LARISSA FROEDE BRITO

EVOLUCAO DA LESAO ATEROSCLEROTICA E PERIL LIPIDICO
DE CAMUNDONGOS KNOCKOUT APO E ALIMENTADOS COM
RESIDUO DE CAFE SECO E FERMENTADO.

VICOSA

Dissertagdo apresentada
a Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em
Bioquimica Agricola, para
obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

MINAS GERAIS - BRASIL

2008



LARISSA FROEDE BRITO

EVOLUCAO DA LESAO ATEROSCLEROTICA E PERIL LIPIDICO
DE CAMUNDONGOS KNOCKOUT APO E ALIMENTADOS COM
RESIDUO DE CAFE SECO E FERMENTADO.

Dissertagdo apresentada
a Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em

Bioquimica Agricola, para
obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.
APROVADA: 19 de dezembro de 2008.
Maria do Carmo Gouveia Peluzio So6nia Machado Rocha Ribeiro
(Co-orientadora) (Co-orientadora)
Sérgio Luis Pinto da Matta Daniel Marcal de Queiroz

Prof. José Humberto de Queiroz
(Orientador)



DEDICATORIA

Aos meus pais Carlos e Vania,

as minhas irmas Karla e Thaise.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela presencga constante em minha vida. Por colocar
pessoas tdo maravilhosas em meu caminho e que hoje tenho a oportunidade

de agradecer.

A meus pais, Vania e Carlos, pelo amor incondicional, carinho, incentivo e

apoio.

As minhas irmas, Karla e Thaise, e ao meu cunhado Thiago, pela

amizade, confianga, apoio, carinho e incentivo sempre.

Ao meu querido orientador, professor José Humberto de Queiroz, pela
dedicada orientacdo, pela confianca, pelos ensinamentos, pelo
companheirismo e pela amizade construida e cultivada durante esses anos de

convivéncia.

A Professora Maria do Carmo Peluzio pela co-orientagdo, amizade,

carinho, conselhos, sugestdes e ensinamentos tao valiosos.

A Professora Sénia Ribeiro, além de co-orientadora, uma mae. Obrigada
pelo carinho, amizade, calma, apoio, incentivo e, sobretudo paciéncia nas
horas em que tanto precisei.

Ao Professor Sérgio da Matta pela orientacdo tdo precisa, pelo carinho,
atencdo, sugestbes e ajuda nas duvidas que surgiram no decorrer deste
trabalho.

Ao Professor George Kling pela simpatia, carinho e oportunidades.

Ao Professor Adelson Tinéco, ou melhor, “Paidelson”, por ter me acolhido

e aberto as portas para realizacdo do meu sonho. Pela eterna confianca,



incentivo e, sobretudo pela verdadeira amizade construida ao longo desses

anos.

A Professora Tania Toledo, pela confianca, amizade e carinho a mim
demonstrados.

Aos amigos do laboratoério Fabiano, Lucas e Rafael pelos bons momentos
gue passamos juntos e pelo apoio que sempre me deram.

As minhas estagiarias “maluquinhas”, Livia e Aline, pela amizade, pelo
companheirismo e ajuda sempre prestada. E € claro, pelas 6timas risadas ao
longo da realizacdo do experimento. Sabemos que se alguma coisa nao saiu

como se esperava, a culpa é de quem?

Ao Eduardo, Adenilson, Carldo, Serafim (in memorian), Cassiano, Alex e
demais funcionarios do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
(DBB), do Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) e do Departamento de
Biologia Geral (DBG) pela ajuda e pelo convivio ao longo desse trabalho.

Aos demais professores do DBB e do DNS pela troca de experiéncias e
incentivo. Em especial ao professor Claudio Mafra pelo carinho e a professora
Neuza Brunoro por ter cedido o laboratério para realizacao do ensaio biologico.

A professora Maria Catarina Kasuya, por permitir a utlizagdo do
microscopio para captura das imagens utilizadas nesse estudo. A Marliane e ao
Marlos pela ajuda na realizagéo desse trabalho.

Ao professor Daniel Marcal pela colaboragéo na realizagéo desse estudo.
Ao Enrique pela amizade e ajuda na coleta e secagem do residuo.

Aos amigos da pos-graduacéo Ritinha, Izabela, Ronny, Wendel, Patricia
Dias, Rafael, Edvaldo, Priscila, Luciana, Renata, Franciny, Hebréia, Fabricia,
Patricia Fontes, e demais alunos pela convivéncia, amizade cultivada e

encontros regados a gargalhadas.



As Saideras, Amanda, Carol, Paola, Lala e Clarice pela amizade,
companheirismo, cumplicidade e convivéncia tdo maravilhosa. Sem vocés

Vigosa ndo seria a mesma.

A amiga Monica Sant’Anna pela amizade compartilhada ao longo desses
anos. Pela importante ajuda na conclusdo desse trabalho. Ter amiga pouca

pratica ndo é facil.

Aos amigos, Douglas, Carolina Gomes, Marcela Ferreira, Tassia, Lidy,
Tatiana, Braulio, Diego, Davison, Florian, Thiago, Saulo, Carlos e Caca pelas

boas risadas e pelos momentos maravilhosos vividos.

Aos amigos do Rotaract pela amizade eterna.

A Fatima, Felix, Fred, Tio Vicente, Tia Teté, Marcus, Lucia e a todos da
familia Souza e da familia Dias, que durante esse tempo em que vivi aqui se
tornaram minha familia. Obrigada por tudo! Vocés foram essenciais para essa

conquista.

A todos que de alguma forma conviveram e contribuiram, direta ou
indiretamente, para realizagcdo desse sonho. Seja com trabalho, seja com

amizade.

A TODOS...
MUITO OBRIGADA!



BIOGRAFIA

LARISSA FROEDE BRITO, filha de Carlos Alfredo Pinto de Brito e Vania
Froede Brito, nasceu em 25 de junho de 1982, na cidade de Tedfilo Otoni,
Minas Gerais.

Em dezembro de 2003 graduou-se em Nutricdo pela Faculdade Arthur Sa
Earp Neto, Petrépolis-RJ.

Em setembro de 2006 ingressou no Programa de Treinamento para
Aprimoramento Profissional — Nivel Superior, no Laboratério de Epidemiologia
Nutricional na Universidade Federal de Vigosa, concluindo em 24 de setembro
de 2007.

Em Marco de 2007 iniciou o curso de Pds-Graduacdo em Bioquimica
Agricola, na Universidade Federal de Vicosa, obtendo o titulo de Magister

Scientiae em dezembro de 2008.

Vi



INDICE

LISTADE ABREVIATURAS ... .ot e e viii
1 11V [ P IX
N = 1S X I 2 ¥ o Xi
1. INTRODUGAOQ ..ottt ee e eaenens 1
2. REVISAO DE LITERATURA ... 3
2.1. Histérico e processamento do Café............cccevveeeriiiiiiiiiiiiiiee e, 3
2.2. Residuos do processamento do Café:.........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 6
2.3. Utilizac&o dos residuos do fruto do cafeeiro: ..........ccevvvvevvvveeeveeeeninnnnnne, 8
2.4. Doencas Cardiovasculares @ Monascus ruber: ..............eeevevveveveeveeeenne. 10
2.5. Camundongos Deficientes no Gene da Apoproteina E ..............ceeeeee... 14
3. MATERIAIS E METODOS......ieoee et 17
3.1. Coletas de amostras dos residuos de Café...........ccccvveeeeeeeeiiiiiiciiiiiennnn. 17
3.2, MiICIOOIQANISITIO ....eeeeeeeeeieiiiieeeeeeeeeee et eee ettt et ee e ee e e e s e e e e e eeeeeeeenees 17
3.2.1. CONSErVAGA0 TA CEPA ....uuuuunnuiuuiiiiiii s 17
3.3. Producéo do Residuo Fermentado............cceveeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 18
3.4. Caracterizacdo do residuo bruto e do residuo fermentado.................... 19
3.5. ENS@I0 BIOIOQICO ....oeiiieiiiiiiiiiieieee et 19
3.5.1. Origem e manutenGao dOS aNIMAIS...........cccevrrnmnnnninaa 19
3.5.2. Adicao do residuo fermentado como parte da dieta aterogénica de
camundongos KNOCKOUL APO E.........uuuiiii s 20
3.6. CreSCIMENTO....ciiiieeiiiiiee e e e e et e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeaaanaaaeeeeeeeeennnnns 21
3.7. AMOSIIaS 08 SANQUE .......eviiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeenees 21
TR S I B [S1SToTor= Vo= To l o [0 1] (o =T 1 JU SRR 21
3.9. Anélises Histopatologica € MOrfOmEtriCa..........ooovveevvieieieeeeeeeeiiiiieeenn 22
4. ANAliSES EStatiStICAS ... ..uuuuriiiiiiiiiiiiii e 22
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ...t 24
4.1. Caracterizacao do residuo do café fermentado e nao fermentado........ 24
4.2. Consumo alimentar e ganho de peso dos animais.............cccoeeeeeiinnnnnns 25
4.3. Efeito do residuo de café no perfil de lipidios séricos de camundongos
KNOCKOUL APO E....ee 29
4.4. Efeito do residuo de café fermentado e ndo fermentado sobre os tecidos
hepéatico e aorta de camundongos knockout APO E.........cccccvvvvvviiiiiiiinieeeeenn. 33
4.4.1. Anédlise histopatoldgica do tecido hepatiCo...........ccccveeeviiiiiiieeeennne 33
4.4.2. Histopatologia a0rtiCa. ........ccoviiiuiuiiiieeei e 37
5. CONCLUSOES ..ottt 44
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccootiiiiiieieieieeeieie e 45

Vii



LISTA DE ABREVIATURAS

HMG-CoA: Hidroxi-metil-glutaril-coenzima A
CC: Café cereja

CD: Cereja descascado

LDL: Lipoproteina de baixa densidade

LDLr: Receptor de LDL

HDL: Lipoproteina de alta densidade

VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade
TGL: Triacilglicerois

CT: Colesterol total

QM: Quilomincrons

Apo E: Apoproteina E

Ca: Célcio

Mg: Magnésio

P: Fosforo

K: Potassio

PDA: 4gar de batata dextrosado

MgSO,: sulfato de magnésio

KH,PO,: Hidrogenofosfato de potassio monobéasico
ARC: Agua residuaria de café

H/E: Hematoxilina e eosina

PBS: Salina tamponada com fosfato

cell foam: células espumosas

viii



RESUMO

BRITO, Larissa Froede, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2008. Evolucdo da lesao aterosclerdtica e perfil lipidico de
camundongos knockout Apo E alimentados com residuo de café seco
e fermentado. Orientador: José Humberto de Queiroz. Coorientadores:
Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Sonia Machado Rocha Ribeiro.

