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Resumo

Fundamento: A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressao
endotelial. O fungo Monascus ruber apresenta atividade hipocolesterolémica e polifendis presentes no residuo de café
apresentam atividade antioxidante, podendo auxiliar na prevencao de doencas cardiovasculares. O residuo de café possui
quantidade significativa de acticares fermentesciveis, constituindo-se em substrato apropriado para o cultivo de fungos.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos residuos de café seco e fermentado por Monascus ruber no
metabolismo lipidico de camundongos knockout Apo E.

Métodos: O ensaio biolégico foi realizado com 30 camundongos knockout para o gene Apo E, divididos em cinco grupos
e submetidos a diferentes tratamentos. Foi realizada a prospeccao fitoquimica e quantificacao de compostos fenélicos
dos residuos fermentado e sem fermentar. O soro dos animais foi analisado utilizando kits enzimaticos e o tecido
adrtico incluso em parafina e corado com H/E para realizacao da andlise histopatolégica.

Resultados: O residuo de café sem fermentar 2%, em relagao ao grupo controle, diminuiu em 42% o nivel sérico de
triacilglicer6is e em aproximadamente 41% a fragao VLDL-c. Os grupos dos animais alimentados com 10% de residuo nao
fermentado e 2% de residuo fermentado diminuiram a drea de lesao 10,5% e 15,4%, respectivamente, quando comparados
ao controle. O residuo fermentado apresentou um teor de compostos fenélicos superior ao residuo nao fermentado.

Conclusao: O presente estudo mostra que a fermentacao do residuo de café apresenta potencial efeito benéfico sobre
as doencas cardiovasculares, especialmente a aterosclerose. (Arq Bras Cardiol 2012;99(2):747-754)
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Abstract

Background: Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of multifactorial origin, which occurs in response to endothelial injury. The
o)
fungus Monascus ruber has hypocholesterolemic activity, and the polyphenols present in coffee residue have an antioxidant activity and can hel
o]
prevent cardiovascular diseases. Coffee residue has a significant amount of fermentable sugars, being an adequate substrate for growing fungi.

Objective: The objective of this study was to assess the effect of dry coffee residue fermented with Monascus ruber on the lipid metabolism of
ApoE knockout mice.

Methods: The biological assay was performed with 30 ApoE knockout mice, divided into five groups and undergoing different treatments. The
phytochemical prospection and quantification of phenolic compounds of the fermented and non-fermented coffee residues were performed.
The sera of the animals were analyzed by using enzyme kits, and the aortic tissue was embedded in paraffin and stained with hematoxylin and
eosin to undergo histopathological analysis.

Results: Comparing with the control group, the group receiving 2% non-fermented coffee residue showed a reduction of 42% in the serum
levels of triacylglycerols and of approximately 41% in VLDL-c. The groups receiving 10% non-fermented coffee residue and 2% fermented coffee
residue showed reductions in the lesion areas of 10.5% and 15.4%, respectively, as compared with the control group. The fermented coffee
residue showed a higher content of phenolic compounds as compared with the non-fermented coffee residue.

Conclusion: The present study showed that coffee residue fermentation has a potentially beneficial effect on cardiovascular diseases, especially
atherosclerosis. (Arq Bras Cardiol 2012;99(2):747-754)
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Introducao

O Brasil consolida a posicdo de maior produtor e
exportador mundial de café em graos, sendo responsavel
por 30% do mercado mundial'. No entanto, os subprodutos
dessa atividade agricola, que em muitos casos nao sao
devidamente tratados, gerando despesas e preocupagao
ambiental, sao também uma fonte de compostos com
propriedades funcionais®.

A casca e a polpa de café, residuos do despolpamento,
possuem uma quantidade significativa de actcares
fermentesciveis, consistindo substrato apropriado para o
cultivo de fungos e leveduras®.

O Monascus ruber, um ascomiceto, é usado hd muito
tempo na culinaria oriental para a producao de pigmentos,
comidas fermentadas e bebidas*. Esse fungo despertou o
interesse de pesquisadores do mundo todo em razdo da
atividade hipocolesterolémica de um dos seus metabdlitos,
a monacolina K, que possui atividade inibitoria sobre a
Hidroximetilglutaril-Coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase), enzima-chave na biossintese do colesterol®.

A aterosclerose é uma doenga complexa e multifatorial,
sendo afetada por mudiltiplos fatores genéticos e ambientais.
Vérios trabalhos mostram que a alta ingestdo caldrica e
consumo de dietas ricas em dcidos graxos saturados acelera
a sua aterogénese; no entanto, os efeitos dos componentes
individuais dos alimentos ainda sdao pouco compreendidos®.

