° 10,64 + 0,36°
na data da HP
Pesodofigado 15 501060° 13,20+041° 1336+131° 12,49 +0,48°
regenerado
Regeneracao

- 108,59 + 4,96 122,33 +3,76° 126,39 +12,40* 117,59 + 3,08°
hepatica (%)

1 Ganho de peso corporal da data da hepatectomia até a data do sacrificio. CO - grupo que recebeu
dieta controle e foi submetido a HP; Café - grupo que recebeu dieta suplementada com café e foi
submetido a HP; CO CA - grupo que recebeu dieta controle e foi submetido ao modelo HR; Café CA -
grupo que recebeu dieta suplementada com café e foi submetido ao modelo HR. Letras sobrescritas
distintas na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Duncan.
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5.2 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

5.2.1 Anélise macroscopica

Na andlise macroscopica do figado dos animais submetidos somente a HP
ndo foram observadas LPN. Por outro lado, nos animais submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese HR observaram-se lesées com variacdo no namero, tamanho
e intensidade de coloracdo. A Figura 3 mostra o figado de rato da raca Wistar
submetido ao modelo de hepatocarcinogénese HR com as mesmas caracteristicas

observadas macroscopicamente nos animais deste estudo.

Figura 3 - Fotografia de figado de animal submetido ao modelo HR (ONG, 2005).

44



Resultados

5.2.2 Andlise microscopica

Os cortes histoldgicos do figado corados pela HE dos animais submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese HR mostraram alteracdo parcial da arquitetura
hepatica devido a presenca de nodulos. Estes se apresentavam geralmente de
forma esférica, de tamanhos variados e, algumas vezes, demarcados do parénquima
circunjacente por finas traves de tecido conjuntivo. Os hepatécitos que constituiam
estas lesbes apresentavam-se com intensidade de coloracdo variada, ora
eosinofilica ora basofilica. Exibiam tamanhos variados, com nucleos grandes,
vesiculares e com nucléolo aumentado. Os sinuséides, no interior dos nodulos, por
vezes encontravam-se comprimidos pelos hepatécitos aumentados.

Nos cortes histolégicos corados pela técnica histoquimica para G6Pase dos
animais dos grupos submetidos somente a HP (Figura 4), confirmando a analise
macroscopica, ndo foi observada nenhuma LPN, diferentemente do que foi
verificado nos cortes histologicos dos animais submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese HR (Figura 5). Estes mostraram LPN com variacdo quanto ao
namero, a dimensao e a intensidade da coloracédo dos hepatdcitos. As Figuras 6A e
6B ilustram ndédulos persistentes e de remodelacdo observados em animal do grupo
Controle CA.

Para garantir a reprodutibilidade da classificacdo das LPN em persistentes e
de remodelacao, 43,5% dos casos foram revisados pela co-orientadora do trabalho,
constatando-se uma concordancia em 97,1% das amostras, em relacdo a

classificacao feita pela aluna.
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Figura 4 - Fotomicrografia de corte histolégico de figado corado pela reacdo histoquimica para
G6Pase de animal submetido & HP.

Figura 5 - Fotomicrografia de corte histolégico de figado corado pela reacdo histoquimica para
G6Pase de animal submetido ao modelo HR.
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Figura 6 - Fotomicrografias de corte histologico de figado submetido a reacdo histoquimica para
G6Pase apresentando nédulo persistente (A) e em remodelacdo (B). As setas apontam a delimitagao
dos nodulos.
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5.2.3 Analise morfomeétrica

Os dados morfométricos das LPN observadas em cortes histolégicos corados
pela reacdo histoquimica para G6Pase de animais submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese HR séo apresentados na Tabela 5.

Os animais do grupo Café apresentaram reducdo estatisticamente
significativa em todos os parametros morfométricos analisados. Houve reducédo de
78% no numero total de LPN, 85,5% no numero de nodulos persistentes, 70,5% no

namero de nodulos de remodelacéo e 86,8% na area ocupada pelas LPN.