A cafeicultura é uma atividade agricola que produz um grande volume de
residuos liquidos e sdlidos, gerando custos com o tratamento e destinacao dos
mesmos. O residuo do fruto do cafeeiro, por ser rico em macro e micro
nutrientes como acgucares, proteinas, Ca, Mg, P, N e K, torna-se um meio
indutor para o crescimento e cultivo de fungos. Os fungos do género Monascus
tém sido utilizados na culinaria oriental como corante, condimento e para dar
sabor aos alimentos. Os produtos da fermentacdo por Monascus tém sido
utilizados na alimentagdo de animais e de humanos para reduzir os niveis
séricos de lipidios pela inibicdo da HMG-CoA redutase, a enzima chave na
biossintese do colesterol. Dessa maneira, esses produtos auxiliam na
prevencdo de patologias especificas (dislipidemias), como a aterosclerose. O
presente trabalho teve como objetivo determinar a composi¢cdo centesimal dos
residuos do café fermentado com Monascus ruber e ndo fermentado, bem
como avaliar o efeito da adicdo desses residuos a dieta de camundongos
knockout Apo E hiperlipidémicos como fator atenuante a formagéo de placas de
ateroma. A conservagao da cepa foi realizada em meio PDA. Utilizou-se
solucdo contendo 0,1% de MgSQg4, 0,1% de KH,PO4 e 1% de NH4Cl para o
enriquecimento do meio contendo o residuo seco e elevacdo de seu teor de
umidade para 50%. A esse meio foi adicionada suspensdo de esporos.
Andlises bromatologicas dos residuos fermentado e ndo fermentado foram
realizadas segundo os métodos recomendados pelo Instituto Adolfo Lutz. O
residuo seco apresentou 10,2% de umidade, 8,5% de cinzas, 1,4% de lipidios,
11,7% de proteinas e 67,9% de carboidratos totais. Para o residuo fermentado
foram obtidos 9,9% de umidade, 10,2% de cinzas, 1,2% de lipidios, 17% de
proteinas e 61,8% de carboidratos totais. O consumo do residuo de café,

fermentado e sem a fermentacédo, por animais Apo E alimentados com dieta



aterogénica suplementada com diferentes concentracdes dos residuos, nao
alterou o consumo alimentar, o0 ganho de peso e o indice hepatico quando
comparados ao grupo controle (G1). O residuo de café sem fermentar 2% (G2)
diminuiu significativamente em 42% o nivel de triacilglicerdis e em 41% a
fracdo VLDL-c quando comparados ao grupo que recebeu somente dieta
aterogénica (G1). Os camundongos que foram alimentados com o residuo
fermentado a 2% (G4) e a 10% (G5) apresentaram um aumento de
respectivamente, 66,6% e 33,3% no deposito de gordura hepatico, enquanto o
residuo sem fermentar nao alterou os hepatécitos. Os animais que receberam
o residuo fermentado 2% (G4) apresentaram o melhor efeito na diminuicdo da
area da lesao adrtica. Ja os animais que consumiram o residuo fermentado
10% (G5) nao apresentou efeito sob as lesdes. Em contrapartida, o grupo que
recebeu residuo sem fermentar 10% (G3) aumentou significativamente as

lesdes aodrticas quando comparadas ao grupo controle (G1).



ABSTRACT

BRITO, Larissa Froede, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, december of
2008. Evaluation of the atherosclerotic lesion and lipid profile of Apo E
Knockout mice fed with dry residue of coffee and fermentaded. Adviser:
José Humberto de Queiroz. Co Advisers: Maria do Carmo Gouveia Peluzio
e So6nia Machado Rocha Ribeiro.

Coffee-growing is an agricultural activity which generates a large volume
of both liquid and solid waste, creating huge costs to its treatment. The residue
of the fruit of the coffee, because it is rich in macro and micro nutrients such as
sugars, proteins, Ca, Mg, P, N and K, becomes a way to induct the growth and
cultivation of fungi. The fungus of the genus Monascus has been used in
Oriental cooking as coloring, for seasoning and flavoring food, etc. Products
fermented by Monascus have been used in human and animal nutrition to
reduce serum lipids levels by inhibiting HMG-CoA redutase, the cholesterol
synthesis key enzyme. This way, these products are able to prevent and
decrease dyslipidemies, such atherosclerosis. In the present study, we
determinate the centesimal composition of coffee residues unfermented and
fermented by Monascus ruber. The effects of adding these residues to diets of
hyperlipidemic knockout Apo E mices were evaluated on occurrence of
atheroma plaques. The strain’s conservation was held in PDA amid. A solution
composed by 0.1% MgSO4, 0.1% KH2PO4 and 1% of NH4Cl was used to
enrich the environment containing the dry residue and to elevate it's moisture
content up to 50%. To this environment was added suspension of spores. The
fermented and unfermented residue bromatological analysis bromatological
were performed using the methods recommended by the Adolfo Lutz Institute
(Brazil, 2005). The dry residue showed 10.2% moisture, 8.5% ash, 1.4% lipids,
11.7% protein and 67.9% of total carbohydrates. 9.9% of humidity to the
fermented residue were obtained, 10.2% of ashes, 1.2% of fat, 17% of protein
and 61.8% of total carbohydrates. The consumption of the coffee residue
(fermented and unfermented) by Apo E animals, fed with atherogenic diet
supplemented with different concentrations of residue, showed no changes in
the evolution of weight and weight gain. The serum lipids also showed no
difference between the treatment groups; only at the fraction VLDL-C e TG of
animals fed with 2% of the waste without ferment (G2) the decrease was

Xi



significant. The mice that were fed with fermented residue to 2% (G4) and 10%
(G5) showed an increase of respectively 66.6% and 33.3% in the deposit of
liver fat, showing that the fermentation contributed to this increase. In the
evaluation of the atherosclerotics lesions it was verified that fermentation of the
residue is directly related to its concentration, showing that, in low concentration
(2%), the fermentation is beneficial. Also, the residue with no fermentation in

bigger concentrations (10%) presented positive effect.
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1. INTRODUCAO

Dentre os produtos agricolas trabalhados pelo homem, o café tem
grande significado no cenario mundial, constando como grande gerador de
divisas, movimentando cerca de 12 a 13 bilhdes de ddlares nesse meio
(GUIMARAES et al., 2002, citado por FARIA et al., 2006).

Embora a cafeicultura seja importante economicamente, ela € uma
atividade agricola que origina um grande volume de residuos liquidos e
sélidos. O tratamento e destinacdo desses residuos elevam os custos de
producédo (CARVALHO; VEGRO, 1994; ABIC, 2008).

Tradicionalmente a casca e a polpa do café tem tido apenas aplicacdes
limitadas como fertilizantes, ragcdo animal, biocomposto, utilizando apenas
uma fracdo da quantidade disponivel. Essas aplicacbes nao sao
tecnicamente muito eficientes. Estudos recentes focaram suas aplicacbes
como substratos em bioprocessos. Tentativas de detoxificacdo também
foram realizadas para aplicacdo em racdo animal e utilizacdo do material
como substrato na elaboracdo de produtos com maior valor agregado como
enzimas, acidos organicos, aromas, cogumelos. Como a casca e a polpa de
café possuem uma boa quantidade de aclUcares fermentesciveis, estes
consistem em substrato apropriado para o cultivo de fungos e leveduras
(SOCCOL, 2002).

Os fungos do género Monascus tém sido utilizados h& milhares de
anos na China na industria de fermentacdo para preparacao de vinho tinto
de arroz, vinho tinto Shao-Hsing e alimentos nativos, como o queijo de soja
vermelho (LIN et al., 1973).

Os alimentos obtidos a partir da fermentacdo por Monascus ruber tem
sido utilizado na dieta de animais e em humanos para reduzir os niveis de
lipidios séricos, pela atividade inibidora da HMG-CoA redutase, enzima
chave da biossintese de colesterol em humanos (ENDO, 1979; WANG et al.,
1997). Segundo Endo et al (1985), a monacolina k (mevinolina), isolada a
partir de fungos Monascus ruber, € um composto com agdo
hipocolesterolémica que inibe a enzima HMG-CoA redutase e que pode
ajudar na reducéo de lipidios séricos.

A aterosclerose se caracteriza por alteracbes da camada intima,
representadas por acumulo de lipidios, carboidratos complexos,



componentes do sangue, células e material intercelular. Inicia-se com a
migracdo de mondcitos da corrente sangilinea para depositarem nas
paredes arteriais, ap6s injuria do endotélio, acumulando gorduras
(principalmente colesterol) e formando as placas aterosclerdticas ou
ateromas. As artérias afetadas perdem elasticidade e se estreitam
gradativamente, podendo se romper. O contato das substancias do interior
da placa com o sangue leva a sua coagulacdo e consequente obstrucao do
vaso (BOTZ et al., 1997; SOUZA et al., 2005).

O acumulo de lipidios na parede arterial induz a liberacéo de citocinas
pré-inflamatérias pelos macréfagos. Estas citocinas promovem o
recrutamento de mondcitos e o acumulo de células espumosas, que sdo o
inicio das estrias gordurosas (OSTERUD; BJORKLID, 2003). A formacéo e
acumulo de células espumosas caracterizam a estria gordurosa, e
contribuem ainda para o aumento do tamanho da leséo, que pode progredir
para uma lesdo intermediaria e finalmente para uma lesdo complexa
(FERREIRA et al., 2007).

Os camundongos sdo os modelos animais mais utlizados para o
estudo dos lipidios e da aterosclerose. No entanto, nestes animais, as lesdes
aterosclerdticas induzidas por dietas extremamente hipercolosterolémicas
sdo limitadas em tamanho, complexidade e distribuicdo. Isto pode ser
modificado com o desenvolvimento de camundongos transgénicos e
knockout para determinados genes, o0s quais podem produzir efeitos
notaveis nas lipoproteinas plasmaticas e nas lesfes arteriais, até mesmo na
auséncia de manipulacdes dietéticas (FAZIO; LINTON, 2001).

As preocupacdes crescentes com problemas ambientais, atualmente,
valorizam sobremaneira a destinacdo e o aproveitamento dos residuos
gerados, levando os pesquisadores a desenvolver métodos eficientes para
utilizacdo dos mesmos. Além disso, tem havido grande interesse no estudo
da composicao dos residuos e subprodutos do processamento dos frutos do
cafeeiro. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo fermentar o
residuo do café com Monascus ruber, caracterizar, por meio da composicao
bromatolégica, o residuo da despolpa do café fermentado e sem
fermentacdo e verificar a adicdo desses residuos a dieta de camundongos
Knockout Apo E hiperlipidémicos como fator atenuante a formagéo de placas

de ateroma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histdérico e processamento do café
O café originou-se na Etiépia, tendo indicios de cultivos no Yemen

antes mesmo do século XV. Os primeiros “cafés” foram abertos pelos arabes
como ponto de encontro para negociantes. Os europeus tiveram seu
primeiro contato com o café através dos mercadores de Veneza no século
XV. Nesse mesmo tempo, os espanhdis introduziram na Europa outras
bebidas quentes, como o chocolate e os chas. O café nessa época era
vendido como produto com caracteristicas medicinais, e somente em 1720
que foi aberto o primeiro café em Veneza. Apesar do cuidado dos arabes em
ndo deixar sementes férteis a disposicdo de outros povos, os holandeses
conseguiram levar o produto para seus jardins botanicos. Em 1668 houve a
primeira evidéncia do produto na América do Norte. Dai em diante, o café
passa a ser apreciado nas maiores cidades e centros financeiros
americanos, como o New Exchange e o Bank of New Work que comecaram
a operar com cafés, formando o distrito financeiro conhecido como Wall
Street (LEITE; SILVA, 2000; LEITE, 2002).

No Brasil, o café foi inicialmente cultivado nas areas préximas do litoral,
mas logo se percebeu que a temperatura elevada e altitudes baixas nao
eram adequadas para 0 seu cultivo. Por esse motivo os produtores
mudaram-se para o interior, construindo rodovias e estradas de ferro para
transportar o café até os portos. Sendo assim, a producdo de café foi um
importante fator no desbravamento do interior do pais (GRAAFF, 1986;
LEITE, 2002). Segundo Matiello (1991), o café da espécie Coffea arabica é
adaptado as condicbes de clima tropical de altitude com umidade e
temperaturas amenas. Ja a espécie Coffea canephora, adapta-se as regides
equatoriais baixas, quentes e umidas.

Na década de 90, o cultivo do café no Brasil ocupava 4% (3.200.000
hectares) da area total cultivada e contratava 5% da mao de obra rural,
representando 1% do Produto Interno Bruto, 2% do total de empregos e 10%
dos produtos exportados (MENEZES, 1990).



A producdo mundial de café na safra de 2005/06 atingiu cerca de 108
milhdes de sacas de 60 quilos, das quais o Brasil contribuiu com 30,49%
deste montante, cerca de 32,92 milhdes de sacas (CONAB, 2006).