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes
de ocorréncia natural, os compostos fenédlicos tém recebido
muita atengao nos Gltimos anos, por inibirem a peroxidagao
lipidica, a lipo-oxigenase e, sobretudo, por atuarem como
antioxidantes ou pré-oxidantes em doengas associadas ao
metabolismo lipidico, especialmente a aterosclerose’*.

Nesse contexto, o propésito geral deste trabalho é o
aproveitamento do residuo do café, utilizando-o como meio
de cultura para o crescimento do fungo Monascus ruber e
avaliar os efeitos do produto fermentado em camundongos
Apo E hiperlipidémicos, visando o controle e prevengdo das
doencgas cardiovasculares, especialmente a aterosclerose.

Métodos

Coleta e preparo da amostra do residuo

Café da variedade Catuai (Coffea arabica L) foi colhido na
Zona da Mata Mineira no perfodo de maio a agosto, quando
90% dos frutos encontravam-se no estdgio cereja. O residuo
da despolpa, contendo casca, polpa e mucilagem aderidas a
casca, foi recolhido ap6s o processamento por via timida e
seco em estufa (Nova Técnica, modelo NT-514) a temperatura
média de 55 2C até atingir teor de umidade inferior a 10%.

Micro-organismo e fermentacao do residuo

O fungo Monascus ruber CCT 1236 foi utilizado neste
estudo. Essa cepa foi adquirida da Fundagao Tropical de
Pesquisas e Tecnologia André Tosello (Campinas, Sao Paulo,
Brasil). O micro-organismo foi conservado em meio PDA
(“Potato Dextrose Agar”) sob refrigeragao.
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Noventa e cinco mililitros de solugdo contendo sulfato
de magnésio 0,1%, fosfato de potassio diidrogenado 0,1% e
cloreto de aménio 1% foram adicionados a 50 g de residuo
de café para enriquecimento do meio e elevagao do teor de
umidade. O residuo foi inoculado com suspensao de esporos
do fungo cultivado em meio PDA a 28 2C durante 13 dias.
Em seguida, o residuo fermentado foi seco e triturado para
ser utilizado nas dietas experimentais.

Prospeccao fitoquimica e quantificagcdo de compostos
fenélicos

A identificagdo dos metabélitos secundarios presentes
no residuo de café seco e fermentado foi realizada por
cromatografia de camada delgada®. O teor de fendis totais
dos residuos fermentado e nao fermentado foi estimado
utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu™. Foi utilizada a
solugdo de agua/etanol (6:4) como solvente, por apresentar
maior eficiéncia na extragado de fendis totais dos residuos'".
Os resultados foram expressos em Equivalentes de Acido
Galico (GAE).

Ensaio biologico e analises bioquimicas

O ensaio bioldgico foi realizado com 30 camundongos
knockout para o gene Apo E (knockout Apo E), de ambos os
sexos, pesando em média 22 g. Os animais receberam ragao
comercial Purina® e dgua “ad libitum” durante um periodo
de adaptagao de 15 dias. Durante 10 semanas, os animais
foram submetidos as dietas experimentais e agua “ad libitum”
e mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, com ventilagao
natural e ciclos de luminosidade de 12 horas e temperatura
média de 22 °C. O planejamento experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica do Departamento de Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Vigosa, segundo
Processo n2 11/2008. Os camundongos foram divididos em
cinco grupos contendo seis animais cada. A dieta dos grupos
experimentais foi elaborada segundo recomendagdo da
Association of Official Analytical Chemistry'?. As dietas dos
grupos 2 e 3 continham 2% e 10% de residuo nao fermentado,
respectivamente. O residuo fermentado foi adicionado nas
mesmas concentragdes aos grupos 4 e 5 (Tabela 1).

Ao final do experimento os animais foram pesados, apés
jejum de 12 horas, anestesiados, eutanasiados e coletado
amostras de sangue para dosagem de triacilgliceréis, colesterol
total e suas fragoes. O sangue foi retirado por exsanguinagao
por seccdo da aorta abdominal. O soro foi obtido por
centrifugagao a 5.000 rpm por 15 minutos em centrifuga de
mesa (Marconi, modelo M.A. 860).

As dosagens soroldgicas foram efetuadas no equipamento
de dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé®),
utilizando-se kits enzimaticos da marca BioMérieux®.

