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1.RESUMO

A préstata € uma glandula associada ao sistemaodwpr que, tanto para seu
desenvolvimento quanto para a sua manutencao it adecessita de niveis constantes de
andrégenos circulantes. A manutencdo e a fisiolagissa glandula dependem de uma
complexa interacao entre os compartimentos egielksstromal. No organismo masculino, a
préstata permanece num crescimento lento até agad®s etapa em que ocorre consideravel
aumento da producdo de androgenos, com consequesgeimento e maturacdo desta
glandula. O contato com fatores exdgenos duranpuleerdade, tais coma exposicao
ambiental ao cadmio ativa ou passiva pela fumagagioro, associada a ingestdo de bebidas
energéticas, as quais contém relativamente alteeotracdo de cafeina, podéavorecer o
surgimento de lesdes prostaticas proliferativafasa adulta. No Brasil, o cancer de préstata é
0 segundo mais comum e, no mundo, o mais incidentee os homens. O avango nas
técnicas de deteccdo de lesdes prostaticas benigramalignas e malignas favorecem o
diagndstico precoce dessas lesdes e a sobrevidaadestesEste projeto teve por objetivo
avaliar os efeitos isolados e combinados do cadfippm) e da cafeina (20ppm) sobre os
lobos prostaticos ventral e dorsal do rato Wistearir da quinta semana até a 252 semana de
idade pés-natal e o desenvolvimento de lesbesfenativas. Para isso foram empregadas
andlises citoquimicas, imuno-hitoquimicas (Bcl-253p Cox-2, Ki-67, AR, GSTP-1p-
catenina e AMACRacemase) e bioquimicas de westetimdp (GSTP-1 $-catenina, PCNA,
PAR-4, AMACRacemase e beta-actina). Os resultaduisres os efeitos da cafeina
isoladamente sobre a prostata mostraram que esfgosto aumenta os niveis plasmaticos de
testosterona e diidrotestosterona, aumenta o fssdudo e relativo do lobo prostatico ventral
e também os indices de proliferagédo celular e egfmedo receptor de andrégeno neste lobo,
sem alteracdes significativas no lobo dorsal. Alfisso, as prostatas ventrais dos animais
tratados pela cafeina desenvolveram lesdes higaa$a focais e difusas. Nos animais
tratados pelo cadmio e posteriomente ou simultdaetercom cafeina ndo foram encontradas
diferencas significativas nas lesfes e na express&o proteinas investigadas quando
comparadas ao grupo de animais tratados isoladancent cadmio. Os resultados obtidos
permitem concluir que a cafeina aumenta o estimntivogénico sobre a préstata podendo
induzir hiperplasia nesta glandula e podendo agina@ uma agente promotor das lesdes
proliferativas induzidas pelo cadmio na proéstata.

Palavras-Chave:Prostata, Hiperplasia, Cadmio, Cafeina, Biomarcao
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2. ABSTRACT

Prostate is acessory gland of male reproductiveesysin which is dependent of constant
levels of androgen for correct development, groatid maintenance. Besides androgen,
prostate normal physiology depends on complex astean between epithelial and stromal
compartiments via growth factors. In the human®rdfirth, the prostate gland exhibits a low
rate of growth until puberty, when a new pick ofdeogens star to induce a remarckable
growth of gland. Puberty can be considered a afitdindow which exogenous factors, such
as environemental exposure to carcinogenous asigwadando or dietary factors as caffeine
intake, may act as risk factors to develop prostetéferative lesions in adulthood. In Brazil,
prostate cancer is the second most common and svondst incident cancer in male.
Advances in diagnostic techniques favor the eaglgction of prostate lesions increasing the
patien’s life spanin this sense, the aim of this project was to itigese the isolated or
combined effects of cadmium (15 ppm) and caffeid@ ppm) on ventral and dorsal rat
prostatic lobe frin fifth to twenty fifth weeks gfost-natal age ando n development of
prostatic proliferative lesions. For this, prostdtbbes were submitted to histophatological,
immubhistochemical and biochemical analysis of pnsteand enzymes relatated to prostate
cells normal and anormal physiology, such as Bg&3, Cox-2, Ki-67, AR, GSTP-13-
catenin e AMACRacemase). The results about cafiswlated on prostate gland showed that
this component increases the plasma levels ofdtestme and dihydrotestosterone, ventral
prostate absolute and relative weight, proliferatindex and androgen receptor tissue
expression, while dorsal lobe exhibited no suchrations. Furthermore the prostates from
caffeine treated animals developed focal and difugerplasic lesions. In the animals treated
by cadmium, simultaneously or sequencely, no sicamtly differences were found in the
lesions incidence or proteins expressions when eoedpto the prostates from cadmium
treatment alone. Togehter, the results allow tcckuate that chornic caffeine intake increase
the androgenic stimulus in the prostate gland imduprostate hyperplasia and may act as
promoter agent for the cadmium-induced prolifemtesions on prostate.
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3. INTRODUCAO

O crescimento da expectativa de vida da populacéodral contribuiu com o
aumento dos diagndsticos de lesbes benignas, pignasme malignas na prostata associadas
ao envelhecimento (DINI & KOFF, 2006; SPRENGER kf2810; DE NUNZIO et al.,
201]). Desta forma, estudos sobre a biologia da glanpidatatica tém despertado grande
interesse médico-cientifico. Fatores envolvidos apmesenvolvimento e a progressao das
lesGes prostéaticas sao os principais alvos de Easque visam compreender oS mecanismos
envolvidos no cancer de prostata.

Os modelos roedores tém sido amplamente utilizadesestudos da fisiologia e
fisiopatologia da préstata (ROY-BURMAN et al., 200Bstes modelos permitem explorar os
mecanismos moleculares do desenvolvimento de legfies podem desenvolver-se em
tumores malignos, além de possibilitar o melhoerdimento da acdo de farmacos utilizados

no tratamento e prevencao dessas lesdes.

3.1. Prostata: caracteristicas gerais, estruturaisicdo androgénica

A prostata é uma glandula sexual masculina acesséricontrada apenas em
mamiferos, que tem por fungéo produzir uma impeeténacéo do fluido seminal (MARKER
et al.,, 2003). Em humanos, a prostata € um conjaetoglandulas tubulo-alveolares
compactada por um estroma fibro-muscular; dividiseatomicamente em quatro regidoes
glandulares, representadas por zona periférica ),7886a central (25%), zona de transicao
(5%) e tecido glandular periuretral (<1%), e umanturegido nao glandular, o estroma
fiboromuscular anterior (COAKLEY & HRICAK, 2000). Emoedores, a préstata é composta
por um complexo sistema de ramificacBes de tubelak/éolos ndo compactados, mas sim
divididos em partes ou lobos, direito e esquerde, $io nomeados de acordo com a posicao
anatémica: ventral, dorsal, lateral e anterior (l&E@l., 1990).

Em termos de homologia com a préstata humana,bws lanteriores dos ratos sao
considerados homoélogos as glandulas da zona ceat@lianto os lobos dorsolaterais séo
considerados homologos as glandulas da zona peaiféds lobos ventrais do rato ndo tém
um homologo humano e a zona de transicdo humandenéiam lobo homodlogo no rato
(ROY-BURMAN et al., 2004). Apesar da falta de hoogih com as zonas da préstata
humana, o lobo ventral € o mais extensivamenteladtudevido a sua localizacdo anatdémica,
que permite facil acesso para dissecacdo, e taniEm fato de apresentar grande

dependéncia androgénica, permitindo facil mani@daformonal. Estas caracteristicas
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refletem o grande nimero de publicacdes resultalgesstudos experimentais com roedores
utilizando o lobo ventral como modelo.

O desenvolvimento da prostata, tanto de humanast@ua roedores, apresenta dois
periodos criticos de rapido crescimento glandwaperiodo fetal/neonatal e a puberdade
(RISBRIDGER et al., 2005; VILAMAIOR et al., 2006).

Tanto a préstata humana como a dos roedores s&titafmas por epitélio secretor,
composto por células epiteliais colunares, célblasais e células neuroendocrinas, todas
apoiadas em uma membrana basal. Este epitélioténtado por um estroma composto
principalmente de células musculares lisas e filagtbs, além de mastécitos, macrofagos,
vasos sanguineos e nervos. Ao redor destas céslasmais existe uma complexa matriz
extracelular composta principalmente por fibrasagehas, fibras reticulares, fibras do
sistema elastico, proteoglicanos e diversas glatepras (VILAMAIOR et al., 2000;
MARKER et al., 2003). O estroma é bem espesso éstgia humana e mais delgado nos
lobos prostaticos dos roedores (MCNEAL 1988; NEMEITHEE, 1996).

O desenvolvimento prostéatico e a funcéo secretorised epitélio sdo determinados e
regulados por andrégenos, os quais participam féaedciacdo e da manutencédo do estado
ativo da glandula (CUNHA et al.,, 1985; DONJACOUR @UNHA, 1993). Durante a
embriogénese, sob acdo de andrégenos, célulasiapitka uretra em formacdo invaginam
para o interior do mesénquima do seio urogenitate Enesénquima induz a proliferacao
epitelial, com formacdo de tubulos e suas ramifieag expressdo de receptores de
andrégenos e secrecdo de proteinas especificasraddatp (CUNHA et al.,, 1985;
HAYWARD et al., 1997; MARKER et al., 2003).

A testosterona (T) é o principal andrégeno (95%cutante no organismo
masculino, sendo produzida principalmente pelaslaglide Leydig, nos testiculos. A zona
reticular da glandula adrenal também produz andge a androstenediona e
diidroepiandrosterona, contribuindo com 5% dos @geinos circulantes (AUMULLER &
SEITZ, 1990). Apesar da T ser o principal andrégeimculante, ela é convertida em um
andrégeno mais potente nas ceélulas prostaticasgratdstosterona (DHT), através da acao
da enzima Su-redutase. A DHT tem afinidade dez vezes maioremeptor de andrégeno
(AR) do que a testosterona (DESLYPERE et al., 198f)bora cada um desses andrégenos
se ligue ao mesmo receptor, cada um exerce efadlixyicos distintos. No desenvolvimento
prostatico, por exemplo, quando a conversao da TDeth € bloqueada, a testosterona é

capaz de induzir a diferenciacdo do seio urogeeitalprostata, mas o desenvolvimento e
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crescimento glandular sdo grandemente reduzidoRIKER et al., 2003). Além disso, uma
deficiéncia na atividade da %-redutase estd relacionada com casos de pseudo-
hermafroditismo masculino IMPERATO-MCGINLEY & ZH2002).

Alguns estudos mostram que as células estromaibéransdo essenciais para a
diferenciacdo e organizacdo arquitetural do epitéla prostata, pois na presenca de
andrégenos, mas na auséncia de células estronmagarsizacao epitelial e a funcao glandular
ndo sdo produzidas (HAYWARD et al., 1992). Assinmtaracdo paracrina entre o epitélio e
o0 estroma, mediada por andrégenos e outros fatmmsscomo EGF, FGF, TG IGF,
desempenham papel fundamental na regulacdo ddaatevifuncional e na manutencdo da
prostata (LEE et al., 1990; MARKER et al., 2003).