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria do Café (ABIC,
2007), a producdo mundial na safra de 2007/08 atingiu 121,43 milhdes de
sacas, sendo 33,7 milhdes de sacas produzidas no Brasil. E esperado que
até o fim do ano de 2008 a producdo Brasileira alcance o nimero de 46
milhdes de sacas produzidas. Este crescimento estd associado a um
conjunto de fatores, como aumento do consumo, melhoria continua da
qualidade do café, consolidacdo do mercado de cafés, melhora da
percepcdo do café quanto aos aspectos dos beneficios para a saude e
melhora das condi¢des econdmicas no Brasil (SIMOES et al., 2008).

O fruto de café maduro, denominado café cereja (CC), é composto pela
polpa, formada pelo exocarpo (epiderme) e parte do mesocarpo; a cor da
epiderme varia de verde, representado pela clorofila, a amarelo e roxo,
representando, principalmente, as antocianinas. Envolvido pela epiderme,
encontra-se a mucilagem ou mesocarpo, constituida por uma camada
grossa de tecido esponjoso rico em acgucares e pectina que envolve e
protege os grdos. As sementes se encontram revertidas por uma dupla
camada: o primeiro chamado pergaminho (endocarpo), de cor amarelo
palido e consisténcia dura e fragil; e a segunda, chamada pelicula prateada
(tegumento seminal), mais fina que a anterior e aderida ao grdo (ROA,
1999).

O café, ao completar seu desenvolvimento, apresenta coloracao
vermelha ou amarela, existindo variacbes. Cortando-se o fruto
longitudinalmente, pode-se observar a casca, o grao e um liquido
mucilaginoso a eles aderido. O grdo contém a semente, usada para fazer a
bebida do café. A casca, o café cereja descascado e a mucilagem
representam 39%, 39%, e 22% do volume do fruto, respectivamente
(ZULUAGA, 2000).

A colheita dos frutos do cafeeiro é feita manual e mecanicamente. Para
se obter uma bebida de melhor qualidade, os frutos devem ser colhidos no
estagio cereja, identificados pela cor vermelha ou amarela, dependendo da
variedade. Devido a desuniformidade de maturagcédo, colhem-se os também

os frutos antes e ap0s esse estagio de maturacdo (SOCCOL, 2002).
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O processamento ou preparo dos frutos de café, apds a colheita, pode
ser feito por via seca, resultando no café natural ou de terreiro, ou por via
Uumida, obtendo-se o café despolpado. O café cereja descascado (CD) é
obtido por um processo intermediario entre estes dois sistemas tradicionais
(CUNHA, 1996; LEITE, 2002).

Para obtencéo do café cereja descascado (CD), que tem maior valor
de mercado, os frutos, assim que chegam da lavoura, passam pelos
processos de lavagem e despolpa, depois sdo submetidos a secagem. Na
lavagem e despolpa os cafés verdes e cerejas sdo separados do café boéia
(ROA, 1999).

No Brasil, segundo Leite (1998a), cerca de 90% do café é preparado
por “via seca’. A qualidade do produto nesse processo vai depender das
condicdes climaticas durante o preparo dos cafés colhidos, para evitar a
fermentacdo indesejavel e a infestagcdo de microorganismos, que ocorre na
mucilagem agucarada dos frutos.

No processo por via seca, ap0s a colheita, as cerejas sao
imediatamente secas ao sol em é&reas de secagem. As cerejas Sao
espalhadas em finas camadas (+ 30 kg/m?), revolvidas fregiientemente e
cobertas durante a noite no periodo de chuvas. E, algumas vezes, dificil
obter cerejas secas a 12% de umidade por simples secagem ao sol; uma
secagem artificial final € entdo feita em secadores estaticos, rotatérios ou
verticais (SOCCOL, 2002).

O processamento por via Umida € mais sofisticado e normalmente
produz um café de melhor qualidade, considerando que todas as outras
variaveis sejam iguais. E utilizado na Colémbia e em outros paises
produtores de café arabica suave (LEITE, 1998b; LEITE, 2002).

Segundo Zambolim (2000), no processo via Umida, o café recém-
colhido é lavado e sédo separados os frutos cerejas e verdes; estes seguem
direto para fase seguinte em que sao separados, através do separador de
verdes do despolpador, restando somente os grdos maduros, ideais para
consumo mais sofisticado. Posteriormente, os frutos maduros s&o
descascados e levados a um tanque de fermentacéo, onde permanecem por
um periodo de 24 a 36 horas dependendo da regido, e sao lavados para
eliminacdo de polpa remanescente. Os grdos sdo secos ao sol em areas

cimentadas ou artificialmente em secadores. Apds a secagem, 0s graos sao
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selecionados eletronica ou manualmente e entdo condicionados em sacas
(SOCCOL, 2002).

As preocupacdes crescentes com problemas ambientais, atualmente,
valorizam sobremaneira a destinacdo e o aproveitamento dos residuos
gerados, levando os pesquisadores a desenvolver métodos eficientes para
utilizacdo desses residuos. Além disso, tem havido grande interesse no
estudo da composicdo dos residuos e subprodutos do processamento dos
frutos do cafeeiro, pois tal conhecimento justifica seu determinado uso.

2.2. Residuos do processamento do café
Segundo Morgano et al. (2002), os cafés crus apresentam teores de

8,6 a 12,6% de proteinas, 12,3 a 14 % de lipidios e 3,5 a 4,5% de minerais.
Dentre esses minerais essenciais ao funcionamento metabdlico normal do
organismo destacam-se 0s macrominerais como: célcio (954 mg kg™),
potassio (15785 mg kg™), magnésio (1806 mg kg™) e fésforo (1380 mg kg™),
e 0s microminerais como: cobre (14,7 mg kg™), cobalto (0,164 mg kg™), ferro
(38,5 mg kg™), manganés (22,9 mg kg) e zinco (4,93 mg kg™).

Na composi¢cdo quimica da casca encontram-se carboidratos com
caracteristicas biodegradaveis como o amido, pectina, celulose,
hemicelulose e lignina (SNIFEN et al., 1992, citados por BARCELOS et al.,
2001). Outros compostos localizados na casca sdo os taninos e a cafeina
(SOUZA et al., 2001; ROCHA et al., 2006).

A celulose é um polissacarideo constituinte da parede celular dos
vegetais, indigeriveis pelas enzimas digestivas humanas, mas sofrem
processo de fermentacdo no intestino grosso (BOAS, 1999). As fibras
insoluveis como lignina e a celulose, se ligam a sais biliares e reduzem a
absorcdo de gorduras, sendo ainda Uteis no tratamento da constipacéo e
sindrome do intestino irritavel, devido a propriedade de aumentar o volume
fecal pela absorcéo de agua (ESCOTT-STUMP; MAHAN, 2003).

Segundo Boas (1999), as pectinas, carboidratos formados por
unidades basicas de acido galacturénico, sao classificadas como fibras
solaveis, com funcbBes de diminuicdo especifica sobre o colesterol - LDL;
habilidade de formar gel e aumentar a viscosidade do bolo fecal, retardando
0 esvaziamento gastrico e a absor¢cdo de nutrientes para a corrente

sanguinea, o que poderia auxiliar no controle glicémico (CORREA, 2003).



Estudos prévios mostraram teores de 1,83 e 1,29% de taninos e 0,86
e 0,81% de cafeina na casca de café (BARCELOS et al., 2001). Minerais
como potassio (32 g/kg), nitrogénio (17 g/kg), fésforo (1 g/kg) e célcio (4
g/kg) também podem ser encontrados nesse residuo (COSTA et al., 2003).

Os taninos fazem parte do grupo de compostos chamados
flavondides, tém o potencial negativo sobre o valor nutritivo dos alimentos,
especialmente a reducao da digestibilidade das proteinas, a inibicdo da acdo
de enzimas digestivas e a interferéncia na absorcdo de ferro. Entretanto,
eles possuem uma forte agéo antioxidante, mas os efeitos do tanino sobre a
salde humana ainda sdo desconhecidos. Estes compostos tém a
capacidade de combinar com proteinas da pele inibindo o processo de
putrefacdo, também conhecido como processo de curtimento do couro
(DESHPANDE et al., 1986, citados por SILVA; SILVA, 1999).

A mucilagem é constituida de pectina, com teor entre 30 e 35% do
peso seco, sendo o dobro do encontrado em macds, comparavel ao das
frutas citricas (CLAUDE, 1979, citado por CARVALHO; VEGRO, 1994),
monossacarideos como glicose, galactose, ramnose e arabinose, além de
compostos antioxidantes e flavondides, principalmente as antocianinas e
protoantocianinas, e os polifendis como os acidos clorogénicos (GRAZIOSI;
RATHINAVELU, 2005).

Os &cidos clorogénicos formam uma classe de compostos presentes
no café que tém relevantes funcBes biolégicas como antioxidantes,
principalmente no célon, e protegem 0 organismo contra doencas
cardiovasculares (ENCARNACAQ; LIMA, 2003).

Avalone et al. (2001) encontraram 30%, 9% e 15% de substancias
pécticas, celulose e polissacarideos nao-celulésicos  neutros,
respectivamente, na mucilagem do café. Além disso, a mucilagem é
constituida de proteinas, fibras, compostos antioxidantes, flavondides,
proantocininas incolores, célcio, magnésio, fésforo, sodio e potassio, dentre
outros (ZULUAGA, 2000).

O residuo liquido é denominado agua residuaria de café (ARC).
Geram-se cerca de 0,1-0,2 litros de ARC na lavagem e 3-5 litros na despolpa
de 1 litros de frutos de café, dependendo dos equipamentos e de
recirculacdo de agua na unidade de processamento. A ARC possui elevada

carga organica, podendo provocar problemas na flora e na fauna aquaticas



caso seja lancada em corpos hidricos sem adequado tratamento (MATOS et
al., 2001 e 2003; MATOS, 2003; MATOS; LO MONACO, 2003).

O residuo do processamento do café contém agua (84%) e substancias
organicas como acucares pectinas e celulose + cinzas, em base seca,
apresentam de 45%, 35% e 17%, respectivamente, e ndo contém cafeina ou
tanino, constituindo assim, excelente meio de cultura para crescimento de
microorganismos, que se multiplicam rapidamente, provocando forte
demanda de oxigénio. Por esta razdo, quando a agua residuaria é lancada
em um corpo hidrico, sem adequado tratamento, podera provocar deplecéo
do oxigénio dissolvido e morte dos seres aquaticos aerébios, notadamente
peixes. Podem-se citar como algumas propriedades medicinais, 0 uso de
fibras dietéticas sollveis para o controle e prevencdo de doencas
cardiovasculares; as pectinas, que sao capazes de formar complexos com o
Ca e Fe livres, transportando-os para fora do corpo, reduzindo os niveis
séricos destes constituintes nutricionais (ZULUAGA, 2000; MATOS et al.,
2001 e 2003; MATOS, 2003; MATOS; LO MONACO, 2003).

Como podem ser observadas, muitas sdo as informacdes sobre a
relacdo do café com a saude. Entretanto, pouco se conhece sobre a
variedade de substancias encontradas nos seus residuos. Alguns
componentes do café agem de forma importante no organismo, portanto
constituindo um coadjuvante no combate a doencas pelos seus efeitos
farmacolégicos. Porém é necessario um estudo mais aprofundado para se

assegurar os reais efeitos e suas propriedades no organismo animal.

2.3. Utilizac&o dos residuos do fruto do cafeeiro
Tradicionalmente a casca e a polpa do café obtiveram apenas

aplicagbes limitadas como fertilizantes, racdo animal, biocomposto, etc.
Esses estudos utilizaram apenas uma fracado da quantidade disponivel e nao
foram tecnicamente muito eficientes. Estudos recentes focaram suas
aplicagbes como substratos em bioprocessos. Tentativas de detoxificagdo
também foram realizadas para aplicacdo em racdo animal e utilizacdo do
material como substrato na elaboracdo de produtos com maior valor
agregado como enzimas, acidos organicos, aromas e cogumelos. Como a

casca e a polpa de café possuem uma boa quantidade de acUcares



fermentesciveis, estes consistem em substrato apropriado para o cultivo de
fungos e leveduras (SOCCOL, 2002).