Histopatologia

A regido inicial da aorta foi removida e perfundida em
tampao salino fosfato (PBS), transferida para uma solugao
de etanol 70% e conservada até a realizagdo da andlise
histopatolégica. Fragmentos aérticos foram processados em
micrétomo rotativo manual (marca American Optical®)
conforme rotina para inclusao em parafina, de forma
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Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais (g/100 g)

Componente G1 G2* G3* G4** G5**
Sacarose 48,27 47,94 46,43 47,86 46,24
Caseina 20,0 19,7 18,61 19,6 18,0
Celulose 6,72 5,38 - 5,56 0,87
Oleo de Soja 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Colesterol 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Gordura vegetal hidrogenada 16,0 15,97 15,86 15,97 15,88
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mistura Mineral 5,0 5,0 5,0 50 5,0
Colina 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Residuo - 2,0 10,0 2,0 10,0
Total 100g 100g 100g 100g 100g

* Residuo sem fermentar ** Residuo fermentado

Nota: Grupo G1 (controle), grupo G2 (2% residuo nao fermentado), grupo G3 (10% residuo de café ndo fermentado), grupo G4 (2% residuo de café fermentado) e

grupo G5 (10% residuo de café fermentado)

orientada, obtendo-se cortes histolégicos consecutivos, com
5 um de espessura, a partir da superficie de inclusdo. Foram
preparadas duas laminas contendo em média 10 cortes por
animal. As preparagoes foram coradas com hematoxilina e
eosina (H/E), codificadas e submetidas a analise microscépica.

A regido inicial da aorta foi utilizada para as andlises
histolégicas dos constituintes arteriais. Todos os cortes
histolégicos obtidos foram examinados com o objetivo de
localizar as estruturas anatomicas referenciais da valvula adrtica
e da raiz da aorta. De acordo com a presenca dessas estruturas
referenciais, o corte histolégico no nivel anatémico da valvula
adrtica foi selecionado para as medidas. Os cortes foram obtidos
em intervalos de 5 um, sendo a extensao média explorada de
20-30 um. Para analise morfométrica foram capturadas imagens
dos cortes histolégicos dos cinco grupos, e para padronizagao do
ndmero amostral dos grupos foram sorteadas, aleatoriamente,
oito imagens para realizagio das medidas.

As imagens foram obtidas em microscépio Olympus® Bx50
acoplado a uma camera digital Q-Color 3 Olympus®, sendo
as imagens capturadas utilizando o programa Q-Capture Pré,
versao 6.0.0.412. As areas das lesbes foram dimensionadas
utilizando o programa Image Pr6 Plus versao 4.5.0.29.

Analises dos dados

O software SigmaStat (versao 2.03) foi utilizado para analise
descritiva dos resultados e testes de comparagao das médias
dos grupos independentes. A avaliagao da distribuigdo das
varidveis foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Sminorv.
Considerando o ndimero amostral por grupo de animais e
que algumas varidveis nao apresentaram distribuigdo normal,
testes ndo paramétricos foram realizados para a comparagao
de cada dois grupos independentes, utilizando o teste de
Mann Whitney. As variaveis com distribuicao normal foram
submetidas a analise paramétrica, seguida do teste t. As médias
foram significativas a p < 0,05.

Resultados

Prospeccao fitoquimica e quantificacao de compostos
fendlicos

Os principais grupos de metabdlitos secundarios identificados
nos residuos de café fermentado e nao fermentado por
Monascus ruber estao apresentados na Tabela 2.

Os resultados para detecgao de saponinas, triterpenos/
esteroides, cumarinas, taninos, flavonoides e alcaloides foram
positivos para ambos residuos. No entanto, houve diferenga
entre os perfis cromatograficos dos extratos quanto aos grupos
metabdlitos secundarios (Tabela 3).

Os resultados mostram que o residuo fermentado
apresentou um teor de fendis totais estatisticamente superiores
ao residuo nao fermentado.

Efeito da ingestao do residuo de café no perfil de lipidios
séricos de camundongos knockout Apo E

A Tabela 4 mostra os valores médios de triacilgliceréis,
colesterol total e fragdes, nos diferentes grupos de tratamento.

Os resultados mostram que houve uma diminuigao
significativa nos niveis séricos de triacilglicerdis e da
fragao VLDL-c.

Histopatologia aértica de camundongos knockout Apo E

ATabela 5 mostra o percentual médio (mm?) da drea da lesao
adrtica em camundongos submetidos a diferentes tratamentos
com residuo de café fermentado e nao fermentado.

Os resultados mostram que houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos de tratamento
(Grupos 2, 3 e 4) e o grupo controle (Grupo 1).