3.2.Lesdes proliferativas prostéaticas

As lesbGes proliferativas mais frequentes na prés&dto a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) e o céancer de prostata (CaP), quanafe/6 dos homens com idade avancada
(SCHULMAN & LUNENFELD, 2002; THOMPSON et al., 20030 et al.,, 2004, DE
NUNZIO et al.,, 2011). Na préstata, também ocorrat@fia inflamatéria proliferativa
prostaticaPI1A), lesdo inflamatdria e a neoplasia intra-djgitgrostatica (NIP), ambas, vistas
como precursoras do carcinoma invasivo (PUTZI & DMARZO 2000). A NIP é
caracterizada pela proliferacdo e anaplasia celdias tdabulos e &cinos prostaticos
(BOSTWICK & BRAWER, 1987) e pode ser dividida emPNde baixo grau e de alto grau
(BOSTWICK, 1996; BONKHOLFF & REMBENGER, 1998).

Embora nem todos os mecanismos que contribuemapeapida progressao dessas
lesbes estejam completamente compreendidos, sahaesep desequilibrio na interacdo
homeostética entre epitélio e o estroma prostgtésticipa do inicio e da promog¢éo destas
alteracbes (SUNG & CHUNG, 2002). Aléem disso, outfa®res também podem iniciar e
promover as lesdes na prostata, tais como a désgégudos hormdnios androgénicos e
estrogénicos, a suscetibilidade genética, o edtilvida, os habitos nutricionais (HAYWARD
et al., 1997; HSING et al., 2002; HO et al., 208HAPPELL et al., 2004) e contaminantes
ambientais (MUIR et al., 1991; ZENG et al., 2002)M.INS & LOEB, 2012).

3.2.1.Hiperplasia Prostéatica Benigna (HPB)
A hiperplasia prostatica benigna € uma afeccdo omente associada ao
envelhecimento em homens (BERRY et al., 1984; DENKIO et al., 2011)A HPB é uma
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hipertrofia que promove o aumento da pressao salreetra e subsequente obstrugédo do
fluxo urinério. Pacientes com HPB podem ndo aptasesintomas, mas, em sua maioria,
apresentam dificuldade de miccdo e irritabilidade kikexiga (BARRY et al.,, 1993;
VERHAMME et al., 2002; BUSHMAN, 2009).

No homem, ocorre especialmente nas glandulas dad®itransicdo e clinicamente é
caracterizada por provocar obstrugcdo do canal daayrresultando em retencdo urinaria
dolorosa (CARSON & RITTMASTER, 2003). Nos ratosdpaser detectada nos quatro lobos
prostaticos, apresentando importantes caractesgstim comum com o padrdao encontrado em
humanos (BOSLAND, 1992).

Histologicamente, a HPB é caracterizada pelo arestio do tecido epitelial e
proliferacdo do estroma, com nodulos hipercelul$APELL et al., 2004). Embora a HPB
seja uma lesdo de carater proliferativo, ela n&comsiderada uma precursora do CaP
(HOMMA et al,. 1996).

3.2.2.Precursores do Cancer de Prostata

A PIA na prostata consiste em areas glandularédicats associadas a inflamacéo
cronica e proliferacdo de células epiteliais. Alamfacdo tem sido implicada como um
potencial agente etiolégico em CaP humano (DE MARZA@I., 2006; WANG et al., 2009).

A PIA ocorre principalmente na periferia do 6rgasuege em consequéncia da proliferacéo
de células epiteliais regenerativas, como respastéesdes causadas por infeccdo, trauma
celular resultante de danos oxidativos, hipoxiaww-imunidade (NELSON et al., 2003).

As principais caracteristicas da PIA sdo a preselcaluas camadas de células
distintas, mononucleadas e/ou células inflamatérjaalinucleares em ambos os
compartimentos epiteliais e estromais; estromdietrocom variavel quantidade de fibrose
(DE NUNZIO et al., 2011). A glandula atrofica émdificada pela reducdo do seu volume e
do seu estroma, sendo comumente associada a igpfanda prostata e considerada um
possivel precursor da neoplasia intra-epiteliakgtica de alto grau (HGPIN) e CaP (DE
MARZO et al., 1999).

Bostwick e Brawer (1987) propuseram a utilizacadetono neoplasia intra-epitelial
prostatica (NIP) (do inglésrostatic Intraepithelial Neoplasia oWPIN). O termo foi
endossado consensualmente em 1989, com o intuisulaigituir os termos como displasia
intra-ductal, hiperplasia atipica acinar, hiperalasom altera¢cées malignas, marcada atipia e

displasia ducto acinar, unificando a terminologi®& ldara designar as alteracdes displasicas
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intra epiteliais da prostata humana (BOSTWICK, 19%&a NIP, a proliferacdo de células
epiteliais ocorre dentro de glandulas ja existerirde a membrana basal continua integra e
normal (SHAPPELL et al., 2004).

A NIP é classificada em: de baixo grau (do ingl&PIN oulow grade prostatic
intraepithelial neoplasip correspondente ao NIP 1; e de alto grau (d@smBlGPIN othigh
grade prostatic intraepithelial neoplagia onde os graus 2 e 3 foram agrupados
(BOSTWICK, 1995).

A NIP de baixo grau € identificada por apresenteatas ou acinos contendo epitélio
com muitas células e nucleos condensados e irmregutacom marcada variacdo de tamanho.
Nucleos alongados, hipercromaticos e pequenosalasléambém podem estar presentes. A
NIP de alto grau se diferencia da de baixo grauapoesentar o epitélio com mais células,
evidenciando a estratificacéo celular, além de omeaor variagdo do volume nuclear entre as
células, pois a maioria possui nucleo aumentadgrésenca de nucléolo proeminente,
frequentemente mudltiplo, é tipica na NIP de altauge de grande utilidade diagnéstica
(SHAPELL et al., 2004).

Para o diagnostico de NIP em modelos experimergamp o0s roedores, deve-se ter
0 reconhecimento histolégico de alguma caracteaistou a combinacdo delas. O epitélio
gladular torna-se estratificado, adquire focosedipis em forma de tufos, com formacéo de
micropapilas e crescimento num padrao cribiform®@$BWICK & ICZKOWSKI, 1997).
Também é visivel alteracbes de atipia nuclear equie ger o aumento do tamanho nuclear,
irregularidade da membrana basal, hipercromasiamalo de cromatina e nucléolo evidente
(BOSTWICK & ICZKOWSKI, 1997).

Em humanos, a NIP ocorre predominantemente na periérica (BOSTWICK,
1996). Segundo Helpap (1998), o mecanismo de prafifio e diferenciacdo celular esta
alterado na NIP, pois sédo observadas células bdisaienciadas atipicamente, com potencial
proliferativo, migrando para o compartimento sewmretnquanto no tecido normal ou
hiperpladsico a capacidade proliferativa € restédtedamada basal. Com esta progressiva
indiferenciacdo celular, tende a ocorrer tambémeedg gradativa das células basais,
facilitando a extensdo da lesdo para o estromaadransformacdo em carcinoma invasivo
(MONTIRONI et al., 2000).

3.2.3. Cancer de Prostata (CaP)
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No Brasil, a estimativa de casos de CaP para 20de &0.180 novos casos, sendo
assim o primeiro entre os tipos mais comuns deezéncentre os homens (atrds apenas do
cancer de pele ndo-melanoma) (INCA, 2012). O aumaat taxas de incidéncia de CaP
observado nos ultimos anos pode ser parcialmest#igado pelo progressivo aumento da
eficacia investigativa dos métodos diagndsticols pelhoria na qualidade dos programas de
rastreamento e sistemas de informagcao do Brapgleaumento na expectativa de vida da
populacdo mundial, uma vez que apos os 50 anasid&ncia e a mortalidade devido ao CaP
aumentam  exponencialmente (BALDUCCI & LYMAN, 1997;HSING &
CHOKKALINGAM, 2006).

Diferentemente da NIP, o carcinoma ndo é compatimel a morfologia normal das
glandulas e algumas caracteristicas histolégicamifmm o seu reconhecimento (QIAN et al.,
1997). O carcinoma invasivo é caracterizado pelterpmal que o tumor tem em exibir
crescimento destrutivo no parénquima da préstgpade mostrar diferenciagdo glandular,
sendo classificado como adenocarcinoma (SHAPPERL,£2004).

A aquisicdo do comportamento invasivo e metastatatumores de préstata € um
evento complexo e multifatorial, que envolve a t¢farmacdo das células tumorais
inicialmente dependentes de andrégenos a andrdgdependentes. Neste sentido, tem sido
demonstrado que fatores de crescimento podem flasforAR por mecanismo independente
de androgenos (FELDMAN & FELDMAN, 2001; MEINBACH &OKESHWAR, 2006;
WU et al., 2006). Desta forma, o AR fosforilado padigrar para o nucleo e ativar genes
regulados por andrégenos, mesmo na auséncia destgge poderia, em parte, explicar a
progressao de tumores de prostata andrégeno-depesdeara andrégeno-independentes
(FELDMAN & FELDMAN, 2001; MEINBACH & LOKESHWAR, 20®; WU et al., 2006).

3.3. O Cadmio e a Préstata

O cadmio (Cd) é um metal pesado, classificado camoagente carcinogénico de
grupo 1 (evidéncias epidemioldgicas suficientea paacado carcinogénica em humanos) pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cané&() 2012). Naturalmente, o Cd esta
presente em baixas concentracdes da crosta tereesim aguas superficiais (MUNTAU &
BAUDO, 1992, IARC 1993).

Atualmente, devido a polui¢do, a acidificagdo ddrnsio aumentou nos sedimentos e
em solos agricolas e consequentemente em certosnaédis (arroz e carne de suinos, por
exemplo) (OSKARSSON et al.,, 2004). Marcovecchiooalmoradores (1994) avaliaram o
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aumento de metais pesados, entre eles o cadmidiferantes tecidos de animais marinhos
(cetaceos e pinipedes), comprovando o acumulo deemies e a transferéncia dos
contaminantes atraves da cadeia alimentar.

Desde o século XX, € produzido e utilizado na itdigara varias aplicacdes em
ligas e compostos. Possui grande aplicacdo necéaiéio de baterias de veiculos, de pedra-
pome, pastas de limpeza, pisos, como componentemetalirgicas, em pigmentos,
acabamentos de pecas, plasticos e vidros, aléfieditigantes fosfatados (IARC, 1993).

O Cd é responsavel por grande parte de intoxicag@epacionais e ambientais
(NORDBERG, 1978). Dentre as exposi¢cOes ocupaciprassque afetam trabalhadores
ligados diretamente com a produgédo e processanientoetal, fusdo de metais e os que
reciclam materiais eletrénicos sdo consideradosnd®r risco (WHO, 1992). A principal
exposicao nao ocupacional vem da fumaca do ciggrassim, fumantes ativos e passivos
estdo expostos a concentracdes de cadmio presefumaca do tabaco (LEWIS et al., 1972;
JARUP et al., 1998).

A meia vida do Cd no organismo é longa. Em humgpmasexemplo, € de cerca de 15
anos (KJELLSTROM & NORDBERG, 1978) e superior a 245 em ratos (WEBB, 1975).
Por esse motivo, efeitos adversos a saude podaecapau continuar mesmo apos a reducao
Ou a cessacao da exposicao ao metal.

