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RESUMO: O objetivo do estudo foi investigar o efeito da ingestdo diaria de café sobre o desenvolvimento de lesGes
pré-neoplésicas hepaticas em ratos submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese hepatécito resistente (HR). Ratas
Wistar prenhas foram selecionadas e divididas, ap6s o nascimento dos filhotes, em dois grupos: um grupo foi
alimentado com racdo controle, enquanto o outro foi alimentado com racéo adicionada com 1,5% de extrato de café
liofilizado. Apds o desmame, os filhotes machos receberam o mesmo protocolo alimentar e foram submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese HR. Os animais foram sacrificados no 110° dia de vida e analises morfométricas de
lesbes hepaticas foram conduzidas em cortes histolégicos submetidos a técnica histoquimica para glicose 6-fosfatase.
Os animais alimentados com ra¢do adicionada de café apresentaram reducéo de 78% no nimero total de lesbes pré-
neoplésicas e de 86,8% na rea hepética ocupada pelas lesdes persistentes. O menor nimero de lesGes pré-neoplésicas e
a reducdo da &rea ocupada pelas lesdes persistentes indicam que o café modula a hepatocarcinogénese quimica em
ratos.
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COFFEE MODULATES THE CHEMICAL HEPATOCARCINOGENESIS IN RATS

ABSTRACT: The aim of the study was to investigate the effect of daily coffee ingestion on the development of hepatic
preneoplastic lesions in rats submitted to the resistant hepatocyte (RH) model of hepatocarcinogenesis. Pregnant female
Wistar rats were selected and divided, after delivery, into two groups: a group was fed a control diet, while another was
fed a diet supplemented with a 1.5% lyophilized coffee extract. After weaning, male pups followed the same dietary
protocol and were submitted to the RH model of hepatocarcinogenesis. The animals were sacrificed at 110 days of life
and morphometric analyses of lesions were carried out on histological sections of the liver submitted to the
histochemical technique to glucose-6-phosphatase. The animals fed the diet supplemented with coffee presented a
78.0% reduction in the total number of preneoplastic lesions and 86.8% in the hepatic area occupied by persistent
lesions.The lower number of preneoplastic lesions and reduced areas occupied by the persistent lesions indicate that
coffee modulates chemical hepatocarcinogenesis in rats.

Key words: Coffee; chemical hepatocarcinogenesis; resistant hepatocyte model; Wistar rats.
INTRODUCAO

Na hepatocarcinogénese experimental, focos de hepatécitos alterados aparecem durante ou imediatamente ap6s
a iniciacdo com diferentes carcinogenos (Kitagawa & Pitot, 1975; Tsuda et al., 1980). Apds a exposi¢do a carcindgenos
ou a outro ambiente promotor de tumor, estes focos crescem para se tornar nédulos macroscopicamente visiveis (Ogawa
et al., 1980; Tatematsu et al., 1983). Os focos de hepatdcitos alterados e nédulos hepaticos hiperplasicos, decorrentes da
expansao clonal de hepatécitos iniciados, precedem o aparecimento do tumor e sdo denominados como lesdes pré-
neoplésicas (LPN) (Farber, 1984). Uma caracteristica da hepatocarcinogénese experimental é que a maioria dos focos e
nodulos fenotipicamente alterados (93% a 98%) sofrem remodelacdo para uma aparéncia de figado normal, enquanto
um pequeno subgrupo destas LPN persiste e prolifera, podendo progredir para carcinoma hepatocelular (Tatematsu et
al., 1983; Farber & Rubin, 1991).

O café é uma bebida de grande popularidade e consumida mundialmente, havendo diferentes estudos
concernentes aos efeitos da bebida e de seus constituintes sobre a salde. Diferentes constituintes do café como cafeina
(Devasagayam et al., 1996), &cidos clorogénicos (Shimizu et al., 1999) e diterpenos (Cavin et al., 2002) tém sido
sugeridos como potencialmente quimioprotetores num largo espectro de sistemas. Além dos estudos com os
constituintes do café, diversos estudos epidemioldgicos mostram relagdo inversa entre o consumo de café e o risco de
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cancer em diferentes 6rgdos como pulmao (Mendilaharsu et al., 1998), mama (Kermode-Scott, 2006), faringe, es6fago
(Tavani et al., 2003) e figado (Gelatti et al., 2005; Ohfuji et al., 2006).

Apesar dos estudos que demonstram atividade quimioprotetora dos constituintes do café e das evidéncias
epidemioldgicas, poucos modelos de cancer experimental tém sido usados para investigar o papel quimioprotetor da
bebida in vivo. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito do café sobre o desenvolvimento
de lesbes pré-neoplasicas hepaticas em ratos submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese hepatdcito resistente (HR).