Tabela 5 - Morfometria de LPN em cortes histologicos corados para G6Pase de
animais submetidos ao modelo HR

N° |esdes N° lesdes de

N° ) - % Area lesdes
Grupo . N° LPN/cm? persistentes remodelagéo 0, .
animais /area tecido
/cm?2 /cm?2
CO CA 5 4152 +17,14* 20,67 +11,95* 20,85+5,51* 11,12 +2,59%
Café CA 7 9,14 +1,59° 3,00+ 0,89° 6,15+ 1,47° 1,47 +0,264°

CO CA - grupo que recebeu dieta controle e foi submetido ao modelo HR; Café CA - grupo que
recebeu dieta suplementada com café e foi submetido ao modelo HR. Letras sobrescritas distintas na
mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Mann-Whitney.
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5.5 ATIVIDADE DA y-GLUTAMILTRANSPEPTIDASE

A atividade da GGT analisada em homogeneizado de figado esta
representada na Figura 7. A hepatocarcinogénese induzida causou um aumento
significativo na atividade da enzima. Entre os animais submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese HR, o0s que receberam dieta suplementada com café
apresentaram menor atividade da enzima quando comparados aos que receberam
dieta controle, embora ndo tenha sido encontrada diferenca significativa entre estes

dois grupos.

300
250
2 200 -
150 -
100 -

Ve

roteina

nmoles/mg de

(6{0) Café COCA Café CA

Figura 7 - Atividade da GGT nos diferentes grupos experimentais. CO - grupo que recebeu dieta
controle e foi submetido a HP (n=10); Café - grupo que recebeu dieta suplementada com café e foi
submetido a HP (n=10); CO CA - grupo que recebeu dieta controle e foi submetido ao modelo HR
(n=9); Café CA - grupo que recebeu dieta suplementada com café e foi submetido ao modelo HR
(n=8). Letras sobrescritas distintas indicam diferenca estatisticamente significativa pelo teste de
Duncan.
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No presente estudo foi investigado o efeito da ingestéo diaria de café sobre a
hepatocarcinogénese em ratos utilizando o modelo HR. Este é um modelo de
carcinogénese hepatica bem caracterizado na literatura e tem sido amplamente
utilizado para avaliar os efeitos de compostos potencialmente capazes de modular o
processo carcinogénico (MORENO et al., 1995; RIZZI et al., 1997; SHAMAAN et al.,
1998). Apresenta como vantagens o0 aparecimento e crescimento precoce e
sincronizado de LPN, permitindo analise sequencial da carcinogénese, e a
diferenciacdo facil e precoce das LPN em persistentes e de remodelacdo por meio
de técnicas de histoquimica ou imunohistoquimica, permitindo analise qualitativa e
quantitativa (ENOMOTO & FARBER, 1982).

Para avaliar o efeito do café como alimento funcional sobre a carcinogénese
hepatica, os animais receberam racdo suplementada com 1,5% de café liofilizado
logo apdés o desmame (tendo a fémea matriz recebida a mesma racdo durante o
periodo de lactacdo) e esta foi administrada diariamente ao longo da vida dos
animais. De acordo com estudos prévios desenvolvidos pelo nosso grupo, a adicdo
de café a 1,5% a racdo nao altera a ingestado dos animais (ABREU, 2005; RAMOS,
2007), o que reflete no peso corporal semelhante entre os animais que receberam
dieta controle e aqueles que receberam dieta suplementada com café. A deciséao de
administrar racdo suplementada com café durante a lactacdo foi para garantir que
possiveis constituintes ou metabdlitos quimioprotetores provenientes do café
secretados no leite fossem recebidos pelos filhotes.

Estimando-se um consumo de racdo de 30 g/dia, o consumo de café
liofilizado pelos animais adultos foi de aproximadamente 0,45 g/dia, o que
corresponde a 1,125 g/Kg de peso corporal do animal. Embora a quantidade de café
consumida pelos animais seja superior ao consumo humano, o tamanho corporal e 0
metabolismo mais acelerado dos ratos tornam a quantidade de café ingerida pelos
animais comparavel ao consumo humano de aproximadamente 800 mL/dia de
bebida preparada a 8%.