O Cd pode se acumular em 6rgdos como o hipotalammifise e gbnadas
(MARQUEZ et al., 1998). Por ter uma longa meia-yidata acumulacdo pode acarretar
desordens do sistema endocrino, afetar a atividadgxo hipotalamico-hipofisario-testicular
(ANTONIO et al., 1999) e alterar o mecanismo deeg®n de hormonios. Laskey e Phelps
(1991) observaram diminuicdo nos niveis de T e atwdos niveis de ACTH em ratos.

Em roedores o Cd reconhecidamente é capaz de indudiesenvolvimento de
alteracOes na prostata por diferentes vias de gg§mdJma Unica injecdo subcutanea de 1, 2,
ou 4 umol/kg de Cd em ratddoble provocou alteracdes hiperplasicas proliferativadobo
dorsolateral (WAALKES et al., 1989). Estudos maisentes, utilizando a exposi¢do ao metal
por via oral pela agua de beber (uma rota de grangdertancia nas exposi¢cdes humanas)
com concentracdes de 60 ou 80 mg/L, encontraradedespiteliais pré-malignas no lobo
ventral (WAALKES, 2000, MARTIN et al., 2001, ARRIAZet al., 2006). Outros estudivs
vitro demonstraram que Cd aumenta proliferacdo dasasédyliteliais postaticas (BAKSHI et
al., 2008) e é capaz de deixar as células transfitamresistentes a apoptose através da super
expressao Bcl-2 (QU et al., 2007).
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O mecanismo celular e molecular implicado na cagmmecidade do Cd inclui
ativacdo de proto-oncogenes, inativacdo dos gemgessores tumorais, rompimento da
adeséo celular e inibicdo do reparo de DNA (WAALKES03).

Os individuos normalmente ndo estdo expostos exalsnte ao cadmio, mas sim a
varios agentes quimicos simultaneamente, os qodenp ser do tipo contaminante ambiental
ou alimentar, farmacos, drogas licitas ou de alaisg advindos das mais variadas fontes.
Muitos destes agentes sdo capazes de, além das pgi@ias, interagirem com outros
compostos, provocando diversos efeitos, que podenpaencializados ou antagonizados,
diferentemente dos que provocariam ao agir isoladsn Assim, torna-se relevante
compreender os efeitos simultdneos do cadmio, utal vem potencial em causar danos na

glandula prostatica.

3.4.A Cafeina e a Prostata

A cafeina é provavelmente uma das substanciasaémiogicamente ativas mais
freqientemente ingerida em todo o mundo. Ela érgramta em bebidas comuns (café, cha,
refrigerantes), em alimentos que contém cacau acotiite e em medicamentos (IARC
1991).

Embora os efeitos da cafeina sejam extensivamewéstigados, principalmente por
estudos epidemioldgicosir vitro, muitos dos dados destas pesquisas parecem dtirtoesd
Por exemplo, existem iniUmeros resultados diferesubse o efeito da cafeina na proliferacao
celular. Uma explicacdo para estas discrepanciasnesfato dos experimentos utilizarem
diferentes tipos celulares em diferentes condigdesncentragfes de cafeina que vao desde
micromolares até milimolares. Fisiologicamentengiti tais niveis sanguineos experimentais
de cafeina seria extremamente dificil em humanos @eduzir efeitos colaterais adversos.
Neste sentido, a relevancia destes dados expedmeniitidos com altas concentracdes de
cafeina ndo esta clara (BODE & DONG, 2006). Esturtma células iniciadas demonstram
gue a cafeina tem efeitos diretos sobre o ciclalaelagindo sobre a proteina p53 de forma a
induzir a morte celular programada (ITO et al., 20BE et al., 2005; NOMURA et al.,
2005).

Um estudo de caso-controle com homens de 65 a@0dmidade realizado na Suica,
intitulado “Sua prostata”, relacionou sintomas dBBHcom o uso de &lcool, cigarro e
consumo de café. Foi encontrada uma relacdo pasproporcionalmente direta entre

consumo de café e o aparecimento de hiperplas&apica benigna (GASS, 2002). Estudos
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anteriores ja sugeriam esta correlacdo (GLYNN .etl8B5; MORRISSON, 1992). Por outro
lado, h& outros estudos caso-controle que ndo gacam nenhuma relagdo entre o consumo
de café e o risco de HPB (SIGNORELLO et al., 1989 contraste, um estudo de caso-
controle encontrou diminuicdo do risco de HPB eméias que tinham o habito de tomar
café (MORRISON, 1992). Portanto, os dados aindacséflitantes e pouco se conhece sobre
a ingestédo da cafeina como um fator de risco otefmopara HPB ou outras alteracfes na
prostata.

Ratos que receberam cafeina, teobromina e teofitina sua dieta alimentar
demonstraram atrofia nos testiculos, além de vamiadancas atroficas nos 0rgdos sexuais
acessorios, incluindo a prostata, sendo que aneafevelou maior toxicidade. Analises
citogenéticas destes testiculos demonstraram redoganumero de células mitéticas e
aumento no nivel de testosterona, que foi cormat@cio com a aparéncia hiperplasica das
células intersticiais nos testiculos atrofiados (MEERGER et al., 1978). Gans (1984)
confrmou estes dados e também observou degeneragimolar nas células

espermatogénicas.

3.5. Biomarcadores de lesGes pré-neoplasicas e ldsaas na prostata
A homeostasia do tecido e a regulagcdo e manuteoghdar dependem de um

delicado equilibrio entre: proliferacdo celularfedénciagdo, e apoptose. Essa complexa
dindmica € dirigida pela interacao célula-célulz@kila-matriz (SUNG & CHUNG 2002). O
estudo da cinética celular, de suas inter-relag@s seus mecanismos reguladores ajudam na
compreencdao, investigacao e diagnostico das néaplgsRISAWA et al., 1999).

A utilizagdo de marcadores celulares que identificglulas em proliferacédo celular,
tais como, Ki-67, PCNA (antigeno nuclear de célytasliferativas) contribuem para o
entendimento do ciclo celular (ARISAWA et al., 1992 proteina p-53 é considerada
“guardia” do genoma, pois se um erro ocorre nastnagdo do DNA ela interrompe o ciclo
para que 0s mecanismos de reparagdao atuem. Secesgwofalhar, acionam-se eventos
apoptoticos e ha destruicdo da célula danificadzH(BITT, 1999). Melissariget al. (2006)
identificou em carcinoma de células escamasasty, células p53 e varios nucleos Ki-67
positivos.

Em células normais a proteina p-53, denominadastb@mgem, tem meia-vida curta
e ndo se acumula no tecido em niveis detectaveigagdes ou delecdes G@nep-53 podem

levar a producéo alterada da proteina, a qual dkx@esempenhar sua funcdo e acumula-se
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no tecido, podendo ser detectada por imuno-histaigai (SCHMITT, 1999). A “via p53”
envolve a inducdo da expressao de inumeros o@syes(STEELE & LANE 2005). O
acumulo nuclear de p-53 € observado em tumoresniipo agressivo e em focos de HGPIN
(JOHNSON et al., 1998).

A expressdo da oncoproteina inibidora de apoptes®rinada Bcl-2 (linfoma de
célula B-2), é considerada um importante marcaddeekesdes pré-maligna e malignas na
prostata SARDANA et al. 2008). O bcl-2, um reguladod-sobrevivéncia da morte celular
por apoptose, é superexpresso em uma grande \deiatka tumores malignos humanos,
inclusive o de préstata, onde tem sido associadn aoprogressdo para a andrdgeno-
independéncia e resisténcia aos tratamentos (@9K)2 Johnson et al. (1998) relatou uma
maior expressao de Bcl-2 em HGPIN do que em CaP.

Este envolvimento ja havia sido proposto por MdNeal. (1995) os quais sugeriram
que a auto-sustentacdo das células secretoragymiessdo aumentada de bcl-2, predispbe o
epitélio displasico a instabilidade genética, o gade gerar um fendtipo invasivo. Além da
proteina p53 e da Bcl-2, outros marcadores tem w@idimados para se identificar possiveis
alteracOes nas células epiteliais prostéaticasiogladas com o desenvolvimento de lesdes pré-
neoplasicas nesta glandula.

Adesdo célula-célula tem um importante papel nauteaigdo da integridade tecidual
e no fendtipo normal das células e no processcade@nogénese. A via de sinalizacdo Wnt
desempenha um papel na direcdo do desenvolvimantrianario e manutencdo de
populacdes de células estaminais (KIM et al., 2012)

A B-catenina (a molécula efetora da via Wnt) € umaémsé de adesdo celular
produzida pelas células epiteliais e a expressaf-citenina por estas células tem sido
utilizada para avaliar o progndéstico do cancerrdstpta (YARDY & BREWSTER 2005).

Estudo realizado em um modelo de ratos identificélulas epiteliais glandulares
expressando beta-catenina em areas de HGPIN (GOUMNARI., 2002). Em humanos, a
expressdo de beta-catenina esta relacionada comotencional metastatico em CaP, por
mostrar uma expressdo maior que 80% nas metasiaseas (JUNIOR 2008; SAHA et al., 2008;
PONTER et al., 2010).

Outro importante marcador, por exemplo, sdo os adares relacionados com a
resposta inflamatéria e ao estresse oxidativo, ¢aimo a cicloxigenase-2 (COX-2) e a
glutationa sulfo-transferase (GST), respectivaméfeRDANA et al., 2008).

A cicloxigenase 2 (COX 2) é uma enzima pro-inflabnat necessaria para a sintese

de prostaglandinas, particularmente prostaglanB@dBONKHOFF & BERGES2010) e,
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atualmente, o processo inflamatério tem sido inaplicno desenvolvimento e progressao de
tumores de préstata (DE MARZO et al., 1999; PAVLAKEt al., 2010).

As GSTs sdo enzimas envolvidas no metabolismo txaaelular e protegem o
DNA de danos por radicais livres e espécies reatiaoxigénio. Uma expressdo aumentada
de GST aparece no inicio das lesdes pré-neoplasicfigado (PIRES et al., 2008).

Na préstata, a expressédo de GST € baixa nas céhitaiais secretoras e nas células
basais, porém pode ser induzida por fatores indsitde estresse oxidativo. Se uma célula
deficiente na expressdo de GSTs aparecer no epitali célula se torna vulneravel aos
agentes oxidantes eletrofilicos que induzem danosDMNA e tendem a promover a
transformacao neoplasica. Esta teoria concordacctato da expressdo de GST estar ausente
nas areas de HGPIN e de CaP (SARDA&tAl., 2008).

As enzimas Gluttiona S-transferases (GSTs) séordémeassificados em quatro
grupos:a, «, 0, u. A glutationa S-transferase(GSTP1), da familia das GSTs, sdo enzimas de
detoxicacdo que conjugam substratos reativos caratgina reduzida (Hayes & Pulford
1995).