A Figura 1 ilustra as lesdes na aorta dos camundongos
submetidos a diferentes tratamentos com residuo de café
fermentado e nao fermentado.

Arq Bras Cardiol 2012;99(2):747-754
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Tabela 2 - Resultados da prospecgao fitoquimica, por cromatografia de camada delgada dos residuos de café fermentado e nao fermentado

Classe de metabdlitos secundarios Residuo fermentado Residuo sem fermentar

Antraquinonas - -

Saponinas + "
Triterpenos e Esteroides + +
Flavonoides + "
Taninos + +
Cumarinas + +
Alcaloides + "

Nota - +: presente; -: ausente.

Tabela 3 - Teor de fenois totais dos residuos de café seco e fermentado, expressos em Equivalentes de acido galico (GAE)

Residuo Fenéis totais Concentragao
(mg GAE g residuo) (%)

Nao fermentado 7,772 +0,0676 0,7772

Fermentado 10,857 £ 0,169* 1,0857

Nota — GAE: Equivalentes de 4cido gélico. * diferentes estatisticamente pelo teste t, sendo p < 0,001.

Tabela 4 - Teores séricos de triacilglicerdis, colesterol total e fragées de camundongos knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos

Parametros (mg/dL) G1 G2 G3! G4! G5'
Colesterol 1356,0 + 437,2 1699,6 + 221,0 1423,7 £ 99,3 1122,8 £193,5 1509,9 + 227,0
TG 118,1+ 39,6 57,3462 1243 +79,6 162,3 + 106,6 213,9+180,9
LDL 1465,1 + 429,6 1672,3 + 220,1 - - -

VLDL 22,7+8,6 M4+£12 - - -

HDL 149+53 157+0,7 - - -

TG: triacilgliceréis

Nota: Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de seis animais nos grupos G1 (controle) e quatro animais nos grupos G2 (2% residuo néo
fermentado), G3 (10% residuo néo fermentado), G4 (2% residuo fermentado) e G5 (10% residuo fermentado)

" Nos grupos G3, G4 e G5 ndo houve quantidade de amostra suficiente para anélise das fragdes do colesterol.

*p = 0,029 (Mann Whitney).

**p = 0,010 (Mann Whitney).

Tabela 5 — Percentual médio da area das lesdes aorticas em camundongos knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos com residuo
de café fermentado e nao fermentado

Parametros G1 G2 G3 G4 G5
Média + DP 62,28 £ 1,49 72,63 +5,86 55,92 + 1,51 52,18 + 1,74 64,19 + 3,26
Mediana 62,18° 71,40° 55,62° 52,55¢ 64,75
Min - Méax 60,46-64,63 64,14-80,26 53,96-58,45 49,27-54,26 56,97-67,70
CV (%) 2,39 8,06 2,70 3,33 5,07

CV: coeficiente de variagdo

Nota: Grupo G1 (controle), grupo G2 (2% residuo nédo fermentado), grupo G3 (10% residuo de café nédo fermentado), grupo G4 (2% residuo de café fermentado) e
grupo G5 (10% residuo de café fermentado).

Meédias sequidas por letras diferentes diferem estatisticamente, p < 0,001 pelo teste t

750 Arq Bras Cardiol 2012;99(2):747-754
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Fig. 1 - Aspecto histolégico (H/E) da raiz da aorta dos camundongos submetidos a diferentes tratamentos com residuo de café fermentado e néo fermentado.
As setas (<, 1 e |) indicam presenca de leséo xantomatosa em fase progressiva. 40 x

Arq Bras Cardiol 2012;99(2):747-754 751
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As lesdes adrticas sdo classificadas como um xantoma em
estagio progressivo e ainda nao sao encontrados deposigao
evidente de cristais de colesterol, de acordo com a classificacao
de Virmani e cols.”.

A Figura 2 mostra a avaliagdo morfométrica das
lesoes aorticas dos camundongos alimentados com as
diferentes dietas.

Os resultados encontrados sugerem que o efeito do
residuo fermentado estd inversamente relacionado com
sua concentragao na dieta. O grupo que recebeu 2% de
residuo fermentado apresentou uma diminuicao de 15%
na area da lesdo.

Discussao

O presente estudo avalia, pela primeira vez, o efeito do
residuo de café nao fermentado e fermentado pelo fungo
Monascus ruber no metabolismo lipidico de animais.

Produtos fermentados por fungos do género Monascus
tém sido utilizados no tratamento e prevengao de doengas
cardiovasculares, especialmente aterosclerose™. O residuo
do café é rico em polifenois e compostos bioativos com agao
antioxidante, os quais também apresentam agao protetora do
sistema cardiovascular'>'”.