Braham; Bressani (1979) estudaram a composi¢do dos residuos do
processamento dos frutos do cafeeiro e seus usos potenciais, dando énfase
a utilizacdo como alimento para ruminantes, suinos e outras espécies,
indicando os tratamentos (fisicos e quimicos) que cada subproduto deve
sofrer antes de sua utilizacao.

De acordo com a Central de Beneficio Ecologico de Anserma, a
vermicompostagem, usando como substrato a polpa e a mucilagem do café,
mostrou ser um processo eficiente de tratamento, pois transforma estes
residuos em adubo organico de excelente qualidade em curto periodo de
tempo. As aguas residuais utilizadas no processamento do café também
podem ser usadas para irrigar os canteiros de compostagem, garantindo a
umidade ideal para a sobrevivéncia de minhocas (ROA, 1999). Segundo a
Embrapa (2007), a polpa do café € um detrito industrial do processamento
do café podendo substituir até 20% dos concentrados comerciais usados na
alimentagdo animal, sem efeitos adversos e com uma economia de custos
de até 30%.

Barcelos et al. (2001) concluiram, em seus estudos sobre a
alimentacdo de ruminantes, que o milho pode ser substituido por polpa de
café desidratada em até 30% do total da racdo, sem efeitos prejudiciais em
termos de aumento de peso ou conversado alimentar. Isto significa que, no
final do periodo de acabamento, cada bezerro criado deixou bastante milho
disponivel para o consumo humano ou usos alternativos. Além disso,
afirmaram que a grande vantagem na utlizacdo da casca de café,
comparada ao milho, na alimentacdo de bezerros é quanto ao
armazenamento. A casca do café pode ser armazenada de um ano para o
outro sem problemas de ataque de pragas tdo comuns ao milho.

Furusho et al. (1996), em um estudo realizado com cordeiros, utilizando
15% de casca de café, tratada ou ndo com uréia, ndo observaram influéncia
sobre o consumo de matéria seca (MS) e peso bruto (PB).

Além de ruminantes, testes de alimentacao com polpa de café tém sido
realizados com peixes, aves, cordeiros e coelhos. Nos testes de alimentagao
tém sido incluidas a determinacdo do aumento diario de peso, a ingestédo

diaria de substancias secas e a eficiéncia na conversdo alimentar
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(FURUSHO et al., 1996; BARCELOS et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2001;
SOUZA et al., 2006; ROCHA et al., 2006; PARRA et al., 2008).

A ensilagem é uma alternativa vélida para 0 manejo e o
armazenamento das enormes quantidades de polpa de café produzida nas
propriedades rurais. A inclusdo de ensilagem nas dietas de alguns animais
de fazenda pode contribuir para a reducéao dos custos de producao de carne
e leite, em particular nos paises em desenvolvimento, contudo, mais

trabalhos séo necessarios para comprovar tal fato (ROCHA et al., 2006).

Atualmente, a casca € reaproveitada para adubar as lavouras,
enquanto a agua residuaria gerada nas unidades de processamento é
descartada. Os restos de cascas e mucilagem dos frutos constituem um
excelente substrato para o crescimento de microorganismos (PELIZER et al.,
2007).

Diante do exposto, sabendo ainda que grande parte dos residuos
gerados no processamento do café é descartada e/ou ndo é habitualmente
aproveitada, €& possivel inferir que fonte potencial de nutrientes,
especificamente na casca e mucilagem, tem papel fundamental no
organismo animal. Além disso, sabe-se que a casca e a polpa do café
possuem uma boa quantidade de acUcares fermentesciveis, constituindo um

substrato apropriado para o crescimento de fungos e leveduras.

2.4. Doencas cardiovasculares e Monascus ruber
Desde a década de 60, as doencas -cardiovasculares vém

apresentando aumento progressivo em todo o mundo, sendo que as
dilipidemias s&o consideradas como um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento dessas enfermidades, principalmente aterosclerose. A
elevacao nas concentracbes de triacilglicerol plasmatico (TGL), colesterol
total (CT) e sua fracdo LDL-c (low-density lipoprotein cholesterol),
associadas a diminuicdo nos valores de HDL-c (higher-density lipoprotein
cholesterol), aumentam a probabilidade do desenvolvimento dessas
patologias (GRILLO et al., 2005). Segundo Souza (2005), as doencas
cardiovasculares sdo responsaveis por altas taxas de morbimortalidade no
mundo, em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento.

O perfil lipidico se altera de maneira assintomatica, podendo iniciar na

vida intra-uterina e, de forma silenciosa, permanecer assim por longos
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periodos, levando a elevacdo de pressdo sanguinea, infartos, acidentes
vasculares cerebrais, entre outras (TEIXEIRA et al., 2001; LIMA et al., 2006).

A hiperlipidemia pode ser traduzida como excesso de substancias
lipidémicas no sangue, como as lipoproteinas, particulas resultantes da
combinacdo de lipidios e proteinas e que tém a funcdo de carrear o
colesterol circulante no sangue para os tecidos. As lipoproteinas sédo
diferenciadas pela sua densidade e respectiva fungdo (BIGGERSTAFF;
WOOTEN, 2004; LIMA et al., 2006).

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crébnica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressao endotelial (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). Ela se manifesta clinicamente
através das doencas cardiovasculares, que compreendem as doencas
cardiacas e as doencas cerebrovasculares. Segundo a Il Diretriz Brasileira
sobre Dislipidemias, a aterosclerose € um processo dinamico, evolutivo, a
partir do dano endotelial de origem multifatorial, com caracteristicas de
reparacdo tecidual. Segundo Portal (2004), a aterosclerose é uma doenca
complexa que envolve muitos tipos celulares e mediadores circulantes,
resultando em um estado inflamatério na parede arterial.

A aterosclerose se caracteriza por alteragcbes da camada intima,
representadas por acumulo de lipidios, carboidratos complexos,
componentes do sangue, células e material intercelular. Inicia-se com a
migracdo de mondcitos da corrente sangilinea para depositarem nas
paredes arteriais, acumulando gorduras (principalmente colesterol) e
formando as placas aterosclerdticas ou ateromas. As artérias afetadas
perdem elasticidade e se estreitam gradativamente, podendo se romper. O
contato das substancias do interior da placa com o sangue produz sua
imediata coagulacao e consequente obstrucao total e subita do vaso (BOTZ
et al., 1997; SOUZA et al., 2005).

O acumulo de lipidios na parede arterial induzird a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos. Estas citocinas irdo promover
o recrutamento de mondécitos e o acumulo de células espumosas, que sao
0s tipos celulares mais comuns nas estrias gordurosas (OSTERUD;
BJORKLID, 2003). A formacdo e acumulo de células espumosas

caracterizam a estria gordurosa, e contribuem ainda para o aumento do
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tamanho da lesdo, que pode progredir para uma lesdo intermediaria e
finalmente para uma lesédo complexa (FERREIRA et al., 2007).

Determinados fatores se associam ao desenvolvimento mais precoce
e acelerado da aterogénese. Segundo Scott (2004), dentre estes, estdo as
dislipidemias, que constituem fatores de risco modificaveis para a
aterosclerose.

A modificacdo da dieta € um ponto central do tratamento da
hipercolesterolemia. Estudos epidemiolégicos tém fornecido evidéncias
sobre a importancia da dieta como fator de risco para doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus e neoplasias. Varios alimentos e
nutrientes tém sido relacionados tanto a ocorréncia quanto a prevencao de
doencas cronicas em diferentes populacdes (LOPES et al., 2005). Segundo
Bertolino et al. (2006), o consumo de gorduras trans vem sendo apontado
como um fator de risco importante tanto quanto o consumo de acidos graxos
saturados para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares em ambos
0S géneros.

Ang kak é um produto fermentado por fungo do género Monascus
muito utilizado pelos povos asiaticos, e € um produto obtido pela
fermentagdo do arroz por microorganismos do género Monascus. Tem um
sabor tipico e € muito utilizado como corante (principalmente de carnes,
peixes e aves) e condimento na producao de alimentos e para dar sabor aos
mesmos. Em doses de 0,5-1,0g/kg nédo tém objecdo para sua utilizacéo
(WONG; KOEHLER, 1983; FINK-GREMMELS; LEISTNER, 1989; OLIVEIRA
et al., 2005).

Segundo Lin (1973), fungos do género Monascus tém sido utilizados ha
milhares de anos na China na industria de fermentacéo para preparacédo de
vinho tinto de arroz, vinho tinto Shao-Hsing e alimentos nativos, como o
gueijo de soja vermelho.

Os pigmentos de Ang Kak séo utilizados nos paises asiaticos, nao so
pela coloracdo, mas também pelo efeito antibacteriano e pela melhoria das
propriedades organolépticas produzidas nos alimentos (FINK-GREMMELS;
LEISTNER, 1989).

Palo et al. (1960) isolaram amostras de ang kak de um mercado nas
Filipinas e identificaram o microorganismo Monascus purpureus. Para

producéo da cor vermelha no arroz por este fungo, foi observado que essa

12



estirpe em estudo apresentou bom crescimento na faixa de pH 3,5 a 7,5,
sendo a temperatura 6tima cerca de 27°C.

As condicOes ideais para 0 crescimento de Monascus purpureus Sao
temperatura de incubacéao de 30°C, pH 8,0, substrato rico em amido (farinha
de amido de arroz) e quantidade suficiente de nitrogénio (KUNZ; OBER,
1987).

Os fungos do género Monascus produzem grande quantidade de
enzimas hidroliticas, como amilases, proteases e lipases, além de pigmentos

vermelhos, amarelos e purplreos. Os principais pigmentos incluem:

monascorubina, rubropunctatina, monascina, ankaflavina,
rubropunctaminase e monascorubramina (LIN, 1973; WONG; KOEHLER,
1983).

Segundo Erdogrul et al. (2005), o arroz fermentado por fungos do
género Monascus pode auxiliar na reducédo dos niveis séricos de colesterol
total, LDL-c e triacilgliceréis, bem como aumentar os niveis de HDL-c.
Estudo realizado utilizando arroz fermentado por Monascus ruber na
alimentacdo de coelhos mostrou a eficacia do mesmo nos niveis séricos de
triacilglicerois e colesterol (FONSECA, 2001).

Alimentos fermentados por Monascus tém sido utilizado em animais e
em humanos para reduzir os niveis de lipidios séricos, pela atividade
inibidora da HMG-CoA redutase, enzima chave da biossintese de colesterol
em humanos (ENDO, 1979; WANG et al., 1997). Segundo Endo et al.
(1985), a monacolina k (mevinolina), isolada a partir de fungos do género
Monascus ruber, € um composto com acao hipocolesterolémica que inibe a
enzima HMG-CoA redutase e que pode ajudar na reducdo de lipidios
Seéricos.

Existem muitos tipos de medicamentos de origem sintética capazes de
normalizar as hiperlipidemias, sendo os mais utilizados as estatinas, 0s
fibratos e os inibidores de HMG-CoA redutase. As drogas inibidoras da
HMG-CoA redutase reduzem, efetivamente, a mortalidade e os eventos
coronarianos, representando poderoso instrumento na prevencdo e no
controle da aterosclerose (JORGE et al., 2005). Contudo, existem produtos
de origem natural, ou seja, vegetais, substancias deles isoladas e
metabdlitos de fungos que agem especificamente inibindo a enzima HMG-
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CoA redutase, onde, neste sentido, destacam-se os produtos do Monascus
ruber (GONCALVES et al., 2000).