Muitos estudos tém revelado varias alteracdes mlalexs durante a carcinogénese
do céancer prostata. A hiper-metilagdo @eneGSTP1 na “ilha CpG” é uma das alteragfes
moleculares que ocorrem durante a carcinogénes&STBWN et al.,, 2004) e pode ser
detectado na préstata, fluido de tecidos, sangu@éa (DE MARZO et al., 2004). Lest al
(1994) observaram que ndo houve metilacdddoeGSTP1 em todos os tecidos humanos
normais e de HPB, mas foi hiper-metilado em toda8taamostras analisadas de CaP. Num
estudo realizado por Nakayama e colaboradores e, Z0i detectado 90% de hiper-
metilagcdo dd5eneGSTP1 na “ilha CpG” de casos de cancer de prostata

A enzima a-metilacil coenzima-A racemase (AMACR), outro bigosdor de
importante uso no diagnostico de PIN, HGPIN e Gapouco expressa em células epiteliais
normais, mas é altamente expressa em células ficastéumorais. Além disso, é codificada
por umGenelocalizado na regido (5p13.3) que contem polirsarbs associados com o CaP
(RHODES et al., 2002). A AMACR tem grande utilidaa interpretacdo de biopsias de
agulha de préstatas de dificil diagnéstico clirfiRBIN et al., 2002).

Desta forma, os biomarcadores, cada qual, apressaricteristicas Uteis que
auxiliam no entendimento da iniciacdo e progresifidesodes proliferativas que levam ao
cancer de prostata. Mas em decorréncia da hetesioigele do CaP, nenhum biomarcador
utilizado isoladamente oferece resultado 100% éwafiMAKAROV et al., 2009) .
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3.6.Justificativas e Relevancia

Considerando que a prostata € um “bioacumuladoréadnio, um cation divalente
que interfere com o metabolismo oxidativo celulacoen proteinas reguladoras do ciclo
celular, mostra-se extremamente relevante avakaefeitos deste metal, bem como da
cafeina, sobre o padrdo de expressdo de marcackdtdares de lesGes pré-neoplasicas e
neoplasicas na glandula prostatica.

Os principais resultados desta dissertacdo serasapados em forma de publicacdes
cientificas em revistas de impacto internacionahma de morfologia. Além disso, 0S n0Ssos
resultados poderdo ajudar na compreensdo de coefeito da exposicdo ao cadmio em
baixas doses pode contribuir no aumento da incidé&ie afec¢cdes na prostata de homens
adultos e se a cafeina tem alguma relacdo benéficarejudicial sobre estes efeitos,
fornecendo assim subsidios a conscientizacdo gaggudes que vivem nas areas de grande
exposicdo ao metal e que tém habitos alimentarestios de vida que favorecam o
desenvolvimento destas afecgoes.

3.7. Objetivos

O presente projeto teve por objetivo investigar, ratosWistar, os efeitos da cafeina
isoladamente e os efeios da cafeina sobre as lps@iderativas induzidas pelo cadmio na
préstata ventral.

Mais especificamente, 0s objetivos deste trabairemt:

1. Avaliar as alteracdes morfoldgicas e a expressastgiica das proteinas Ki-67, RA,
PCNA, PAR-4, por imuno-histoquimica e western bigttdos lobos prostaticos
ventral e dorsal expostos ao tratamento cronicaaf@ina;

2. Avaliar a expresséao tecidual, através da técnicandeo-histoquimica e western
blotting, dos marcadores celulares de lesGes ppkaEcas e neoplasicas, tais como
Bcl-2, p-53, Cox-2, GSTP-B-catenina e AMACRacemase, AR e Ki-67; no lobo
prostatico ventral dos animais expostos ao trattoneronico por cafeina e/ou

cadmio.

24



4. CAPITULOS

4.1. Artigo 1.“Chronic caffeine intake increases androgenic stifus, epithelial cell

proliferation and hyperplasia incidence in rat venal prostate”

4.2. Artigo 2.“Efeitos da injestdo cronica de cadmio e/ou cafairsobre a expresséo

proteica da beta-catenina, GST-P e AMACRacemas@rastata ventral de rato”
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Abstract

Coffee intake has been associated with low risdledeloping cancer, including prostate
cancer, the most commonly diagnosed cancer in h@wever, few studies evaluated the effects
of chronic caffeine, the main coffee methilxantinefake on prostate morphology and
physiology. In the present study, we investigatesld@ffects of low-dose caffeine chronic intake
on rat prostate morphology since puberty to adolthd-ive-week-old male Wistar rats were
randomized into two experimental groups: caffemeated (20 ppm in drinking water, n = 12)
and control (n = 12). The ventral and dorsolatgnaistates were dissected, weighted and
submitted to morphological, morphometrical and immohistochemical analysis of cellular
proliferation, apoptosis and androgen receptor (AB3ue expression. The testosterone and
dihydrotestosterone concentrations were measuréteiplasma. Our results show that caffeine
intake increased concentration of T and DHT, andylig epithelial cell proliferation and AR
tissue expression in the ventral prostatic lobévAhtral prostates from caffeine-treated animals
presented some degree of epithelial and stromatrpigsia. Our results suggest that chronic
caffeine intake, since pubertal period, increasebagen signaling into the prostate gland. Since
low testosterone levels have been associated withtgie disease in older man, caffeine intake
may have potential benefits on late life prostatgspplogy. Otherwise, some individual may

develop prostate hyperplasia under chronic caffsimeulation.
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I ntroduction

Caffeine (1,3,7- trimethylxanthine) is a key comeonin many popular beverages
including coffee, cocoa and tea. In addition, datfecan be artificially synthesized and included
in foods and drinks, like in the energy drinks. this sense, caffeine is probably the most
frequently ingested neuroactive drug in the wothRC, 1991; Bode & Dong 2007). Studies
have shown that caffeine induces a wide spectruoelidlar and pharmacologic responses such
as the central nervous system and motor activityusation (Fredholmet al. 1999) and
antioxidant activity (Inkielewicz-Stepniak & Czamski 2010). Caffeine intake has been also
associated with reduced risk of developing typedbetes (Huxleyt al. 2009). Furthermore,
epidemiologic evidences demonstrated a strong med&oc between caffeine intake and cancer
chemoprevention for many organs in humans, sugbaasreas, liver and lung (Butt & Sultan
2011).

It is well known that caffeine might act as an esrdee disruptor in the reproductive
system due to its effects on sex hormone level inadhe male and female (Pollard 1988; Celec
& Behuliak 2010; Hiroseet al. 2007). Previous experimental studies have shdvat this
alkaloid increases plasma testosterone levelswigathetic stimulation of testis Leydig cells,
but causes testicular atrophy and impaired spegeagsis (Ezzat & el-Gohary 1994;
Weinbergeret al. 1978). Since caffeine intake disrupts circulatiagdrogens, it would be
expected to affect androgen-dependent sex accegsonys. However, no previous experimental
studies evaluated the effects of long-term caffa@iteke on the prostate gland, where physiology
is tightly regulated by androgens and the secondtrfrequently diagnosed cancer in males

(Jemalet al. 2011).
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Since previous reports relating caffeine intake @nostate have shown inconsistent
results (Glynnet al. 1985; Morrisson 1990, 1992; Signorello 1999; G2882; Wilsonet al.
2011), this study was conducted to determine tfextsf of a low-dose long-term caffeine intake,
on the morphology, epithelial cell proliferatiomaptosis, androgen receptor protein expression,

and incidence of prostatic diseases on the ratalesntd dorsolateral prostatic lobes.

Material and M ethods

Animals

Five-week-old male Wistar rate<24), obtained from the Central Stock breeder ef th
Sé&o Paulo State University — UNESP, Botucatu, S®iBmwere used in this study. The animals
were maintained under controlled temperature agidtifig conditions and received food and
water ad libitum. Animals were randomized into two experimental goyp=12): a control
group (CT) and a caffeine treated group (CF). Tieatéd group received caffeine (20 mg/L
caffeine, Sigma™, Saint Louis, MO) in the drinkimgter for 140 days and the CT group
received tap water only. The caffeine dose has bheesen to simulate moderate caffeine human
consumption (~2-4 mg/kg/day) (Heckmaial. 2010). During the experiment, water and food
intake were registered daily, and body weight geas measured weekly.

At the end of the treatment, animals were euthahibg an overdose of sodium
pentobarbital. Animals’ weights were determinedvmes to euthanasia, and blood samples
from each animal were collected. The ventral (VR dorsolateral (DLP) prostatic lobe pairs
were excised and weighted. The right lobes weredrsed in a fixative solution, and the left

lobes were frozen for western blotting analysis.
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Hormonal Assay

The plasma was separated from the blood and stbred’C. Plasma testosterone (T) and
dihydrotestosterone (DHTgoncentration were determined by chemiluminesceMi@ROS
ECi-Johnson™ and Johnson Ultra-Sensitive Chemilasdance™ analysis) in a renowned

clinical analysis laboratory using specific reageildohnson™ and Johnson Orthoclinical™).

Histological Procedures, Morphometric and Stereological Analysis

The VP and DLP were fixed by immersion in 4% panai@ldehyde/phosphate buffered
saline (PBS) solution for 24 h, washed in PBS #h2dehydrated in a graded ethanol series and
embedded in glycol methacrylate resin (Historesiex®bedding kit, Leica™ Heidelberg) or
cleared in xylene and embedded in Paraplast (S@Q®&¢, Saint Louis, MO, USA). Resin
sections (3um) were stained with Hematoxylin-Eosin (HE) for mloological and morphometric
analysis. Paraplast sections (&) were stained with Picrosirius (Junquegétaal. 1979) for
collagen (type | and type Il collagen fibers) ddien followed by stereological analysis or used
to proceed to immunohistochemistry protocol.

Morphometric analysis was performed using a LeidaMLB 80 microscope connected
to a Leica™ DC300FX camera and Leica™ Q-win sofendersion 3 for Window?'.

Epithelial height measurements were evaluated orWVROand DLP lobes from both
experimental groups. A total of 10 random microscdiglds (X40 magnification) of prostatic
lobe sections from 10 different animals were aaglirvith 10 random interactive measurements
per field (1,000 measurements per experimentalmrou

To determine absolute collagen fiber volume, anotl®erandom microscopic fields (X20

magnification) of prostatic lobe sections from Iffedlent animals were acquired. The Sirius red
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stained area was determined by automatic imagetawtieof red colors and the collagen volume
fraction was calculated as a percentage of rededanreas per total prostatic area. It has
previously been determined that 1 mg of fresh eaitnal tissue has a volume of approximately 1
mm® (DeKlerk & Coffey 1978). Therefore, the volume @bsolute volume) of collagen fibers
was calculated by multiplying the collagen fibeturae fraction by the mean prostatic weight.

All the measurements were performed in the interatedand distal regions of the
prostate lobe ducts, which represent the majorigratof the prostatic lobes (Nemeth & Lee
1996).

The morphological criteria described in Shapehle(2004) were utilized for discerning

lesions in the ventral and dorsal lobe.