O processo de fermentagdo pode sintetizar ou degradar
compostos que apresentam atividade biolégica. Neste trabalho
foi verificada a presenca das mesmas classes de compostos
bioativos nos residuos de café fermentado e ndo fermentado.
No entanto, mediante distintos fatores de retengao, foi possivel
observar diferentes compostos fitoquimicos nas mesmas
classes de metabélitos secundarios entre o residuo fermentado
e nao fermentado. Essa diferenca de compostos pode estar
relacionada com o teor superior de polifenéis no residuo que
foi submetido a fermentagao.

Os resultados encontrados mostraram que houve diferenga
no perfil lipidico dos camundongos que receberam residuo sem
fermentar quando comparados com o grupo que ingeriu apenas
dieta aterogénica (Grupo 1). O residuo de café sem fermentar
2% (Grupo 2) diminuiu em 42% o nivel sérico de triacilglicerdis
ao mesmo tempo em que reduziu a fragdo VLDL-c em
aproximadamente 41% em relagdo ao grupo controle (Grupo
1), sendo as diferencas estatisticamente significativas.

A aorta dos animais do grupo que recebeu a dieta
aterogénica suplementada com residuo de café sem fermentar
a 2% (Grupo 2) apresentou maior area de lesdo quando
comparado ao grupo controle (Grupo 1), ao contrdrio de
esperado, uma vez que esse grupo apresentou niveis de
triacilgliceréis e VLDL-c inferior ao grupo controle. Os grupos
dos animais que foram alimentados com 10% de residuo nao
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Fig. 2 - Avaliagdo morfométrica das éreas das lesées acdrticas de camundongos knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos com residuo de café fermentado
e nao fermentado. Grupo G1 (controle), grupo G2 (2%residuo nédo fermentado), grupo G3 (10% residuo néo fermentado), grupo G4(2% residuo fermentado) e grupo

G5 (10% residuo fermentado)
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fermentado (Crupo 3) e 2% de residuo fermentado (Grupo 4)
diminuiram a drea de lesdao 10,5% e 15,4% respectivamente,
quando comparado ao grupo controle, sendo esta diminuigao
estatisticamente significativa.

Comparando os grupos alimentados com os diferentes
residuos na mesma concentragao, Grupo 2 e Grupo 4,
observa-se que os animais que consumiram 2% do residuo
fermentado apresentaram diminuigao de 26,4% na drea
de lesdao quando comparado ao Grupo 2, mostrando que
a fermentacao teve efeito benéfico, reduzindo a formagao
da placa de ateroma. Na concentracao de 10%, somente o
residuo que nao foi submetido a fermentagao mostrou efeito
benéfico, reduzindo a lesao em 14,1% quando comparado
ao grupo de animais alimentados com 10% do residuo
fermentado (Grupo 5).

Quando comparados os residuos iguais, porém em
diferentes concentragdes, verificou-se que as concentragoes
influenciam na formagdo das lesdes ateroscleréticas,
mostrando que a maior concentragao de residuo nao
fermentado (Grupo 3) foi eficaz na redugao da lesdo. Em
contrapartida, a menor concentracao do residuo fermentado
(Grupo 4) apresentou melhor efeito protetor.

A relacdo entre o consumo da bebida café e o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares tem sido
demonstrada na literatura, principalmente envolvendo
humanos. Se, por um lado, diversos estudos demonstram
o efeito maléfico do café sobre as doencas'®', por outro,
existem evidéncias de efeitos benéficos dele?*?'. Contudo, nao
foram encontrados relatos na literatura abordando o efeito dos
produtos fermentados por fungos do género Monascus e/ou
o residuo de café sobre o metabolismo animal e humano. O
presente trabalho mostrou que o residuo do café é um meio
para o crescimento do fungo Monascus ruber, podendo atuar
como um aliado para prevencao da aterosclerose.

O efeito antioxidante é obtido quando os compostos
bioativos sao utilizados em baixas concentragoes, funcionando
como mediadores de sinalizagido em mecanismos de
ajuste, proliferacao, defesa e morte celular. O aumento na
concentracao desses compostos pode causar injurias celulares
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relacionadas ao surgimento de condigoes patolégicas no
organismo*?2*. Uma possivel explicagdo para os resultados
observados é que a fermentagao leva a formacdo de
compostos bioativos especificos que em altas concentragoes
(10%) tornam-se maléficos e que a 2% essa concentragao foi
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