Desta forma, o residuo do fruto do cafeeiro, por ser rico em macro e
micro nutrientes, flavonéides, fibras, dentre outros compostos, torna-se um
meio indutor para o crescimento e cultivo do fungo, porém, sdo necessarios
estudos objetivando esclarecer melhor sua atuacdo nesse contexto. Em
relacdo a acdo desse residuo fermentado por Monascus no metabolismo
animal, estes estudos devem ser conduzidos utilizando modelos
experimentais que se assemelham a leséo vista em humanos. Neste caso,

os camundongos Apo E sdo adequados para esse tipo de ensaio biolégico.

2.5. Camundongos deficientes no gene da apoproteina E como modelo
experimental

Na ultima década, novos horizontes foram abertos para a pesquisa das
patologias cardiovasculares e a demanda pelo uso de modelos animais
aumentou porque uma enorme parte dos genes de alguns animais como o
camundongo é comum a animais e seres humanos (BRAUNWALD et al.,
2001; JANSSEN et al., 2002; CARVALHO et al., 2006).

Os seres humanos e os camundongos possuem, apesar de algumas
diferencas, o0 mesmo conjunto de genes que modulam o metabolismo das
lipoproteinas, sendo o gene da apolipoproteina E (Apo E) um dos mais
importantes (HOFKER et al., 1998; PELUZIO et al., 2001; JANSSEN et al.,
2002). Animais como os camundongos possuem baixos niveis de colesterol
VLDL e LDL e transportam a maior parte do colesterol em HDL, o que os faz
resistentes naturais ao desenvolvimento da aterosclerose, desenvolvendo
lesbes semelhantes as encontradas em humanos (ZHANG et al., 1992;
PLUMP et al., 1992; BRESLOW, 1996; NEUZIL et al., 1998; HOFKER et al.,
1998).

Os camundongos sdo os modelos animais mais utilizados para o
estudo dos lipidios e da aterosclerose. No entanto, as lesdes
aterosclerdticas induzidas por dietas hipercolesterolémicas séo limitadas em
tamanho, complexidade e distribuicdo. Isto pode ser modificado com o
desenvolvimento de camundongos transgénicos e knockout para

determinados genes, 0s quais podem produzir efeitos notaveis nas
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lipoproteinas plasmaticas e nas lesdes arteriais até mesmo na auséncia de
manipulacdes dietéticas (FAZIO; LINTON, 2001).

Existem 3 alelos em seres humanos para Apo-E: E2, E3 e E4. A
elevacao dos niveis séricos de colesterol e triacilgliceréis € causada pela
homozigose para o alelo E2 e est4 associada ao aciUmulo de remanescentes
de quilomicrons e VLDL no plasma, caracterizando a dislipidemia, podendo
desenvolver xantelasma, xantomas tubero-eruptivos e doenca coronariana
aterosclerética (VAN REE et al., 1994; QUINTAO; NAKANDAKARE, 1997).

Apo E é sintetizada no figado, cérebro, intestino e em outras células e
tecidos periféricos, inclusive macréfagos (ZHANG et al., 1992; MAZZONE,
1996; FAZIO et al., 1997). E uma glicoproteina rica em arginina com 34 Kda
e 299 aminoécidos, presente como componente estrutural da superficie de
QM, QMr, VLDL, IDL e HDL (MARINETTI, 1990; PLUMP et al., 1992; VAN
REE et al., 1994). Serve de ligante das lipoproteinas nos receptores de Apo
E (receptores de remanescentes) do figado ou receptores B/E do figado e
tecidos periféricos (MARINETTI, 1990; ALVAREZ-LEITE, 1995).

Camundongos Knockout sao produzidos a partir da combinagao
homologa em células tronco embrionarias que sdo introduzidas em um
zigoto (RUDOLPH et al., 1999; WILLIAMS et al., 2000; CARVALHO et al.,
2006). Segundo Breslow (1996), a deficiéncia de Apo E resulta em niveis de
colesterol elevados devido a remocdo defeituosa das lipoproteinas
remanescentes no plasma (QM e VLDL), constituindo o estimulo aterogénico
nestes animais. Esses camundongos possuem colesterol plasmatico cerca
de cinco vezes mais alto do que os normais e a evolucdo da lesdo gordurosa
na aorta proximal se desenvolvem aos trés meses de idade (ZHANG et al.,
1992).

As lesdes mostram a semelhanca existente na composicao lipidica de
VLDL extraida de placas humanas avancadas e do plasma de camundongos
Apo E reforcando a validade desse modelo animal para o estudo
experimental da aterosclerose (NEUZIL et al., 1998; PELUZIO et al., 2001).

Segundo Nakashima et al. (1994), camundongos knockout Apo E
alimentados com dieta comercial ou dieta aterogénica apresentam
diferencas no desenvolvimento das les6es ateroscleréticas. Observando a
sequéncia dos eventos celulares, nota-se que o desenvolvimento da lesdo

nesses animais inicia-se na raiz da aorta e na curvatura menor do arco
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aortico, seguindo os ramos da artéria braquiocefélica, carétida comum
direita, artéria mesentérica superior e renal, artéria pulmonar e ramos da

aorta abdominal.

As lesdes aparecem em 10 semanas nos animais alimentados com
dieta comercial, como ndédulos amarelados, denominadas células
espumosas (cell foam). Com 20 a 30 semanas de vida aparecem as placas
fibrosas devido a adeséo de células mononucleares formadoras das células
espumosas (PELUZIO, 2001).

No entanto, células espumosas se desenvolvem em animais com 8
semanas de idade alimentados com dieta aterogénica, e com 15 semanas a
lesdo apresenta placa fibrosa. Lesdes avancadas, apresentando centro
necroético e grande quantidade de tecido fibroso, podem ser observadas no
periodo de 20 a 40 semanas (REDDICK et al., 1994; NAKASHIMA et al.,
1994).

Esse animal tornou-se um modelo atraente devido ao pequeno
tamanho, curto periodo gestacional, crescimento rapido dos filhotes e baixo
custo de manutencdo. Além disso, a semelhanca da lesdo em diversos
estudos demonstrou que os mecanismos fisiolégicos dos camundongos sao
proximos aos observados em humanos, o que torna interessante o seu
emprego em pesquisas (CARVALHO et al., 2006; JANSSEN et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos residuos de café
Foi utilizado no experimento o residuo do café da variedade catuai, da

espécie Coffea ardbica L. As amostras foram coletadas em fazendas da
Zona da Mata Mineira, na cidade de Vicosa — MG no periodo de maio a
agosto de 2007. Os residuos foram recolhidos imediatamente apds o
processamento por via Umida, armazenados em sacos plasticos, lacrados e
transportados até o laboratorio de armazenamento e secagem de residuos
do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vicosa. O material foi separado em bandejas de ac¢o inoxidavel e colocado
em estufa em temperatura média de 55°C até atingir umidade inferior a 10%.

Apés a secagem, foi armazenado em sacos plasticos lacrados para a
realizacao das analises.

3.2. Microorganismo
Para realizacdo do estudo foi utilizada a cepa do fungo filamentoso

Monascus ruber CCT 1236, adquirida da Fundacgéo Tropical de Pesquisas e

Tecnologia André Tosello, Campinas, SP.

3.2.1. Conservacao da cepa

A conservacao da cepa foi feita em meio PDA. No preparo desse meio
utilizou-se Agar de Batata Dextrosado (da marca Biobras®). Foram pesados
39g deste agar e dissolvidos em 1L de agua destilada para hidratar por um
periodo de 15 minutos. Depois de hidratada, a suspensao foi aquecida
agitando constantemente, ficando sob fervura por 5 minutos. Foram
adicionados 10 mL dessa suspensdao em tubos de ensaio que foram
tampados com rolhas de algoddo envolvidas em papel aluminio, e em
seguida, esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos. Apds a
esterilizagcdo, os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e
inclinados (agar inclinado). Depois de resfriado o meio PDA, foi feita a
repicagem da cepa e incubacao a 28°C por 7 dias sendo, apés esse periodo,

conservado em geladeira.
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3.3. Producdao do residuo fermentado
Para producéo do residuo fermentado foram inicialmente pesados 50g

de residuo seco e colocados em erlenmeyer de 250mL. Em cada frasco foi
adicionado 95mL de uma solucdo contendo MgSO, 0,1%, KH,PO,4 0,1% e
NH4Cl 1%, para enriqguecimento do meio e elevacéo do teor de umidade. Os
erlenmeyers foram vedados com rolhas de algodao, sendo estas envolvidas
em papel aluminio e esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos, e
entdo resfriados em temperatura ambiente.

Depois de resfriados, os meios foram inoculados com cepas mantidas
em tubos de ensaio com PDA. Para o processo de inoculagcdo foram
adicionados 7mL de agua destilada esterilizada nos tubos contendo a cepa
(Monascus ruber), que foram agitados manualmente. A inoculagéo foi
realizada, utilizando-se uma pipeta esterilizada e adicionando-se 5mL da
suspensdo de esporos em cada erlenmeyer contendo o residuo. Em
seguida, os frascos foram agitados manualmente e colocados em estufa
incubadora a 28°C por 13 dias.

Depois de fermentado (Figura 1), o residuo foi separado em bandejas e
colocado em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 55°C, durante 24
horas. Apés resfriamento, o residuo foi triturado em moinho e o p6 obtido foi

utilizado como parte da dieta experimental dos camundongos.

Figura 1 — Residuo nao fermentado (A) e fermentado (B) triturados.
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3.4. Caracterizacao do residuo bruto e do residuo fermentado
Os residuos foram caracterizados quanto ao teor de umidade, cinzas,

lipidios, proteinas, carboidratos, matéria seca e fibras.

O teor de agua foi determinado pela secagem por aquecimento direto
em estufa a 105°C, até atingir o peso constante.

Para determinacdo das cinzas, as amostras foram carbonizadas em
baixa temperatura e incineradas em forno de mufla a 550°C por 6 horas.

A quantificacdo dos lipidios ou extrato etéreo foi obtida apds pesagem
do residuo seco e extracdo com éter de petréleo, em extrator soxhlet por 8
horas.

As proteinas foram quantificadas pelo método semimicro proposto por
Kjeldahl.

O teor de carboidratos foi calculado por diferengca percentual,
subtraindo-se do total da soma de proteinas, lipidios, cinzas e umidade.

A matéria seca foi obtida a partir da umidade encontrada.

O teor de fibras foi encontrado utilizando-se informagdes da literatura.
O residuo de café sem fermentar possui em média 75% de fibras
(BARCELOS et al.,, 2002) e o residuo que sofreu algum processo de
fermentacdo possui em média 65% de fibras (BERNARDINO et al., 2005). A
partir desse dado foi calculada a quantidade de fibras da matéria seca do
residuo e subtraida da quantidade de carboidratos encontrada, obtendo-se
assim o valor total de fibras do residuo.

Todas as metodologias utilizadas no estudo foram conforme descritas
pelo Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005).

3.5. Ensaio Biolégico

3.5.1. Origem e manutengao dos animais

Para realizagédo do estudo foram utilizados 30 camundongos knockout
para o gene Apo E, de ambos os sexos, pesando em média 22g, obtidos do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da UFV e da
UFMG.

Durante o experimento os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas de polietileno, com ventilagdo natural e em ciclos de luminosidade
de 12 horas (8:00 as 20:00 horas). A temperatura média mantida durante o
experimento foi de 22°C.
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Antes de iniciar o tratamento os animais passaram por um periodo de
adaptacdo de 15 dias, quando receberam racdo comercial Purina® e agua
“ad libitum”.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (Processo n°
11/2008).

3.5.2. Adicdo do residuo fermentado como parte da dieta
aterogénica de camundongos knockout Apo E

Ao completar 10 semanas de idade, os animais foram divididos em 5
grupos e submetidos a diferentes tratamentos, conforme descrito no Quadro
1.