I mmunohistochemistry

Paraplast embedded prostate samples were secbotedilanized glass slides. Antigen
retrieval was performed by boiling the fixed sansgle citrate buffer pH 6.0 in a pressure cooker
for 35 min. Endogenous peroxidase activity was kedcby incubation with 3% hydrogen
peroxide in methanol for 10 min. The prostate sastiwere blocked with 3% bovine serum
albumin (BSA) in PBS for 1 h at room temperaturdéhe3e sections were then incubated
overnight at 4°C in a humidified chamber with mousenoclonal anti-Ki-67 (Novo Castra™)
and polyclonal rabbit anti-androgen receptor (ABar{ta Cruz Biotechnology™, CA, USA)
diluted 1:100 in a 1% BSA/PBS solution. Excess priynantibody was removed with PBS
washing, and the slides were incubated with aptated goat anti-mouse IgG antibody (Santa
Cruz Biotechnology™, CA, USA) diluted 1:100 in 198R/PBS for 1 h at room temperature.

After subsequent PBS washing, the primary antibadys detected using a secondary
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peroxidase-conjugated antibody (Santa Cruz Biotglcdgy™, Santa Cruz, CA, USA).
Chromogen color was developed by incubation wiBi-@aminobenzidine tetrahydrochloride

(Sigma, EUA). Slides were then counterstained wamatoxylin.

Ki-67 Detection and Proliferation Index

The proliferation index was determined by countithg number of Ki-67 positive
epithelial cells in 10 microscopic fields (X40 mdgration) visualized from 10 VP and 10 DLP
lobe sections from both caffeine-treated and coragromals. The results are expressed as a
percentage of Ki-67 positive cells (humber of laidelnuclei X 100/total cell number).
Approximately 10,000 cells were counted per expental group. Image acquisition and
guantitative measurements were performed by arsiigagor who had no prior knowledge of

animal identity or experimental group.

In Stu Cell Apoptosis Detection by TUNEL Assay

The apoptosis detection was based in a reactiam eftu Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase Mediated Biotinylated UTP Nick End-Uatze (TUNEL). This was essentially
performed using the FragEl. DNA (Calbiochem, CA, USA) according to the manufaer’s
directions. Briefly, samples of the Paraplast endleedtissue were colleted in silanized glass
slides. The slides were treated with Proteinse Kn{2ml) diluted at 1:100 in 10mM Tris-HCI
pH 8.0. After that, the slides were washed in TB8 andogenous peroxidase was blocked for 5
min in 3% HO, diluted in methanolAfter washing in TBS, sections were treated with TKT
Equilibration Buffer at room temperature for 30 mémd incubated with TdT Labeling Reaction

Mix (57um Equilibration Buffer plus @m of TdT Enzyme) for 1:30 h at 2. The slides were
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rinsed in TBS and incubated with Blocking Buffer ft0 min at room temperature. Next, the
sections were incubated with 50X Conjugated (dilute50 in Blocking Buffer) for 30 min at
room temperature. After 3 washings in TBS, the d&ie of TUNEL-positive cells was
performed with DAB for 5 min. The specimens werairgerstained with Hematoxylin and
mounted in Permount. The epithelial cells were ¢edinn 10 random microscopic fields (X40
magnification) from 10 different ventral and dorpabstatic sections from both caffeine-treated
and control animals. Approximately 10,000 cells eveounted per experimental group. The
TUNEL index was expressed as a percentage ofdetksl counted (number of TUNEL-positive
cells X 100/total cell number). Image acquisitio auantitative measurements were performed

by an investigator blind to both the animal idgnéihd experimental group.

Western Blotting Analysis of PCNA and PAR-4

Frozen samples of ventral and dorsal adult rattatioslobes from control and caffeine
group were mechanically homogenized in 50mM Trig-lHGffer pH 7.5 plus 0.25% Triton-X
100 by Polytron for 30 sec at 4°C, centrifuged, pnatein was extracted on supernatant and
guantified as per Bradford methods (Bradford 1926jprotein sample (70ug) was loaded into
10% SDS-PAGE under reducing conditions. After etggtoresis, the proteins were
trasnsblotted onto a nitrocellulose membrane (Si@®av, Saint Louis, MO, USA). The blot
was blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) BSIT (10mM Tris-HCI, pH 7.5; 150mM
NacCl; 0.1% Tween-20) for 1h. The blot was then bated overnight at 4°C with 3% BSA in
TBST containing a 1:1000 dilution of monoclonal rmewanti-PCNA (Proliferation cell nuclear
antigen, Santa Cruz Biotechnology™, CA, USA), olyplonal goat anti-PAR-4 (Prostate

apoptosis response 4, Santa Cruz Biotechnology™, G8A), or polyclonal rabbit anti-
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androgen receptor (AR) (Santa Cruz Biotechnolog’A, USA), or polyclonal goat anti-beta
actin (Santa Cruz Biotechnology™, CA, USA) primanytibodies. The blot membranes were
then washed five times for 20 minutes in TBST aralibated for 1h at room temperature with a
secondary peroxidase-conjugated antibody. Afterhwgsin TBS-T, antibody location was
detected using chemiluminescence substrate kitd®iECL Western Blotting Substrate - GE
Healthcare) according to the manufacturer’'s insions. The substrates were removed from
membranes and ECL signals were captured by CCDreaffrrageQuant LAS 4000 mfhiGE
Healthcare™). The integrated optical density (I@D}he target proteins bands were measured

using the Image J software downloaded from the Miébsite fttp://rsb.info.nih.gov.i) to

compare the protein levels. The PCNA and PAR-4 esgion was normalized to tifieactin

values. Normalized data are expressed as means + SD

Satistical Analysis
Data are expressed as mean + standard deviatio), @M statistical significance
(P<0.05) was determined by Student’s t-test. Sieais analyses were performed using the

INSTAT® software (version 3.0; GraphPad™, Inc., San Di€y),

Results

Animals and prostatic |obes biometry

After 140 days of caffeine treatment (20 ppm), igmi§icant differences were observed

in body weight, water and food intake (Table 1)wedwger, plasma T and DHT concentration and
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prostatic lobe absolute and relative weight wegmnificantly higher in animals exposed to

caffeine than in control animalB<0.01) (Table 1).

Histology

Ventral prostates from CT animals presented regglndular structures lined by tall,
columnar and polarized epithelial cells surroundsd thin stroma (Fig. la-b). Significant
morphological changes were observed in the VP faffeine-treated animals (Fig. 1c-f). Some
VP from caffeine-treated animals presented enlatgednal space lined by simple squamous
epithelial cells and reduced number of epithelidblds (Fig. 1c). All VP from caffeine-treated
animals presented glandular dysplasia, classifieghailliferous hyperplasia, with different
degrees of severity and number of committed adtng.(1d-f). Five VP from CF animals
presented several foci of epithelial hyperplasspéised through the distal edge of the acini (Fig.
1d). Three VP from CF animals presented a larga ammmitted by epithelial and stromal
hyperplasia (Fig. 1d). In this animals, distal dantermediate regions of VP acini presented
epithelium lined by activated epithelial cells, #tting prominent nucleoli, and forming several
papillae, without signs of cellular atypia (Fig.).lfDorsal prostate did not exhibited
morphological differences between the groups andysplastic lesions were observed in this
lobe from caffeine-treated animals (Fig. 1g -h).

Collagen fibers stained by Picrosirius were locateglow the epithelium, in the
interstitium and surrounded by smooth muscle detis1 the ventral and dorsal prostatic lobes
(Fig. 2). Quantitative analysis of collagen volufmaction showed no significant differences in

caffeine-treated prostatic lobes compared to timrabgroup (Table 1).
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Epithelial cell Proliferation and Apoptosis

To evaluate whether caffeine exposure interferas wpithelial cell proliferation, we
performed immunohistochemistry to detect Ki-67 eaclexpression (Fig. 3). The number of
positive nuclei appeared increased in the VP aadf¢ieated group when compared to the
control group (Fig. 3a-b), which was significantemhconfirmed by quantitative analysis (Fig.
5a).

The effect of caffeine treatment on epithelial cafloptosis was also assessed by
analyzing the frequency of positive nuclei by TUNEgaction (Fig. 4). This analysis revealed no
significant changes in the epithelial cell apomtatidex in both prostatic lobes from caffeine-

treated rats when compared to control rats (Fiy). 5b

Western Blotting for PCNA and PAR-4

Western blotting results confirmed the increaseltllee proliferation in the VP from
caffeine-treated animals (fig. 6). The westerntbigtshowed increased expression of PCNA in
the VP, without changes in the DP. The analysisPAR-4 showed no differences in the

expression of this protein related to apoptosih@prostatic lobes between the groups.

AR Immunostaining

Finally, we performed immunohistochemistry for tissexpression of the AR. AR
immunostaining was detected in the nuclei from owlar and basal epithelial cells of the
prostatic lobes from both control and caffeinetedaanimals (Fig. 7). However, the AR

immunostaining was more intense in the nuclei ofégRhelial cells from caffeine-treated group

(Fig. 7).
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Discussion

In the present study, we examined the effects ofg-klerm low-dose caffeine
administration on prostatic lobes from puberty dolthood rats. At this age, the prostate gland
undergoes an intense proliferative activity anchdldar maturation stimulates testis testosterone
synthesis (Vilamaioet al. 2006).

Several studies have reported the role of coffeeamter prevention, including prostate
cancer (Luet al. 2006; Bettuzziet al. 2006; Butt & Sultan 2011), however, this beverage
contains several bioactive molecules such as apdoric acid (3-3,4-Dihydroxycinnamoyl quinic
acid), caffeic acid (3,4-Dihydroconnamic acid), editenes (Kahweol and Cafestol) and
hydroxyhydroquinone (1,2,4-Trihydroxybenzene) wtlitferent properties, compromising the
precise comprehension of its effects in the organi€avinet al. 2002; Butt & Sultan 2011).
Caffeine is a powerfull bioactive compound foundniany foods and beverage (IARC 1991).
However, the effects of this alkaloid on prostatewgh, morphology and physiology have not
been well-established.

The findings of the present study demonstrated ltrag-term low-dose caffeine intake
increases plasmatic T and DHT levels. These figliawge in agreement with the results from
Weinbergeret al. (1978) and Ezzat & el-Gohary (1994), who alsoeobsd increased androgen
levels after caffeine intake. Regarding the presgland, caffeine exposure increased the VP
lobe weight, proliferation and tissue AR expresbthe epithelial cells. Together, these results
suggest that caffeine intake increases androgegnelsg in the VP epithelial cells and increase
their proliferative activity. On the other handgthpoptotic index was unchanged in prostatic

epithelial cells from both experimental groups. &famces between cell proliferation and cell
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apoptosis have been considered a key factor inlaj@went of prostate diseases (>@eal.
2000).

It is not well-established if caffeine have the gudtal to induce proliferative lesions in
the prostatic gland. However, in our study, we fblmyperplasic epithelium in 70% of VP from
caffeine-treated rats. Thus, we believe that l@rgitincreased androgenic stimulation induced
by caffeine treatment may cause prostate hypeglsin & Doux (2006) also suggested that
elevated sympathetic stimulation by caffeine intakay cause benign prostate hyperplasia
(BPH). Futures studies should address in more pgald exposure to caffeine may induces
neoplastic lesions in prostate epithelium and thiperplasic phenotype will be reversed by
suspension of caffeine administration. Neverthelsessie individuals may benefit from caffeine-
induced higher testosterone levels, consideringahainbalance between T and estrogen (E) in
adulthood is a important prostate cancer risk fa@tem & Risbridger, 2010).