Neste estudo, o efeito modulador do café foi analisado pela identificacdo de

LPN em cortes histolégicos por meio de técnica histoquimica para G6Pase. As LPN,
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identificadas como focos de hepatdcitos alterados e nddulos hepéaticos hiperplasicos
com coloracdo negativa para a enzima G6Pase, resultam da expansdo clonal de
hepatdcitos iniciados e precedem o aparecimento do tumor (DRAGAN & PITOT,
1992).

Estas lesdes consistem de focos e ndédulos que na sua maioria mostram
caracteristicas de ndédulos de remodelacdo, os quais tendem a regredir e adquirir
aspecto semelhante ao do parénquima hepatico normal. Poucos nédulos persistem,
podendo progredir e originar o carcinoma hepatocelular (ENOMOTO & FARBER,
1982; TATEMATSU et al., 1983).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a ingestéao diaria de
café reduziu significativamente o nimero de LPN e a area ocupada por estas lesdes,
indicando que o café exerce efeito modulador sobre a hepatocarcinogénese em
ratos submetidos ao modelo HR. Estes achados estéo de acordo com os resultados
de TANAKA et al. (1990) que verificaram que o café, administrado na agua dos
animais diariamente por 630 dias, reduziu a incidéncia de tumor hepatico induzido
por aminopirina e nitrito de sédio. Assim, embora utilizando métodos diferentes para
inducdo da hepatocarcinogénese e para administracdo do café, os dois estudos
apontam para uma acao quimioprotetora do café sobre a hepatocarcinogénese.
Nossos resultados confirmam ainda dados da literatura indicando relagdo inversa
dose-dependente entre o consumo de café e o risco de desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular, independentemente de sua etiologia (GELATTI et al.,
2005) e até mesmo em pacientes portadores do virus da hepatite tipo C, importante
fator de risco para a doenca (OHFUJI et al., 2006).

Embora sejam escassos na literatura estudos com o café que demonstrem
efetivamente a atividade protetora in vivo, alguns mecanismos podem ser sugeridos
para o efeito modulador do café.

Na carcinogénese quimica, além da acdo do carcinébgeno ou de seu
metabdlito ativo, dano adicional ao DNA pode ocorrer por radicais livres formados
em excesso durante o metabolismo oxidativo do carcinbgeno (CHEN & KONG,
2004). Em adicéo, a inducdo da proliferacdo celular e promocédo do tumor podem
ocorrer por ativacdo do fator de transcricdo proteina ativadora-1, cujo sitio de ligacéo
esta localizado na regido promotora de varios genes envolvidos na carcinogénese e
gue é sensivel ao estado oxidado intracelular (SEN & PARKER, 1996). A acao de

compostos antioxidantes pode ser importante na neutralizacdo de espécies reativas
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de oxigénio e no sequestro de radicais livres, inibindo a peroxidacéo lipidica na
membrana celular e blogueando a propagacao das reacdes de oxidacdo na cadeia
lipidica. Os compostos antioxidantes poderiam também inibir a proliferacdo celular e
promocdo de células pré-neoplasicas pela neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio e, consequentemente, inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo proteina
ativadora-1.

O extrato de café torrado possui compostos fendlicos que sdo capazes de
aumentar a atividade antioxidante plasmatica em humanos (NATELLA et al., 2002).
A acao antioxidante é verificada tanto em sistema quimico como em bioldgico, sendo
capaz de inibir a formacao de radicais peroxil e, consequentemente, a peroxidacao
lipidica (DAGLIA et al., 2000), além de suprimir a mutagenicidade de oxidantes como
ter-butil-hidroperéxido (STADLER et al.,, 1994). Como moduladores do balanco
oxidativo do organismo, os compostos antioxidantes do café poderiam inibir o
processo oxidativo que esta associado a carcinogénese, especialmente nas etapas
de iniciacdo e promocdo do processo, 0S quais sdo caracterizados por estresse
oxidativo.