Quadro 1 — Distribuicdo dos camundongos knockout Apo E em cada grupo
e seus respectivos tratamentos

Grupo Tratamento
Gl Dieta Aterogénica
G2 Dieta Aterogénica + residuo sem fermentar 2%
G3 Dieta Aterogénica + residuo sem fermentar 10%
G4 Dieta Aterogénica + residuo fermentado 2%
G5 Dieta Aterogénica + residuo fermentado 10%

Uma dieta aterogénica € composta por carboidratos, proteinas, lipidios,
fibras, vitaminas e minerais, sendo a porcao lipidica constituida de 1% de
colesterol e 5% de acidos graxos saturados (A.O.A.C., 1989). Esta dieta
induz a hiperlipidemia por meio da formacéo de placas de ateroma em vasos
e aorta dos camundongos, bem como aumenta os lipidios sanguineos

(triacilglicerdis, colesterol total e fracdes).

As dietas foram calculadas e adequadas para que a ingestdo dos
nutrientes ndo fosse desigual nos diferentes grupos de tratamento (Tabela
1). Todas foram preparadas manualmente, conservadas em freezer

(congelador) e ofertadas aos animais durante o estudo.
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Tabela 1 — Composicéo das dietas experimentais (g/100 Q)

Componente Gl 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 16,0 15,97 15,86 15,97 15,88
hidrogenada
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mistura Mineral 5,0 5,0 5,0 5,0 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

3.6. Crescimento
Durante as 10 semanas de experimento 0s animais tiveram acesso livre

a agua e comida. O peso corporal individual foi verificado semanalmente e a
ingestdo alimentar diariamente. O indice hepatico (relacdo “peso do
figado/peso corporal x 100”) foi utilizado como parametro de avaliacdo do
crescimento dos animais.

Apés 10 semanas os animais foram eutanasiados para avaliacdo do
efeito dos tratamentos.

3.7. Amostras de sangue
Ao final do experimento os animais foram pesados, apés jejum de 12

horas, anestesiados com éter etilico, eutanasiados e colhidas amostras de
sangue para dosagem de triacilglicerdéis, colesterol total e suas fracdes. O
sangue foi retirado por exsanguinacdo por seccdo da aorta abdominal. O
soro foi obtido por centrifugacdo a 5000 rpm por quinze 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 enziméticos da marca BioMérieux®.

3.8. Dissecacédo dos 6rgaos
O figado, coracdo e aorta foram removidos e lavados em tampdao salino

fosfato (PBS) e fixados pela imersdo em paraformaldeido 10% em PBS 0,1
M em temperatura ambiente por 24 horas. Apés esse periodo, os 6rgaos
foram transferidos para uma solugéo de alcool 70% onde foram conservados

até a analise histopatolégica.
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3.9. Andlises histopatologicas e morfométricas
Fragmentos de figado e tecido cardiaco foram processados conforme

rotina para inclusdo em parafina, de forma orientada, de modo a obterem-se
cortes histolégicos consecutivos, com 5 um de espessura, a partir da
superficie de inclusdo, sendo preparadas 2 laminas contendo em média 10
cortes por animal. As preparagdes foram coradas com hematoxilina e eosina
(H/E) sendo entdo codificadas e submetidas a analise. Os cortes foram
obtidos utilizando-se micrétomo rotativo manual da American Optical® do
Laboratorio de Histopatologia do Departamento de Medicina Veterinaria.

Para andlise do tecido hepéatico foi selecionado aleatoriamente o figado
de 3 animais por grupo para contagem de células em toda area, sendo
explorados 20 campos por animal, totalizando 60 campos por grupo. Para
analisar e quantificar as células foi utilizado microscopio Olympus® BX41 do
Laboratdrio de Biologia Estrutural e Histofisiologia Reprodutiva e Digestiva
do Departamento de Biologia Geral.

A regido inicial da aorta foi utilizada para as andlises histolégicas do
tecido cardiaco. Todos os cortes histologicos obtidos foram examinados com
0 objetivo de localizar as estruturas anatdomicas referenciais da valvula
aortica 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 extensdo média explorada de 20-30 um. Para analise
morfométrica foram capturadas imagens dos cortes histolégicos dos 5
grupos, sendo que para padronizacdo do n dos grupos foram sorteadas,
aleatoriamente, 8 imagens para realizacado das medidas.

As imagens foram obtidas, no Laboratério Associagdo de Micorrizas do
Departamento de Microbiologia, em microscépio Olympus® Bx50 acoplado a
uma camera digital Q-Color 3 Olympus®, sendo as imagens capturadas
utilizando o programa Q-Capture Pro, versdo 6.0.0.412. As areas das lesbes
foram dimensionadas utilizando o programa Image Pr6 Plus versdo 4.5.0.29.

4. Analises estatisticas
Foi utilizado o software SigmaStat, versdo 2.03, para analise descritiva

dos dados e para os testes de comparacao de grupos independentes. Para
avaliacdo da distribuicdo das variaveis foi realizado o teste de Kolmogorov-

Sminorv. Considerando o namero amostral por grupo de animais e que
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muitas varidveis ndo apresentaram distribuicdo normal foi realizado testes
ndo paramétricos para a comparacdo de dois grupos independentes,
utilizando-se o teste de Mann Whitney. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foi realizada analise paramétrica seguida do teste t. O
nivel de significancia adotado foi de 95% com valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacédo do residuo do café fermentado e nédo fermentado

Os resultados da andlise bromatoldgica do residuo de café fermentado e
nao fermentado sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao bromatoldgica dos residuos do café fermentado e
sem fermentacao (%)

Residuo sem Fermentar Residuo Fermentado
Agua 10,24 9,95
Cinzas 8,57 10,18
Lipidios 1,40 1,17
Proteinas 11,73 17,04
Carboidratos totais* 67,90 61,80
Matéria seca 89,70 90,05

* Calculado por diferenca entre o total da amostra (100%) e os teores de proteina, lipidio,
agua e cinzas.

Os teores de agua, cinzas, lipidios, proteinas, carboidratos e matéria
seca do residuo de café sem fermentar, obtido por meio da caracterizacao
bromatoldgica, estdo de acordo com os valores médios descritos na
literatura (OLIVEIRA et al.,, 2001; SOUZA et al.,, 2001; SOCCOL, 2002;
BARCELLOS et al.,, 2002; BLYENY, 2004; BERNARDINO et al., 2005;
SOUZA et al., 2006; ROCHA et al., 2006; FARIA et al., 2007; PARRA et al.,
2008). Em contrapartida, ndo foi encontrado relatos sobre a composicdo
bromatolégica do residuo de café fermentado por Monascus, uma vez que
esse € o primeiro estudo realizado com o residuo fermentado por este
microrganismo e utilizando esse modelo animal para avaliar os efeitos “in
Vivo”.

A fermentacdo promoveu aumento no teor de proteinas ao mesmo
tempo em que provocou diminuicdo do teor de carboidratos. Esses
parametros servem como indicadores para o crescimento do fungo utilizado
no estudo, uma vez que, 0 processo fermentativo aumenta a massa protéica
do microorganismo mostrando seu desenvolvimento no meio. Pelizer (2007)
observou que utllizando o microorganismo Spirulina platensis na
fermentacdo de residuos da agroindustria brasileira, visando a reducédo do
impacto ambiental, houve um incremento protéico ap6s o processo de

fermentacdo. De acordo com Kim (2008), produtos, como o arroz e
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preparacdes a base de arroz, fermentados com fungos do género Monascus
diminui a concentracdo de carboidratos ao longo da fermentacéao.

Sampaio (2002), utilizando o fungo Monascus para fermentacdo de
arroz, também mostrou aumento dos valores de proteinas e lipidios ao
mesmo tempo em que promoveu uma diminuicdo do teor de carboidratos,
resultado semelhante ao encontrado neste trabalho.

Segundo Macedo (2005), o residuo de café constitui excelente
substrato para fermentacdo e crescimento de microorganismos. E rico em
polifendis, taninos, cafeina, lignina, celulose, hemicelulose, antocianinas,
flavonodides, vitaminas, minerais e outros compostos bioativos que atuam
como antioxidantes (GRAZIOSI; RATHINAVELU, 2005; MONTEIRO et al.,
2005; PARRA et al., 2008). A quantificacdo destes compostos nao fazia
parte dos objetivos deste estudo. Contudo, sua presenca pode justificar
alguns dos resultados encontrados, uma vez que oS antioxidantes estao
diretamente relacionados com a diminuicdo da evolucdo das placas de

ateroma.
4.2. Consumo alimentar e ganho de peso dos animais

Ao final de 10 semanas de tratamento, verificou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significativa nas varidveis peso e consumo
alimentar entre os grupos, mostrando que a evolucao ponderal e a ingestao
dietética foi igual para os diferentes tratamentos e que a fermentacdo do

residuo ndo interferiu nestes parametros (Tabela 3).
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Tabela 3 - Peso inicial, peso final, variacdo de peso, consumo alimentar e peso

relativo do figado de camundongos knockout Apo E submetidos a

diferentes tratamentos com residuo de café fermentado e néo

fermentado
Grupo Peso Peso final  Variagéo Consumo indice
inicial (g) (9) (9) Alimentar* Hepatopométrico
(g/dia) (%)
Gl 243+26 256+12 13+18 3,93+1,28 6,06 + 0,58 2
G2 240+14 252+14 12+05 3,99+0,63 5,99 +0,11 2P
G3 21,7+44 255+20 37%29 4,14+1,28 6,51 + 0,49 2°¢
G4 215+32 250+18 35+1,7 4,08+0,93 5,50 + 0,153
G5 210+34 231+12 21+23 3,44+0,35 5,97 + 0,163

Nota: Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 6 animais nos grupos G1

(controle) e G5 (10% residuo fermentado) e 4 animais nos grupos G2 (2% residuo ndo
fermentado), G3 (10% residuo nao fermentado) e G4 (2% residuo fermentado).

* Média do consumo alimentar calculada, considerando os periodos inicial, intermediario e
final do experimento.

Letras diferentes diferem entre si, onde p < 0,05, Teste t

Segundo Mizubuti (2006), camundongos LDLr knockout que ingeriram
5% e 8% de infusdo de café durante quatro semanas ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas na evolugdo ponderal e no
consumo dietético. Utilizando-se o0 mesmo modelo animal, Fernandes (2006)
verificou que nao houve diferenca estatistica no peso e no consumo
alimentar nos animais tratados com goma guar parcialmente hidrolisada em
diferentes concentracdes. No presente estudo, utilizando-se modelo animal
semelhante, o consumo de residuo de café fermentado e ndo fermentado
em diferentes concentragdes néo influenciou no consumo alimentar e ganho
de peso dos animais.

Camundongos knockout Apo E, utilizados nesse estudo e em outros
experimentos em que foram submetidos a diferentes tratamentos, como
suplementacdo de a-tocoferol, suplementacdo de ferro e Lactobacillus
delbrueckii ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa no ganho
de peso e consumo ao longo dos estudos (LEE et al., 1999; PELUZIO et al.,
2001; PORTUGAL et al., 2006).

Tratando-se do consumo do residuo de café como suplemento
alimentar para bovinos, ovinos, suinos e cordeiros, estes apresentaram
diminuicdo estatisticamente significativos no consumo alimentar e no ganho
de peso quando o residuo foi consumido diariamente, em concentracdes
entre 10,5 - 20% (FURUSHO et al., 1996; BARCELOS et al.,, 1996;

26



OLIVEIRA et al., 2001; SOUZA et al., 2006; ROCHA et al., 2006; PARRA et
al., 2008). Deve-se ressaltar que esses animais Sao ruminantes e
camundongos sdo monogastricos. N&o foram encontrados relatos na
literatura de animais iguais ou semelhantes aos utilizados nesse estudo e
gue receberam esse tipo de alimentacéo.