Our group has previously demonstrated a major fotethe stromal components on
prostate morphophysiology in several experimernaldidions (Delellaet al. 2007; Felisbinat
al. 2007; Justuliret al. 2008; 2010; Lacortet al. 2011; Vilamaioret al. 2000). Caffeine is
known as a nonselective adenosine receptor anttgdhis receptor is a potent endogenous
regulator of inflammation and tissue repair, whishncreased in hypoxic tissue conditions, to
toxins and drugs, thus can induce fibrosis in tiregland liver, and caffeine has been related
with reduced collagen deposition (Chanal. 2006). Here, caffeine treatment did not alter
prostate collagen fiber absolute volume in bothMReand DLP when compared to the prostates
of control animals, and this result is probablyatetl to caffeine dose. Usually, adenosine
activity inhibition by caffeine is archived by highdoses (50 mg/kg/day) than that was used in

our experiment (~2,5 mg/kg/day).

38



In summary, our results suggest that chronic aadféntake from puberty to adulthood
increases androgen signaling into prostate glamiteSlow testosterone levels and inherent
reduction of testosterone/estrogen ratio have gsaciated with prostate disease on older man,
caffeine-intake may have potential benefits on atesphysiology late in life. In addition, it
should not be ruled out that some predisposed ishais may develop benign prostatic

hyperplasia under prolonged caffeine stimulation.
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Legend of thefigures

Fig. 1. Morphological aspects of contra, (b and g) and caffeine-treateccf and h) ventral
(VP) (a-f) and dorsal (DP)g and h) prostatic lobes stained by Hematoxylin-Eosa).
Morphological aspect of rat VP from control groupowing tubular-alveolar structures with
large lumen (L) and lined by regular secretory legium. Epithelium unfolding was
concentrated in the distal edge of the tubuleyesy. b) Detail of control VP showing regular
and well polarized epithelial cells (ep) lining thebular-alveolar glandular and the reduced
cellular an extracellular stromal components (s})VP from from caffeine-treated animals
exhibited altered morphological aspects, such &gad luminal space (L), reduced epithelium
height and unfolding (arrows). Insert showing aaddtom figurec presenting simple squamous
epithelium (arrow) lining the glandular structurel. Papilliferous hyperplasic structures and
tufts of cells (arrows) were observed at distaleedf acini in five caffeine-treated prostade
Others three VP from caffeine-treated animal preskm large glandular area committed by
epithelial (arrows) and stromal (asterisks) dydplag Detail of figuree showing stromal (st)
enlargement and epithelial hyperplasia (arrowsh witominent nucleoli without cellular atypia.
g) DP from control andh) DP from caffeine-treated group. No morphologidélerences were
observed in this lobe between the groups. Scake &4, h andi = 500pum; b, eandg = 10 um;

¢ = 250um; d = 250um.
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Fig. 2. Picrosirius-stained sections of contralgndc) and caffeine-treated (andd) prostatic
lobes. Ventral §b) and dorsal ¢-d) prostates. Overal, caffeine-treated prostatesvetono

differences in collagen fibers distribution (arrgwScale bars: 50m.

Fig. 3. Representative ventral (VP) and dorsal (P®¥tatic lobe sections from control (CT) and
caffeine-treated (CF) group submitted to immunaluisemistry for Ki-67. Note an increased
number of Ki-67 positive nuclei (arrows) in caffeitreated ventral prostates when compared to

control prostates. Scale bars:88.

Fig. 4. Representative ventral (VP) and dorsal (p®}tatic lobe sections from control (CT) and
caffeine-treated (CF) group submitted to TUNEL teac The arrows point typical apoptotic

epithelial cells positively stained and used teedmine TUNEL index. Scale bars: fith.

Fig. 5. Bar graphs for proliferation and apoptatidexes of ventral and dorsal prostatic lobe
epithelial cells from control (CT) and caffeinedted (CF) animals. a) The proliferation index
was significantly higher in the ventral prostatabé from the CF group. b) No significantly
difference in the prostatic lobe epithelial celbpftic index were found between the groups.

Results are expressed as me&D. * indicate P < 0.05 when compared to CT group.

Fig. 6. A) Representative western blotting for PARPCNA and beta-actin expression in the rat
ventral (VP) and dorsal (DP) prostatic lobe fronmtcol (CT) and caffeine-treated animals (CF).

B) Densitometric analysis of PAR-4 band showingdifterences between the groups in the both
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prostatic lobes. C) Densitometric analysis of PCNMAnd showing a significant higher
expression only in the ventral prostatic lobe frGf group. Results are expressed as meab.

* indicates significantly different with P < 0.05.

Fig. 7. Immunohistochemistry for the androgen rémejm control & andc) and caffeine-treated
(b andd) prostatesVentral @-b) and dorsal ¢-d) prostatic lobes. Note a higher intensity of
positive staining in the nuclei (arrows) in the ¥Bm caffeine-treated group compared to VP

from control group. Scale bars: gt.
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Table 1. Caffeine effects on biometric parameters of thenalg and prostatic lobes

Experimental groups

Parameters CT CF
Body weight (g) 487.9% 36.65 518.06 49.99
Testosterone (ng/mL) 1.30.72 2.26+ 0.44 *
Dihydrotestosterone (ng/mL) 0.21+0.03 0,33+ 0,08 *
Water intake (ml/day) 39.386.78 42.15 6.57
Absolute weight (g) 0.5%0.09 0.7+ 0.09 *
VP Relative weight 0.1% 0.01 0.14+ 0.02 *
Epithelium height (um) 26.06+ 2.85 24.3% 3.95 *
Collagen fibers 5.3%1.85 6.06 2.26
DLP Absolute weight (g) 0.46 0.10 0.50+ 0.09
Relative weight 0.1& 0.02 0.10+ 0.02
Epithelium height (um) 14.10+ 2.73 12.6# 2.76
bP Collagen fibers 4,94 25 4.66+0.77

Statistical analyses based on t-Student test. ¥atepresent meatt SD. Control
group, (CT); Caffeine-treated group, (CF); VP, vahtprostatic lobe; DLP,
dorsolateral prostatic lobe; DP, dorsal prostatiel
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RESUMO

O consumo de café e de cafeina, seu principal coempe, tem sido associado
com reduzido risco de desenvolvimento de cancetuimdo cancer de préstata. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dgestdo cronica de cafeina sobre os
efeitos carcinogénicos do cadmio na préstata Vedwvarato Wistar. Para isso, 0s
animais foram tratados a partir da 5 semana p@-oain diferentes combinacfes de
cafeina (20 ppm) e cadmio (15 ppm) diluidos na agubeber por 20 semanas. Apés o
tratamento os animais foram eutanasiados e asaga®stventrais removidas e
processadas por andlises histopatolégicas, imuoghisnicas e bioquimicas de
western blotting para as proteinas beta-catenihatatpna-sulfo-transferase tipo
placentaria (GST-P), alpha-metilacil-racemase (ANR)CBcl-2, p53, cicloxigenase-2
(COX-2). Os resultados histopatoldgicos mostrarame @s prostatas ventrais dos
diferentes grupos experimentais tratados por cadstoa cafeina desenvolveram na
maior parte dos alvéolos lesfes hiperplasicas Sodddo foram detectadas marcacdes
positivas para as proteinas BCL-2, p53, e COX-2 d#presséo das prosteinas GST-P,
beta-catenina e AMACR apresentaram aumento de £§en0s grupos experimentais
em relacdo ao grupo controle. Os resultados mostraena cafeina néo teve efeito
preventivo sobre as lesdes proliferativas induzmkle cadmio, ao contrario, a cafeina
pode ser um agente indutor de lesdes proliferatiyzerplasicas e um agente promotor
sobre as lesfe induzidas pelo caddmio. Futuros estdelverdo avaliar se a mais longo
prazo estas lesfes hyperplasicas podem evoluidoyara lesées pré-neoplasicas ou

neoplasicas.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) € o cancer mais diagaiste o segundo de
maior mortalidade entre os homens na América gaises da Europa Ocidental (Jemal
et al., 2011; INCA, 2012). As taxas de incidéna@ase tipo de cancer sdo cerca de seis
vezes maiores nos paises desenvolvidos comparaslasi@es em desenvolvimento. Os
valores crescentes das taxas de incidéncia do €kidgo dos anos pode ser decorrente
do aumento na expectativa de vida da populacdeyalacédo dos métodos diagnosticos
e da melhoria da qualidade dos sistemas de inf@wondQ pais. Apesar dos inUmeros
estudos, a etiologia do cancer de préstata no hoéneamplexa e pode incluir idade,
etnia, estilo de vida, fatores ambientais e geogtientre outros.

Estudos epidemiologicos e experimentais associ&xpasicdo ao cadmio
(Cd) com o surgimento de lesBes proliferativas tat@as em humanos e roedores
(Waalkes et al. 1989; Goyer et al. 2004; Arriazalet2006; Vinceti et al. 2007), desta
forma, o Cd é classificado como um carcindgeno manpeela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993). A meia vaadtal no organismo humano &
de 15 anos (Kjellstrom & Nordberg, 1978) e supeai@00 dias em ratos (Web, 1975).
Devido a baixa taxa de excrecao (~ 0.001%/dia) oeCacumulado no organismo
(Satarug & Moore, 2004), e a prostata € um dosodrgam alta bioacumulacdo deste
metal (0.45-28:M) (Lindegaard et al., 1990; Achanzar et al., 20Dacorte et al.,
2011). Pacientes com cancer de prostata demomsttaraniveis mais altos do metal na
prostata e na circulacéo (Brys et al., 1997).

Sabe-se que o Cd induz aumento na atividade puatlifa das células
epiteliais (Waalkes, 2000; Arriazu et al., 2006k&d et al., 2008) e induz as células a
adquirem carater maligno, tornando-se resistentapagptse via super-expressao do
gene Bcl-2 e da sua proteina (Qu et al., 2007 aAuret al., 2006).
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Em estudo anterior, nosso laboratério demonstroe eu cadmio
administrado por 30 dias em ratos durante a puberdgamentou o nivel do Cd
acumulado na prostata, bem como aumento da expressfeica de receptores de
andrégeno, do indice de proliferacéo celular edsdiiperplasicas atipicas (Lacorte et
al., 2011).

Devido a sua incidéncia crescente e alta taxa deahuade, a busca de
compostos com avidade protetora contra o cancerdgspertado grande interesse da
comunidade cientifica. Neste sentido, componentesvepientes da dieta sao
considerados grandes contribuintes para a promidg&ancer ou para protecdo contra
o0 mesmo. Dentre estes, o consumo de café e doriseipal componente, a cafeina,
destaca-se por estar presente ndo sO nos habitasiomais como chas, cafés,
chocolates, bebidas energéticas, como também enicanezhtos da maioria dos
segmentos da populacao.

Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Canéd&() 1991) avaliou
que o consumo de café e cafeina tem limitados osfefirotetores sobre o
desenvolvimento de cancer e um potencial efeit@ulaetar o risco de desenvolver
cancer de bexiga. Sabe-se que a cafeina estimnidasanpatica, e disfuncdo simpatica
parece ter efeito de aceleracdo das mitoses ntaf@osugerindo aumento do risco de
desenvolvimento de hiperplasia prostatica benigea jngestdo de alimentos que
contenham cafeina (Yun & Doux, 2006). Além dissthesse que a cafeina pode atuar
como um desregulador enddcrino pelo fato de altesariveis hormonais em homens e
mulheres (Pollard 1988; Cellec & Behuliak 2010;ds& et al. 2010). Por outro lado,
uma revisdo detalhada sobre os efeitos da cafebra & ciclo celular ainda mostram

resultados contraditorios (Bode & Dong, 2007).
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Considerando que na puberdade a préstata, apresexpeessivo
crescimento glandular por processos proliferat(®isbridger et al., 2005; Vilamaior et
al., 2006), o presente estudo teve por objetivestigar os efeitos da cafeina sobre as
leses proliferativas induzidas pelo cadmio, maeeificamente sobre a expressao de
proteinas relacionadas a homeostase glandulargaefieemente alteradas nas lesdes
neoplasicas, tais como a proteina de adesédo céktarcatenina, a enzima glutationa-
sulfo-transferase tipo-placentaria (GST-P) relaattan com protecdo celular contra
danos de estresse oxidativo, a enzima alpha-nugtitzcemase (AMACR) relacionada
com o metabolismo de lipideos e aumentada nas amaplde prOstata, a enzima
cicloxigenase-2 que esta elevada em condi¢cdes sp@sta inflamatério e que induz
aumento de proliferacdo de células epiteliais rstpta, e as proteina s Bcl-2 e p53
relacionadas com inducdo de apoptose e aumentasdssdes prostaticas proliferativas

(Johnson et al., 1998; Makarov et al., 2009; DeZuet al., 2011).

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 72 rato#/istar, machos pré-puberes (5 semanas), fornecidos
pelo Centro Multi-disciplinar para Investigacdo Bgica da Universidade de
Campinas, CEMIB - UNICAMP. Os animais serdao adapagimantidos no Biotério do
Centro de Assisténcia Toxicolégica (CEATOX) do inst de Biociéncias,
UNESP/Botucatu, em caixas de polietileno, 3 aninpas caixa, com substrato de
maravalha autoclavadas, em condi¢cdes controladakirdmosidade e temperatura

meédia de 2%C, sendo fornecido agua e ra¢ad libitum” . Durante o experimento, 0s
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animais passarao por avaliacao clinica semanate pesados semanalmente, sendo o
consumo de ragao e agua registrados semanalmelategaocdo experimento.

Os procedimentos experimentais estdo de acordo amrincipios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasilele Experimentacdo Animal
(COBEA) e foram aprovados Comisséo de Etica na fiixpeatacdo Animal (CEEA) do
Instituto de Biociéncias de Botucatu (89/09).

Os animais serédo divididos aleatoriamente em 60gups quais receberédo pela
agua de beber cadmio, cafeina ou cadmio + cafdiodos os grupos iniciardo o
tratamento na fase pré-pubere com 5 semanas de (dddmaioret al., 2006) e serdo
sacrificados na fase adulta com 25 semanas. Editeealmento experimental esta
ilustrado na figura 1. O grupo controle (CT) ou Glgrupo Cadimo (CD) ou GII tem
por objetivo avaliar o efeito do cadmio; o grupadll&m por objetivo avaliar se as
alteracOes induzidas pelo cadmio até a 152 senamsestem até a 252 semana mesmo
com a interrupcdo da exposicdo; o grupo GIV tem gimetivo avaliar o efeito da
cafeina isolada; o grupo GV tem por objetivo avaba efeitos de uma exposicéo
simultanea ao cadmio e a cafeina; e, finalmentggupo GVI tem por objetivo avaliar
os efeitos da exposicdo a cafeina posterior a @gmws0o cadmio. Em relacdo ao
projeto anterior, o tempo (30 dias) de exposicdocadmio e a cafeina foram
aumentados para caracterizar melhor uma exposiQaca.

A dose de cadmio escolhida para ser utilizada regberimento € de 15 ppm,
baseada em dados da literatura (Alvageal., 2004), sendo considerada semelhante a
uma exposi¢cdo ambiental. O cadmio sera administnadimrma de cloreto de cadmio
por via oral dissolvido na agua de beber. A doseafieina é 20ppm por litro, dissolvida
na agua de beber. Esta dose, corresponde aproximeataa uma ingestao diaria de 3

mg/kg por dia de cafeina, sendo equivalente a noklimgestdo diaria de cafeina de
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homens por meio do consumo de café, bebidas emagé&iu alimentos cafeinados
(Tsudaetal. 1999).

ApoOs o periodo de tratamento, alguns animais saédficados utilizando-se alta
dose de pentobarbital sodico, injetado intrapegédmente e outros serdo anestesiados
com pentobarbital sddico e sera realizada fixagdio perfusdo. Os pares de lobos
prostaticos ventral e dorsal serdo removidos, pssadmediatamente processados.

Os pares dos lobos prostaticos dos diferentes grugp@erimentais serao
separados em direito e esquerdo e divididos alaatente entre as diferentes
metodologias. Neste caso, dos 12 animais de caga gxperimental serdo retirados 12
lobos direito e 12 lobos esquerdo. Destes 24 lobdsbos serdo processados incluséo
em parafina para as analises imunocitoquimicaspl®sl serdo processados para
microscopia eletrbnica de transmissao e para iaclesn historesina para as analises
morfométricas, 6 lobos serdo processados para @ssem bioquimicas de western
blotting e zimografia e cortes congelados e 6 |d®y&o processados para quantificacao

espectrofométrica do conteudo de cadmio.
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Figura 1. Diagrama esquematico mostrado os diferentes gr@xperimentais, os diferentes
tratamentos e periodos de tratamentos e o momergadatificio.

Obtencao de cortes em Paraplast

Seis lobos prostaticos ventrais e dorsais destgimetidos a perfusdo serdo pos-
fixados em paraformaldeido a 4% dissolvido em tamnfpéfato 0,1 M pH 7,3 por 24
horas. Apés a fixacdo, o material serd desidratmiosérie crescente de etandis,
diafanizado em xilol e incluido em Paraplast. Corle 5 pm serdo produzidos em
micrétomo rotativo, coletados em laminas silanisagl@rmazenados até 0 momento de
uso. Paralelamente, outros seis fragmentos de |mtossaticos ventrais e dorsais seréo
desidratados em série crescente de etanois e dasliedm resina metil-metacrilato
(Historesin - Leica). Cortes de 3 pum serdo procwiém microtomo rotativo

motorizado, coletados em laminas e armazenadasmmtmento de uso.
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Andlise histopatoldgica
Cortes em Paraplast e resina serdo corados pelatdrdlina e eosina para a

realizacdo da analise geral da estrutura glandOlaritério morfolégico utilizado para
identificar as lesdes displasicas foi: (a) aumeddto epitélio de revestimento das
estruturas tdbulo-alveolares comumente associado pseudo-estratificacdo dos
nacleos; (b) aumento da aparéncia basofilica delgpdevido ao acumulo de ndcleos;
(c) pleomorfismo nuclear; (d) nucleos com nucleadaentes e de tamanho aumentado;
(e) padréao cribiforme, com estratificacdo do epit@ formacdo de arcos e pontes
epiteliais. Quando trés ou mais destes critéricanfioencontrados em uma mesma area
epitelial foi considerada a presenca de displasitelal (Arriazu et al., 2006). Como
critério para caracterizar prostatite crbnica foinsiderado a presenca de células
infamatorias, tais como linfécitos, plasmécitos acndfagos no espaco estromal ao
redor das porcdes glandulares e para prostatitdaagupresenca de neutréfilos no
interior das glandulas, entre as células epiteBai® espaco estromal, de acordo com
Shappelietal. (2004).

Os cortes serdo observados em luz normal em mapmsd.eica DMLB e as
imagens serao digitalizadas em analisador de insagersoftware Leica Q-win versao

3.1 para Windon&".

Imunocitoquimica

Cortes em Paraplast (com recuperacdo antigénicéarggamento com tampéo
citrato de sédio 10 mM pH 6,0 em microondas ou [gamke pressdo) ou cortes
congelados foram mergulhados em solucdo contendde3peréxido de hidrogénio em
metanol para o bloqueio das peroxidases endég&masseguida, os cortes foram

lavados em PBS e embebidos em solugcéo contendoe3&tbdmina de soro bovino
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para o bloqueio das interacdes proteina-proteimaesg@ecificas. Posteriormente, 0s
cortes foram incubados com anticorpo primario @Bitl-2, p53, GST-P, Cox-2, Beta-
Catenina e AMACRacemase. Os anticorpos foram adqgsircomercialmente de

procedéncia norte americana, fornecidos pelas aapr8anta Cruz Biotechnology,
Calbiochem, Sigma, Chemicom e ABCAM. Em seguidacases foram lavados em

PBS e incubados com anticorpo secundario anti-lgGcaimundongo ou de cabra,
marcado com peroxidase. A marcacao foi revelada gi@minobenzidina e os cortes
serdo contra-corados com hematoxilina. Os resudtémtam analisados ao microscopio

e fotodocumentados.

Western blotting

A expressdo das proteinas Bcl-2, p53, GST-P, CoReta-catenina e
AMACRacemase nha prostata ventral dos diferentegpogruexperimentais foram
analisadas por western blotting.

Amostras da extracdo dos tecidos (70ug de prodeifmmam submetidas a
eletroforese, sob condicOes redutoras, em gel dacptamida a 8%. ApoOs a corrida
eletroforética, as proteinas foram eletrotransésrigara uma membrana de nitrocelulose
Hybond ECL (Amersham, Little Chalfont, Reino UnidoAs membranas foram
blogueadas com leite desnatado 5% diluido em TB&ehwpor 1h e entdo serdo
incubadas por 12 horas a 4° C com 0 mesmo antiqmip@ario utilizado na reacao
imunocitoquimica. Os procedimentos de bloqueioyi@gdo e revelagdo seguirdo as
mesmas metodologias utilizadas nas rea¢fes imongodihicas, apenas a albumina
bovina foi substituida por leite em p6 desnatadpe€o molecular relativo das bandas
sera determinado de acordo com o padrdo de pesecutenl pré-corado, que foi

colocado na eletroforese. As reagOes foram revelpdakit ECL em camara escura e
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as imagens fluorescentes das bandas foram ca@itupsd camera CCD (ImageQuant
LAS 4000 mini, GE Healthcare). Posteriormente, rhorarealizadas analises

semiquantitativas por densitometria das bandas @tw&e livre Image-J e os valores
de IOD analisados estatisticamente. Os valoresnforarmalizados com os valores das

bandas da proteina enddgena Beta-actina para ®sespectivos estratos.

Andlises estatisticas

Para andlise dos dados numéricos obtidos seraadilio teste estatistico para
analise de varianciaANOVA, com teste “a posteriori” de Tuckey-Kramer oueste
nao parametrico de Kruskall-Wallis, com teste “atpdori” de Dunn, de acordo com a
caracteristica de cada variavel. As diferencasose@nsideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05. As analises estatistiserdo realizadas no programa

Instat (verséo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, T34).