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Foram utilizados no experimento ratos da raca Wistar da col6nia do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais. Ratas prenhas foram selecionadas e, logo apds o
parto, as fémeas, com os respectivos filhotes, foram aleatoriamente separadas em dois grupos. Um grupo foi formado
por cinco fémeas que receberam racdo controle ao longo do periodo de lactagéo, enquanto o segundo grupo foi formado
por cinco fémeas que receberam racdo adicionada de extrato de café liofilizado a 1,5%.

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

No 42° dia de vida, os animais do Grupo Controle e Grupo Café foram subdivididos: a metade dos animais de
cada grupo foi submetida somente a hepatectomia parcial, enquanto a outra metade dos dois grupos foi submetida ao
modelo de hepatocarcinogénese HR. A inducdo da hepatocarcinogénese foi realizada por adaptacdo do modelo descrito
por Solt & Farber (1976). A iniciacdo ocorreu no 42° dia de vida dos animais por injecdo intraperitonial de dose Unica
de Dietilnitrosamina 200 mg/Kg de peso corporal. Dezessete dias ap6s a iniciagdo, os animais receberam durante quatro
dias consecutivos, via gavagem, 2-Acetilaminofluoreno (2-AAF), na dosagem de 20 mg/Kg de peso corporal. No quinto
dia foi realizada HP de dois-tercos do 6rgdo (Higgins & Anderson, 1931). Dois e quatro dias depois da realizagdo da
hepatectomia, uma dose adicional de 20 mg/Kg de peso corporal de 2-AAF foi novamente administrada. Todos 0s
animais foram sacrificados por decapitacdo em guilhotina com aproximadamente 110 dias de vida.

Apbs o sacrificio dos animais, os figados foram removidos, secados em papel filtro e pesados. Um fragmento
representativo do lobo lateral direito de cada animal, ap6s um periodo de trés horas mantidos a 4°C em solugdo de
sacarose 30% em tampado fosfato 0,1 M, foi congelado em criostato a -18°C, onde confeccionaram-se cortes histol6gicos
de 10 um de espessura. Trés Iaminas com cortes seqiienciais foram preparadas para cada animal. Uma lamina foi corada
pela hematoxilina e eosina e a subseqliente foi submetida a reagdo de histoquimica para a glicose 6-fosfatase (G6Pase),
de acordo com a metodologia de Wachstein & Meisel (1956). A Gltima lamina foi mantida a —80°C para eventual
utilizag&o.

Caracterizacao do café e preparo das racoes

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 informac6es do fornecedor, os grdos 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 discos colorimétricos AGTRON/SCAA, de acordo com os padrfes utilizados pela Associagédo
Brasileira da Industria de Café. O café, torrado e moido, foi extraido em agua destilada (6% p/v) a 90°C. Apés agitacao
por dois minutos, a suspenséo foi colocada em banho a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 27 x g
por 10 min a 8°C e o sobrenadante liofilizado. O extrato de café liofilizado foi armazenado a -20 °C até o momento do
preparo da racao café.

No preparo da racdo controle, para cada 90 g de ragdo comercial para biotério moida, foram adicionados 100
mL de uma solucdo contendo 4% de gelatina em p6, 1% de amido de milho e 5% de acucar refinado, previamente
dissolvidos a quente. Depois de homogeneizada, a massa resultante foi cortada e secada a 60°C em estufa com
circulagdo forcada de ar. A ragdo café teve por base a ragdo controle adicionada de café liofilizado a 1,5%.

Analise histoldgica

As imagens dos cortes histolégicos contendo as LPN foram capturadas, sendo as LPN contadas e classificadas
como persistentes ou de remodelacdo de acordo com o padréo de coloragdo para a G6Pase (Ogawa et al., 1980). Foram
classificadas como persistentes as lesdes marcadamente delimitadas do parénquima ao redor, apresentando coloragéo
negativa uniforme para G6Pase. Lesdes de remodelacdo foram consideradas aquelas que ndo apresentaram coloracéo
negativa ndo uniforme dos hepatécitos, exibindo delimitacéo irregular em relagdo ao parénquima circunjacente.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Filliben seguido de analise de variancia e comparagéo
de médias pelo teste de Duncan ou Mann & Whitney. Estabeleceram-se como significativos valores de p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da ingestdo diaria de café sobre e o desenvolvimento
de lesBes pré-neoplasicas hepaticas em ratos submetidos ao modelo HR. A ingestdo de café e a inducdo da
carcinogénese nao alteraram o peso corporal na data do sacrificio, 0 ganho de peso corporal ap6s a HP, bem como o
peso do figado (Tabela 1). O café adicionado a racdo ndo alterou o consumo de dietas pelos animais (dados ndo
apresentados). Estes resultados sugerem auséncia de toxicidade proveniente da ingestéo diaria de café na concentracéo
usada no estudo. Assim, o efeito observado do café parece ser especifico sobre a carcinogénese.