A Figura 1 ilustra os resultados referentes ao consumo alimentar dos
animais dos diferentes grupos, mostrando que a média de consumo nao

apresentou alteragdes durante o experimento.
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Figura 1 — Evolucédo do consumo alimentar dos grupos de animais no inicio
(1), meio (2) e fim (3) do experimento durante as 10 semanas de
tratamento com residuo de café fermentado e sem fermentar.
Grupo G1 (controle), grupo G2 (2% residuo ndo fermentado),
grupo G3 (10% residuo nédo fermentado), grupo G4 (2% residuo
fermentado) e G5 (10% residuo fermentado).
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Os valores encontrados no presente estudo corroboram com os valores
encontrados na literatura, pois as concentragdes utilizadas no trabalho séo
inferiores as concentracdes utilizadas nos estudos que verificaram as
alteracdes no consumo alimentar e ganho de peso dos animais (FURUSHO
et al., 1996; BARCELOS et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2001; SOUZA et al.,
2006; ROCHA et al., 2006; PARRA et al., 2008).

A variavel indice hepatico (peso do figado/peso corporal final x 100) foi
utilizada para avaliar o crescimento dos animais, uma vez que € o figado o
principal érgdo do metabolismo lipidico, de formacao das lipoproteinas e de
armazenamento de vitaminas (GUYTON, 1992). O seu aumento sugere um
comprometimento no desenvolvimento normal desses animais, bem como
indica se ha hepatotoxicidade. N&o foi encontrado na literatura estudos que
abordassem essa variavel em experimento com esse modelo animal e
alimentacao semelhante a utilizada neste trabalho.

Analisando os dados da Tabela 3 e comparando os valores obtidos
para os grupos de tratamento com o grupo controle (G1), nota-se que as
médias ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Porém,
ao se comparar 0s grupos entre si, observa-se que o grupo que recebeu a
dieta contendo 10% de residuo sem fermentacdo (G3) apresentou um
aumento estatisticamente significativo no figado quando comparado aos
grupos que receberam 2% do residuo sem fermentar (G2), 2% de residuo
fermentado (G4) e 10% de residuo fermentado (G5).

O grupo que recebeu residuo fermentado a 2% (G4) apresentou o
menor indice hepatico, sugerindo que o consumo do residuo nessa
concentragcdo ndo apresentou hepatotoxidade, resultado este confirmado
pela histologia.

A Figura 2 ilustra as médias do indice hepatico dos camundongos
alimentados com diferentes concentracdes dos residuos com e sem

fermentacéao.
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Figura 2 — Peso relativo do figado dos camundongos que receberam
diferentes tratamentos com residuo de café fermentado e sem
fermentar durante as 10 semanas de tratamento. Grupo G1
(controle), grupo G2 (2% residuo ndo fermentado), grupo G3
(10% residuo ndo fermentado), grupo G4 (2% residuo
fermentado) e G5 (10% residuo fermentado).

As médias do indice hepético encontrados no estudo demonstraram
gue ndo houve comprometimento no crescimento dos animais submetidos
aos diferentes tratamentos (G2, G3, G4 e G5) quando comparados com 0
grupo controle (G1).

4.3. Efeito do residuo de café no perfil de lipidios séricos de
camundongos knockout Apo E

A Tabela 4 mostra os valores médios de triacilglicerdis, colesterol total
e fracdes, nos diferentes grupos de tratamento, encontrados no estudo. Nao
foi encontrado na literatura relatos da utilizagdo do residuo de café na
alimentacdo de animais com essa finalidade. Dessa forma, seréo utilizadas
como parametros comparativos a bebida do café, alimentos e modelos

animais semelhantes.
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Tabela 4 — Valores médios dos teores de triacilglicerois, colesterol total e fracbes de
camundongos Knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos

Parametros G1 G2 G3' G4* G5"
Colesterol MédiatDP  1356,0+437,2  1699,6+221,0 1423,7+99,3 1122,8+193,5  1509,9+227,0
(mg/dL) Mediana 1439,4 1635,7 1398,0 1119,7 1491,0
TG (mg/dL)  MédiatDP  118,1+39,6* 57,3+6,2** 124,3+79,6 162,3+106,6 213,9+180,9
Mediana 105,1 60,2 124,5 111,2 155,6
LDL (mg/dL)  MédiatDP  1465,1+429,6  1672,3+220,1 - - -
Mediana 1637,8 1607,8 - - -
VLDL MédiatDP 22,7+8,6* 11,4+1,2* - - -
(mg/dL) Mediana 20,4 12,0 - - -
HDL (mg/dL)  Média+DP 14,9453 15,7+0,7 - - -
Mediana 13,6 16,2 - - -

Nota: Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e mediana de 6 animais nos grupos G1
(controle) e 4 animais nos grupos G2 (2% residuo ndo fermentado), G3 (10% residuo nao
fermentado), G4 (2% residuo fermentado) e G5 (10% residuo fermentado).

! Nos grupos G3, G4 e G5 ndo houve quantidade de amostra suficiente para andlise das fracdes do
colesterol.

*p = 0,029 (Mann Whitney).

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

Os resultados encontrados mostraram que houve diferenga no perfil
lipidico dos camundongos que receberam residuo sem fermentar quando
comparados com 0 grupo que ingeriu apenas dieta aterogénica (G1). O
residuo de café sem fermentar 2% (G2) diminuiu em 42% o nivel sérico de
triacilglicerdis (Figura 3), ao mesmo tempo em que reduziu a fracdo VLDL-c
em aproximadamente 41% em relacdo ao grupo controle (G1) (Figura 4),
sendo as diferencas estatisticamente significativas. Os niveis de colesterol
total (Figura 5), de HDL-c (Figura 6) e de LDL-c (Figura 7) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle.
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Figura 3 — Teor de triacilgliceréis séricos dos Figura 4 — Teor de VLDL-c sérico dos grupos
animais que receberam os diferentes tratamentos. G1(Controle) e G2 (2% residuo ndo fermentado).
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Figura 5 — Teor de colesterol total sérico dos Figura 6 — Teor de HDL-c sérico dos grupos G1
animais que receberam os diferentes tratamentos. (Controle) e G2 (2% residuo ndo fermentado).
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Figura 7 — Teor de LDL-c sérico dos grupos G1 e
(Controle) e G2 (2% residuo ndo fermentado).
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Produtos fermentados por fungos do género Monascus tém sido
utilizados no tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares,
principalmente aterosclerose. O processo de fermentacdo do fungo produz
substancias como a monacolina k, que sédo capazes de inibir a HMG-CoA
redutase, enzima chave da sintese de colesterol (ENDO et al., 1985).

Segundo Cicero (2005), a suplementacdo de extrato de Monascus
purpureus diminuiu a concentracdo de colesterol total, triacilgliceréis, LDL-c,
bem como aumentou a concentracado do HDL-c no organismo humano. Esse
mesmo efeito é observado quando pacientes dislipidémicos ingerem
medicamentos como provastatina. Estudo realizado com coelhos
hipercolesterolémicos demonstrou a eficacia dos medicamentos produzidos
a partir da monacolina nos niveis séricos de lipidios (JORGE et al., 2005).
Os resultados do presente estudo ndo mostraram a mesma eficacia dos
produtos fermentados por Monascus no perfil lipidico de camundongos.
Segundo Kuo (2008), ratos hipercolesterolémicos alimentados com produto
fermentado por Monascus pilosus em cultura submersa acrescida de alho,
ndo apresentou efeito inibitério da HMG-CoA redutase.

O uso do café ainda € controverso. Estudos sugerem o café como um
alimento com elevada acdo antioxidante. Entretanto, compostos presentes
no grdo do café, como os polifendis, sdo considerados
hipercolesterolemiantes (MIZUBUTI, 2006; COSTA et al., 2008; LEITE et al.,
2008).

Segundo Mizubuti (2006), camundongos LDLr knockout, modelo
semelhante ao utilizado no presente estudo, que ingeriram 5% de infusédo de
café durante quatro semanas nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas na concentracdo plasmatica de lipidios. Contudo, no mesmo
estudo, utilizando-se 8% da infusdo na alimentacdo dos animais no mesmo
periodo, o nivel de triacilglicer6is apresentou aumento estatisticamente
significativo.

Camundongos knockout Apo E alimentados com diferentes
concentragbes de a-tocoferol, suplementacdo de ferro e Lactobacillus
delbrueckii ndo demonstraram diferenca estatisticamente significante nos
niveis de colesterol total e triacilgliceréis (LEE, et al., 1999; PELUZIO et al.,
2001; PORTUGAL et al., 2006). O presente trabalho mostrou que, no
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mesmo modelo experimental, o consumo de residuo de café fermentado e
sem fermentacéo nao alterou o perfil lipidico dos animais.

Estudos realizados a fim de verificar a eficacia dos flavonéides da uva,
do vinho tinto e do suco de uva tinto na prevencdo e no tratamento
secundario da aterosclerose mostraram que os polifenéis podem diminuir,
mas também podem aumentar as concentracdes plasmaticas dos lipidios,
bem como aumentar a concentracdo seérica de homocisteina (VAN DER
GAAG et al., 2000; CHOU et al., 2001; O'BYRNE et al., 2002; NAISSIDES et
al., 2006; GIEHL et al., 2007).

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que 0
residuo de café nao interfere nos parametros sanguineos de camundongos
dislipidémicos.

4.4, Efeito do residuo de café fermentado e ndo fermentado sobre os
tecidos hepatico e aorta de camundongos knockout Apo E

4.4.1 — Analise histopatoldgica do tecido Hepatico
A tabela 5 mostra o nimero de hepatdcitos com gordura encontrado no

figado dos camundongos submetidos a diferentes tratamentos com residuo
de café fermentado e ndo fermentado.
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Tabela 5 — Nimero de hepatécitos (mm?) com goticulas de gordura no citoplasma
em camundongos Knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos

com residuo de café fermentado e nao fermentado

Parametros Gl G2 G3 G4 G5

MédiatDP 10,51+5,95 11 83+6,82 10,60+9,30 15,53+8,86  14,41+8,89

Mediana 9,002 10,50° 9,00¢ 15,00% 12,00%

Min — Max 2,00-29,00 4,00-41,00 0,00-55,00 1,00-49,00 2,00-57,00

CV (%) 56,61 57,65 87,73 57,05 61,69

b - p = 0,258 p = 0,492 p = 0,001 p = 0,003

Nota: Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e mediana de 6 animais por
grupo de tratamento. Grupo G1 (controle), grupo G2 (2% residuo ndo fermentado), grupo G3
(10% residuo ndo fermentado), grupo G4 (2% residuo fermentado) e grupo G5 (10% residuo
fermentado).

Letras iguais diferem entre si pelo teste Mann Whitney

& grupos de tratamento comparados com o grupo controle (G1). O valor de p esta
representado na tabela.

b-. p < 0,004 ; c p < 0,003 comparacdo entre 0s grupos de tratamento na mesma

concentracao, porém o residuo sendo fermentado e sem fermentacao.

Os resultados mostraram que 0s grupos de tratamento (G4 e G5)
apresentaram diferencas estatisticamente significativas no percentual médio
de células de gordura quando comparados ao grupo controle (G1).

Os camundongos que foram alimentados com o residuo fermentado a
2% (G4) e com o residuo fermentado a 10% (G5) apresentaram um aumento
estatisticamente significativo no depdsito de gordura hepética quando
comparado ao grupo controle (G1l). Ao se comparar 0S Qrupos que
receberam o residuo fermentado (G4 e G5) com os que receberam o residuo
sem a fermentacdo (G2 e G3) na mesma concentragdo, observa-se que
houve diferenca estatisticamente significativa entre eles, mostrando que a

fermentacdo contribuiu para maior deposi¢édo de gordura no figado.
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A figura 8 ilustra a mediana do percentual de células com gordura
encontradas no figado dos camundongos submetidos aos diferentes

tratamentos com residuo de café fermentado e nao fermentado.
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Figura 8 — Mediana do percentual de células com gordura, no figado de
camundongos knockout Apo E, submetidos a diferentes
tratamentos. Grupo G1 (controle), grupo G2 (2% residuo néo
fermentado), grupo G3 (10% residuo nao fermentado), grupo G4
(2% residuo fermentado) e grupo G5 (10% residuo fermentado).