RESULTADOS
Histopatologia
As prostatasentrais dos animais controle apresentavam esasigladulares

bem regulares e revestidas por um epitélio cileadsimples secretor circundado por
um estroma fibro-muscular fino (figura 1a). Naggpatas ventrais, dos animais dos
diferentes grupos experimetnais, algumas alterapdem®ldgicas foram observadas tais
como reducao da altura das células epiteliaisyutegidades no formato dos tubulos e
alvéolos, espessamento do estroma e aumento doraiaeecélulas epiteliais no

epitélio (figura 1b-f). Além disso, as préstatas @mimais dos grupos CF, CD, CD+CF
e CD-CF apresentaram pelo menos um foco de epit@lierplasico em 50% das

amostras (Figura 1-b-f). Também foram observadossfale infiltrado inflamatorio no
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estroma das prostatas de animais do grupo expdeht@aimio seguido de agua (figura

1D).

Expressao da protein Beta-Catenina
A avaliacdo da expressdo tecidual da proteina dataina por

imunohistoquimica mostrou marcacado positiva naerde&t das células epitelias
secretoras em todos os grupos estudados, semngdsrsignificativas de intensidade
de reacdo entre os grupos (Figura 2). No grupoalgfeymas areas epiteliais mostram
marcacdo mais fraca em relacdo ao restante ddiegifégura 2B). A avaliacdo da
expresao de beta-catenina por western blottingrowsim aumento na expressao desta
proteina nos grupos experimentais tratados poiinzafe cadimo, mas principalmente

cadmio (Figura 2G-H).

Expressao da protein GST-P

A avaliacdo da expresséao tecidual da enzima GSo+fPinpunohistoquimica
mostrou forte marcacdo positiva citoplasmatica odsilas epitelias basais e fraca
marcacdo nas células epiteliais secretoras do grapwole (Figura 3A)Nos grupos
experimentais, a marcacao para esta enzima seamdstte no citoplasma das células
epiteliais basais e também nas células epitelaisetoras (Figura 3B-F). A avaliacdo
da expresdo de GST4pdr western blotting mostrou um aumento na expeesedta
proteina nos grupos experimentais tratados pofmeaéfou cadimo, mas principalmente

cadmio seguido de cafeina (Figura 3G-H).

Expressao da enzima AMACR
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A avaliacdo da expresséao tecidual da enzinmaetilacil coenzima-A racemase
(AMACR) por imunohistoquimica mostrou fraca maraag®sitiva citoplasmatica nas
células epitelias secretoras do grupo controleugigA). Nos grupos experimentais, a
marcacao para esta enzima se mostrou aumentadeioplasma das células epiteliais
secretoras (Figura 4B-F). A avaliacdo da expresidAMACR por western blotting
mostrou um aumento na expressao desta proteingruness experimentais tratados por
cafeina e/ou cadimo, mas principalmente cadmioideguor cafeina (Figura 4G-H).

A expressao tecidual das proteinas beta-cateniisl,-R5 e AMACR, néao
apresentarou diferencas significativas entre anesmais e areas hiperplasicas, nao

sendo capaz de identificar diferentemente estas aheas.

Expressao das proteinas Bcl-2, p53 e COX-2
Os testes imunohistoquimicos e de western blofhiaga as proteinas Bcl-2,
COX-2 and p53 ndo mostraram marcacao positiva emhume dos grupos estudados

(dados ndo mostrados).

DISCUSSAO

O cadmio € considerado um agente quimico carcinogémara a prostata
(IARC, 1993). Entretanto, estudos experimentais regdores tém mostrado que o
tempo de exposicéo, a dose, linhagem dos animeis,domo os lobos prostaticos séo
fatores importantes fatores de variabiliade paradesenvolvimento de lesdes
proliferativas nestes animais (Waalkes, 2000).

Por outro lado, os efeitos da cafeina, principahponente do café e outras
bebidas e alimentos, ainda sdo controversos, nédo s&nda bem estabelecido se a

ingestdo regular de cafeina tem associacdo com rneeneaior desenvolvimento de
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cancer em humanos ou animais de experimetacdo (jaky 2008). Segundo a

Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o CamaBRC( 1991), existem pequenas
evidéncias de que a cafeina aumente o risco dewd#ger cancer de bexiga, enquanto
gue para a prostata as evidéncias nao sao insuésipara afirmar qualquer efeito.

Neste sentido, nosso estudo foi o primeiro a avabaefeitos de uma ingestéo
cronica de cafeina sobre os conhecidos efeitosrsml/elo cadmio na prostata ventral
de rato. Os resultados do presente estudo demogtrama cafeina néo alterou o padrao
de alteracbes histopatoldgicas na prostata indsizieta ingestdo cronica de cadmio.
Além disso, a ingestdo de cafeina também nao alterpadrédo de expressdo dos
marcadores celulares, beta-catenina, GST-P e AMA&#Rrados pelo cadmio na
prostata ventral do rato.

Em nosso estudo, o cadmio induziu lesdes pralifers classificadas como
hiperplasia, focais ou difusas, pois ndo foram etradas atipias celulares
(estratificacOes, perda de polaridade celular, aionéa area nuclear) caracteristicas de
lesGes pré-neoplasicas na préstata. Notavelmermegeatdao de cafeina também iduziu
lesGes hiperplasica nas prostatas ventrais. Destaaf alguns marcadores celulares de
lesbes neoplasicas ndo apresentaram expressamatetais como Bcl-2, p53 e COX-2.
Por outro lado, outras proteinas que estdo comenadieradas neoplasicas de prostata
e outros 0rgaos, tais como beta-catenina, GST-MA&Q@Racemase, apresentaram suas
expressdes teciduais alteradas, em geral aumentatagrostata dos animais tratados
por cadmio e/ou cafeina, isolados ou combinadogetanto, a expressado destas trés
proteinas apareceu aumentada no tecido prostaticgeeal, ndo ocorrendo diferencas
de expressdo entre as areas normais e areas agiempl de um mesmo animal,
portanto, ndo sendo bons marcadores teciduaiss@edeproliferativas na préstata de

rato.
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Juntos, estes resultados sugerem que, nestag@esdixperimentais, a cafeina
nao apresentou efeitos protetores sobre os efadwsrsos do cadmio na prostata,
apresentado ela mesma efeito adverso de induzrgigsia na préstata. Entretanto,
mais estudos e em mais longo prazo sdo necesg#rasavaliar se estas lesdes
hiperplasicas podem ou nao evoluir para lesdesngo@lasicas e neoplasicas na

prostata.
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Legenda das figuras

Figura 1. Aspectos morfologicos da prostate ventral de m@icada em HE dos
diferentes grupos experimentais. Grupo Controle Gxupo cafeina (B); Grupo cadmio
(C); Grupo cadmio seguido de agua (D); Grupo cadmacs cafeina (E); Grupo cadmio
seguido de cafeina (F)A) As prostatasentrais dos animais controle apresentavam
estruturas gladulares bem regulares e revestidasumpoepitélio cilindrico simples
secretor uniforme (setaB-F) Nas prostatas ventrais, dos animais dos difesagrigpos
experimetnais, algumas alteracdes morfolégicasrforaservadas, tais como reducéo
da altura das células epiteliais, irregularidadeformato dos tabulos e alvéolos e focos
de de epitélio hiperplasico (setas). Na figlraos asteriscos apontam para focos de
infiltrado inflamatério no estroma. Bars: pfh.

Figura 2. Analise da expressdo da proteina beta-cateninanpamohistoquimica e
western blotting nos diferentes grupos experimentd) Controle (CT); B) Cafeina
(CF); C) Cadmio (CD); D) Cadmio 10 semanas segdi€lcagua sem cadmio por 10
semanas (CD — Agua); E) Cadmio e Cafeina (CD + EF)Cadmio 10 semanas
seguido de Cafeina por 10 semanas (CD — CF). Aoesgunohistoquimica mostrou
marcacao positiva nas laterais das células epitstaretoras (setas). As setas na figura
B mostram &reas epiteliais com marcagdo positivie fe enfraquecida nas prostatas
deste grupo. G) Western Blotting representativo diterentes grupos: linha 1 = CT;
linha 2 = CF; Linha 3 = CD; linha 4 = CD — Aguajiia 5 = CD + CF; linha 6 = CD —
CF; As bandas mostram a identificagdo da proteéta-tatenina e da proteina beta-
actina nos estratos dos diferentes grupos. H) sea@éensitométrica das bandas de beta-
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catenina e normalizadas pelos valores da betaaagtostrando aumento da expressao
desta proteina em todos 0s grupos experimentargigalmente nos grupos tratados

pelo cadimio.

Figura 3. Analise da expressdo da proteina GST-P por imstazhiimica e western
blotting nos diferentes grupos experimentais. Apt@ide (CT); B) Cafeina (CF); C)
Cadmio (CD); D) Cadmio 10 semanas seguido de agomacadmio por 10 semanas
(CD — Agua); E) Cadmio e Cafeina (CD + CF); F) Cidd0 semanas seguido de
Cafeina por 10 semanas (CD — CF). A reacdo imutt@higmica mostrou marcacao
positiva nas células epitelias basais do gruporalene nas células basais e secretoras
dos grupos experimentais (setas). G) Western Bipttepresentativo dos diferentes
grupos: linha 1 = CT; linha 2 = CF; Linha 3 = Cifha 4 = CD — Agua; linha 5 = CD +
CF; linha 6 = CD — CF; As bandas mostram a idematifio da proteina GST-P e da
proteina beta-actina nos estratos dos diferentgsogr H) Andlise densitométrica das
bandas de GST-P e normalizadas pelos valores daabtha mostrando aumento da
expressao desta proteina em todos 0s grupos exgmeaiisy mas pricipalmente no grupo

tratado por cadmio seguido de cafeina.

Figura 4. Analise da expressao da enzima AMACR por imunofbigimica e western
blotting nos diferentes grupos experimentais. Apt@ide (CT); B) Cafeina (CF); C)
Cadmio (CD); D) Cadmio 10 semanas seguido de agomacsaidmio por 10 semanas
(CD — Agua); E) Cadmio e Cafeina (CD + CF); F) Cidd0 semanas seguido de
Cafeina por 10 semanas (CD — CF). A reacdo imutumjugnica mostrou fraca
marcacao positiva células epitelias secretorasrdpogcontrole e marcacdo aumentada
nas ceélulas epiteliais secretoras dos demais greesrimentais (setas). G) Western
Blotting representativo dos diferentes grupos:diih= CT; linha 2 = CF; Linha 3 =
CD; linha 4 = CD - Agua; linha 5 = CD + CF; linha&6&D — CF; As bandas mostram a
identificacdo da proteina AMACR e da proteina lzetiaa nos estratos dos diferentes
grupos. H) Andlise densitométrica das bandas de B8RA normalizadas pelos valores
da beta-actina mostrando aumento da expressao plegina em todos 0s grupos

experimentais, mas principalmente no grupo cadegaoislo de cafeina.
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Figura 3 — GST-P
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir ajuergestao crénica de cafeina
desde a idade da puberdade até a idade adultatesy aumenta o estimulo androgénico na
prostata causando hiperplasia glandular e que est@ig cronica de cafeina ndo previne os
efeitos da ingestédo cronica de cadmio sobre agieygpbodendo até mesmo agir como um
promotor de lesGes prostaticas neste contexto.
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