Contréario ao que foi observado nos animais submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese, na analise macro e
microscopica do figado dos animais submetidos somente a HP ndo foram observadas LPN. Os animais que receberam
café diariamente na racéo apresentaram reducdo significativa em todos os pardmetros morfométricos analisados. Houve
reducdo de 78% no numero total de LPN, 85,5% no ndmero de nddulos persistentes, 70,5% no nimero de nddulos de
remodelagdo e 86,8% % na &rea total ocupada pelas LPN (tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com Tanaka et al.
(1990), cujo estudo mostrou protecdo contra o desenvolvimento de tumores hepaticos pelo café. Em adi¢do, nossos
resultados suportam recentes estudos epidemioldgicos que mostram rela¢do inversa entre o consumo de café e o risco de
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Inoue et al., 2005; Ohfuji et al., 2006; Tanaka et al., 2007).

Tabela 1 - Peso corporal, ganho de peso corporal p6s-hepatectomia e peso do figado?.

Grupos CO (10)2 Café (10) COCA(9) Café CA (8)
Peso corporal no sacrificio 426,64 + 10,20 412,98 + 14,53 403,56 + 12,31 402,13 + 12,27
Ganho de peso corporal® 126,86 £ 6,73 136,77 £11,19 127,60 £ 12,59 141,56 + 10,74
Peso do figado na data da HP 11,56 £ 0,38 10,93+ 0,38 10,70+ 0,41 10,64 = 0,36
Peso do figado regenerado 12,50 + 0,60 13,29+ 0,41 13,36 + 1,31 12,49+ 0,48

! Resultados expressos como média * erro padrdo da média. 2 NGmero de animais por grupo apresentado entre parénteses. * Ganho de peso corporal
da data da hepatectomia até a data do sacrificio. CO - grupo que recebeu racéo controle e foi submetido & HP; Café - grupo que recebeu café
adicionado a ragéo e foi submetido & HP; CO CA - grupo que recebeu racéo controle e foi submetido ao modelo de hepatocarcinogénese HR; Café
CA - grupo que recebeu café adicionado a racéo e foi submetido ao modelo de hepatocarcinogénese HR N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Tabela 2 - Morfometria de LPN em cortes histol6gicos corados para G6Pase de animais submetidos ao modelo HRE,
% Area lesbes

0 2
Grupo N® LPN/em /area tecido
COCA(5)2  4152+17,14° 11,12 + 2,59°
Café CA (7) 9,14 + 1,59 1,47 +0,264°

! Resultados expressos como média + erro padrdo da média. > Nimero de animais por grupo apresentado entre parénteses. CO CA - grupo que
recebeu ragdo controle e foi submetido ao modelo de hepatocarcinogénese HR; Café CA - grupo que recebeu café adicionado a ragdo e foi submetido
ao modelo hepatocarcinogénese HR. Letras sobrescritas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa pelo teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).

O café é uma mistura complexa de diferentes substancias que sdo sugeridas como potenciais quimioprotetores
em sistemas bioldgicos. Assim, os resultados do efeito do café sobre a carcinogénese hepatica encontrados nesse estudo
podem representar a agdo combinada de constituintes da bebida, cujas atividades quimioprotetoras foram previamente
demonstradas, como os &cidos clorogénicos (Shimizu et al., 1999) e os diterpenos caveol e cafestol (Huber et al., 1997;
Cavin et al., 1998; Cavin et al., 2003; Majer et al., 2005).

Em adicdo, alguns mecanismos para a acdo protetora in vivo do café podem ser sugeridos. O café torrado
possui componentes com potente atividade antioxidante (Fuster et al., 2000; Yanagimoto et al., 2004), capazes de
aumentar a atividade antioxidante in vivo (Natella et al., 2002), inibir a formacéo do radical peroxil in vitro e ex vivo,
prevenir a peroxidagdo lipidica da membrana celular (Daglia et al., 2000; Daglia et al., 2004), bem como suprimir a
mutagenicidade causada por oxidantes (Stadler et al., 1994). Como moduladores do balan¢o oxidativo no organismo, 0s
constituintes antioxidantes do café podem inibir processos oxidativos ligados a carcinogénese, especialmente as etapas
de iniciacdo e promocdo do processo (Klaunig et al., 1998). Além da acdo dos constituintes antioxidantes presentes na
bebida, resultados do nosso grupo mostram o efeito da ingestdo diaria do café sobre o sistema antioxidante endégeno,
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levando ao aumento do contelido de glutationa, e inibicdo da peroxidacdo lipidica (Abreu, 2005). Este aumento no
contelido de glutationa e na atividade das conjugases glutationa S-transferase e UDP-glicuronosiltransferases,
importantes enzimas de desintoxicacdo, reforcam a possibilidade de protecdo contra a hepatocarcinogénese modulada
pela ingestdo de café (Huber et al., 2003; Turesky et al., 2003).

CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que a ingestéo diaria de café exerce acdo moduladora sobre a hepatocarcinogénese
em ratos Wistar submetidos ao modelo HR, como ficou demonstrado pelo menor nimero e tamanho das LPN nos
animais que receberam racdo adicionada com café.
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