Os dados encontrados sugerem que a fermentacdo aumentou o
namero de goticulas de gordura em hepatdcitos dos animais que receberam
os diferentes tratamentos.

Em estudo utilizando-se a infuséo de café, em animais semelhantes ao
utilizado neste trabalho, nas concentracbes 5% e 8% n&o apresentaram
diminuicdo da peroxidacao lipidica em camundongos LDLr (MIZUBUTI,
2006). O mesmo modelo animal, quando tratado com goma guar
parcialmente hidrolisada, também ndo apresentou diminuicdo em
camundongos hiperglicémios, enquanto que animais euglicémicos tiveram
um maior aumento do colesterol hepatico (FERNANDES et al., 2006). Os
resultados encontrados ndo afirmam os achados, uma vez que néo foi
encontrada na literatura a acdo do residuo do café no metabolismo animal.

A figura 9 mostra os cortes do figado dos camundongos submetidos

aos diferentes tratamentos.
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Figura 9 — Aspecto histolégico do figado de camundongos Knockout Apo E
submetidos a diferentes tratamentos. | Gordura depositada em
hepatdcitos. A (40 x) e B (100 x).
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A adicao de a-tocoferol, ferro e de Lactobacillus delbrueckii durante 6
semanas, 3 meses e 6 meses, respectivamente, na dieta de camundongos
knockout Apo E, ndo apresentou reducdo significativa na deposicdo de
lipidios no figado (LEE et al., 1999; PELUZIO et al., 2001; PORTUGAL et al.,
2006). O mesmo modelo animal foi utilizado no presente trabalho e néo
mostrou reducdo das goticulas de gordura nos hepatdcitos dos
camundongos, mostrando que a ingestdo do residuo de café, que néo foi

submetido a fermentacao, nao interfere nesse parametro avaliado.

N&o foram encontrados relatos na literatura sob nimero de células de
gordura no tecido hepatico de camundongos que ingeriram algum produto
fermentado por fungos do género Monascus ou que fizeram ingestdo de
residuo de café. Dessa forma, faz-se necessario estudos mais aprofundados

para que tais resultados possam ser melhor esclarecidos.

4.4.2 — Histopatologia aodrtica

A tabela 6 mostra o percentual médio (mm?) da &rea da lesdo adrtica
em camundongos submetidos a diferentes tratamentos com residuo de café

fermentado e nao fermentado.
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Tabela 6 — Percentual médio da area das lesdes adrticas em camundongos
knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos com residuo de

café fermentado e nao fermentado

G1 G2 G3 G4 G5

MédiaxtDP 62,28 +1,49 72,63+586 5592+151 52,18+1,74 64,19+ 3,26

Mediana 62,182 71,402 55,62 52 55%¢ 64,75

Min — Max 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

p - p =0,001 p =0,001 p =0,001 p=0,154

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

Letras iguais diferem entre si pelo teste t

é grupos de tratamento comparados com o grupo controle (G1). O valor de p esta
representado na tabela.

b. p < 0,001; c p < 0,001: comparacao entre os grupos de tratamento na mesma concentracao,
porém o residuo sendo fermentado e ndo fermentado.

d. p < 0,001; e p < 0,001: comparacdo entre 0S grupos que consumiram o mesmo residuo,
porém em diferentes concentragdes.

Os resultados mostram que houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de tratamento (G2, G3 e G4) e 0 grupo
controle (G1).

A aorta dos animais do grupo que recebeu a dieta aterogénica
suplementada com residuo de café sem fermentar a 2% (G2) apresentou
maior area de lesdo quando comparado ao grupo controle (G1). Os grupos
dos animais que foram alimentados com dieta aterogénica suplementada
com 10% de residuo néo fermentado (G3) e 2% de residuo fermentado (G4)
diminuiu a area de lesdo 10,5% e 15,4% respectivamente, quando
comparado ao grupo G1, sendo esta diminuicdo estatisticamente

significativa.
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Comparando os grupos alimentados com os diferentes residuos na
mesma concentracdo, G2 e G4, observa-se que 0s animais que consumiram
2% do residuo fermentado apresentaram diminuicdo de 26,4% na area de
lesdo quando comparado ao grupo G2, mostrando que a fermentacéo teve
efeito benéfico, reduzindo a formacéo da placa de ateroma. Na concentracéo
de 10%, somente o residuo que nao foi submetido a fermentacdo mostrou
efeito benéfico, reduzindo a lesdo em 14,1% quando comparado ao grupo de
animais alimentados com 10% do residuo fermentado (G5).

Quando comparados os residuos iguais, porém em diferentes
concentragdes, verificou-se que as concentracdes influenciam na formacéo
das les@es ateroscleréticas, mostrando que a maior concentracado de residuo
nao fermentado (G3) foi eficaz na reducédo da lesdo. Em contrapartida, a
menor concentracdo do residuo fermentado (G4) apresentou melhor efeito
protetor.

A figura 10 ilustra as lesdes na aorta dos camundongos submetidos a
diferentes tratamentos com residuo de café fermentado e nao fermentado. A
figura 11 mostra a avaliagdo morfométrica das lesdes aorticas dos

camundongos alimentados com as diferentes dietas.
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Figura 10 — Aspecto histolégico da regido de origem da aorta de camundongos

knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos. Setas («, 1
e |) Leséo aterosclerdtica. 40 x .
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Figura 11 — Avaliagdo morfométrica das areas das lesdes do tecido cardiaco de
camundongos knockout Apo E submetidos a diferentes tratamentos
com residuo de café fermentado e ndo fermentado. Grupo G1
(controle), grupo G2 (2% residuo ndo fermentado), grupo G3 (10%
residuo ndo fermentado), grupo G4 (2% residuo fermentado) e grupo
G5 (10% residuo fermentado).

A relac@o entre o consumo de café e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares tem sido extensamente demonstrada na literatura,
principalmente envolvendo humanos. Se por um lado diversos estudos
demonstram o efeito maléfico do café sobre as doencas cardiovasculares
(PANAGIOTAKOS et al., 2003; HAPPONEN et al., 2004), por outro crescem
a cada dia as evidéncias de efeitos benéficos do mesmo (ESPOSITO et al.,
2003; HODGSON et al., 2003). Contudo, ndo foram encontrados relatos na
literatura abordando o efeito dos produtos fermentados por fungos do género
Monascus e/ou o residuo de café sob o metabolismo animal e humano. O
presente trabalho mostrou que o residuo do café € um bom meio para o
crescimento do fungo Monascus ruber, podendo atuar como um aliado para
prevencao da aterosclerose.

Os resultados encontrados sugerem que o efeito do residuo
fermentado esta inversamente relacionado com sua concentracdo na dieta.

O grupo que recebeu 2% de residuo fermentado apresentou uma diminui¢éo
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de 15% na é&rea da lesdo. Segundo alguns autores (GRAZIOSI e
RATHINAVELU, 2005; MONTEIRO et al., 2005; PARRA et al., 2008), o
residuo do café é rico em polifendis e compostos bioativos com acao
antioxidante. Contudo, os resultados desse trabalho ndo podem ser
atribuidos a esses compostos, uma vez que a sua caracterizacao nao fazia
parte dos objetivos do estudo.

O efeito antioxidante € obtido quando os compostos bioativos sao
utilizados em baixas concentragdes, funcionando como mediadores de
sinalizacdo em mecanismos de ajuste, proliferacédo, defesa e morte celular.
Quando ha um aumento na concentracdo dessas moléculas pode causar
injurias celulares relacionadas ao surgimento de condi¢cdes patoldgicas no
organismo (RIBEIRO et al., 2005; KALIORA et al., 2006; COSTA et al.,
2008). Uma possivel explicacdo para os resultados observados é que a
fermentacdo leva a formacdo de compostos bioativos especificos que em
altas concentracbes tornam-se maléficos. Ja no residuo sem fermentar é
possivel que a concentracdo de antioxidantes no residuo a 2% é insuficiente
para apresentar efeito protetor no organismo, e que na suplementacédo de
10% essa concentracdo € adequada para tais efeitos.

Segundo Mizubuti (2006), camundongos knockout LDLr que
consumiram 5% e 8% de infusdo de café durante quatro semanas nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas lesdes adrticas.
O mesmo modelo animal foi utilizado por Fernandes (2006) a fim de avaliar
diferentes concentracdes de goma guar hidrolisada no aumento das lesbes
aorticas, verificando que as mesmas ndo apresentaram diminui¢ao.
Utilizando os camundongos knockout Apo E, alimentados com 2% do
residuo de café fermentado pelo fungo do género Monascus apresentou
efeito protetor na area da lesdo aortica.

Camundongos knockout alimentados com a-tocoferol e suplementacgéao
de ferro, durante 6 semanas e 3 meses respectivamente, apresentaram
reducdo na lesdo aterosclerdtica (LEE et al., 1999; PELUZIO et al., 2001),
resultados estes que corroboram aos resultados encontrados no presente
trabalho utilizando o mesmo modelo animal. Entretanto, camundongos
knockout alimentados com dieta hipercolesterolemica suplementada com
Lactobacillus delbrueckii durante 6 semanas, ndo demonstrou efeito no

tecido cardiaco dos camundongos (PORTUGAL et al., 2006).
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Adicionando vinho tinto sem alcool na alimentacdo de camundongos
knockout Apo E durante 20 semanas, notou-se um aumento estatisticamente
significativo na deposicdo de lipidios na aorta (WADDINGTON et al., 2004),
0 que nao foi verificado no estudo. Ja a adicdo de vinho tinto com &lcool
nesse tipo de animal durante 6 semanas, assim como o0s resultados
apresentados no presente trabalho, mostrou uma reducao significante na
area de leséo aterosclerotica (HAYEK et al., 1997; GIEHL et al., 2007).

Sob esse foco, muitos estudos tém falhado ao tentar demonstrar o
efeito de determinados residuos, produtos fermentados, compostos
antioxidantes e variados compostos bioativos no metabolismo lipidico. Pouco
pode ser dito em relacdo a preponderancia desses produtos, compostos e
substancias, sendo necessarias novas pesquisas com maior duracao e mais
minuciosas para melhor esclarecer os mecanismos abordados neste estudo,
sugerindo-se, dentre elas, a identificacdo dos compostos fendlicos do

residuo de café e avaliacdo de suas diferentes doses no organismo animal.
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5. CONCLUSOES

1. O residuo de café submetido a fermentacdo aumentou o teor de
proteinas e diminuiu o teor de carboidratos indicando o crescimento
do fungo no meio.

2. O consumo de residuos de café fermentado e sem fermentar nao
alterou o ganho de peso, o consumo alimentar e o indice hepético dos
camundongos.

3. A utilizacdo do residuo de café como parte da dieta de animais em
concentragbes abaixo de 10% nao acarreta perda de peso e
diminuigdo no consumo.

4. A ingestdo dos residuos reduziu os niveis séricos de triacilgliceréis e
da fragdo VLDL-c nos animais que receberam a dieta contendo
residuo de café sem fermentar a 2%.

5. Na deposicdo de gordura nos hepatécitos, os grupos que foram
alimentados com residuo fermentado apresentaram aumento de
goticulas de gordura no tecido hepatico, enquanto o residuo sem
fermentar ndo alterou os hepatdécitos.

6. Os animais que receberam o residuo fermentado a 2% apresentaram
o melhor efeito na diminuicdo da area da lesdo adrtica. J4 os animais
que consumiram o residuo fermentado a 10% n&o apresentou efeito

sob as lesoes.
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