Aléem da atividade antioxidante dos constituintes do café, estudos
desenvolvidos pelo nosso grupo mostram que o café ativa o sistema de antioxidacéo
enddgeno, conduzindo ao aumento hepatico dos teores de glutationa, inibindo a
peroxidacdo lipidica e protegendo o figado de ratos da acdo hepatotoxica do
paracetamol (ABREU, 2005).

Outro mecanismo que poderia explicar a acdo moduladora do café sobre a
hepatocarcinogénese se refere a sua acdo no sistema de desintoxicacdo hepatico.
Muitos carcindégenos quimicos, como o 2-AAF e a DEN, necessitam de ativacao
microssomal antes de reagirem com o DNA e causarem mutacdes e/ou alteracbes
epigenéticas (VERNA et al., 1996; YAMADA et al., 2006). Dessa forma, a inibicdo de
enzimas envolvidas na ativacdo de carcindbgenos e/ou aumento na atividade de
enzimas envolvidas na desintoxicagdo dos metabolitos toxicos ativos podem
representar importante mecanismo de quimioprevencéo da carcinogénese.

HUBER et al. (2003), utilizando café de preparacado tipo turca, e ABREU
(2005), empregando racdo adicionada de extrato de café liofilizado a 1,5%,
verificaram aumento na atividade da y-glutamilcisteina-sintetase, enzima limitante da
sintese de glutationa, e de enzimas da FASE Il do metabolismo de xenobidticos,

como a glutationa S-transferase e UDP-glicuronosil transferases.
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A modulacéo exercida pelo café poderia ainda envolver o reparo de danos no
DNA por enzimas especificas. O café de preparacéao tipo turca é capaz de aumentar
a atividade hepética da O°-metilguanina-DNA metiltransferase (HUBER et al., 2003).
Esta é importante enzima reparadora de danos no DNA e sua reducdo esta
fortemente associada a mutagenicidade ap0s exposicdo a xenobidticos alquilantes
(GOODMAN & WATSON, 2002).

Neste estudo foi analisada a atividade da GGT em homogeneizado de figado.
Esta enzima é amplamente utilizada como marcador histoquimico positivo de LPN
hepaticas (MORENO et al., 1995; RIZZI et al., 1997; ESPANDIARI et al., 2005).
Nossos resultados mostraram que a hepatocarcinogénese aumentou
significativamente a atividade hepatica da GGT. Embora os animais que receberam
dieta suplementada com café tenham apresentado menor atividade desta enzima, a
determinacdo da atividade no homogeneizado do figado ndo apontou reducéo
significativa nesse marcador pela ingestao de café.

No entanto, subtraindo-se os valores de atividade da enzima dos grupos
sadios (Figura 7) daqueles dos grupos submetidos ao modelo HR, notamos que a
diferenca passa de 7,66% para 27,27%. Esta analise ndo pdde ser feita
estatisticamente por ndo dispormos de grupos pareados, no entanto, parece-nos
razoavel admitir que a diferenca, corrigida pelos valores nos tecidos sadios,
realmente existe. Sem considerar os valores pré-existentes no tecido sadio,
resultado semelhante foi encontrado por SHAMAAN et al. (1998). No estudo, a
ingestdo de vitamina C e aloe vera diminuiram a incidéncia e area de LPN no figado
de animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese, no entanto, a
determinacédo da atividade da enzima GGT na fragcdo microssomal ndo confirmou os

achados histologicos.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que a ingestdo diaria de café exerce acao
moduladora sobre a hepatocarcinogénese em ratos Wistar submetidos ao modelo
HR. Tal constatacdo foi verificada pelo menor nimero e tamanho das LPN nos
animais que se alimentaram com dieta suplementada com café, sugerindo acéo

guimioprotetora deste alimento.
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