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RESUMO

CARVALHO, Marcia Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2001. Identificagdo de produtos da fermentagdao por fungos
(Monascus ruber e Aspergillus versicolor) e seus efeitos no
metabolismo  lipidico.  Orientador: José Humberto de  Queiroz.
Conselheiros: Luiz Cladudio de Almeida Barbosa e Neuza Maria Brunoro
Costa.

Os fungos do género Monascus sao tradicionalmente conhecidos por
produzirem corantes utilizados na industria alimenticia e pela produgdo da
mevinolina, uma substancia utilizada na reducdo do colesterol sérico. Esta
substancia possui agdo competitiva com a enzima hidroximetilglutaril-Coenzima
A redutase (HMG-CoA redutase), a qual regula a biossintese do colesterol.
Foram realizados testes in vivo para determinar a atividade biologica do arroz
fermentado pelo Monascus ruber. Aliado a este estudo, foi testada outra cepa
de fungo identificada como Aspergillus versicolor, a qual se apresenta
freqientemente como contaminante de alimentos. Nesse sentido, foram
realizados dois testes bioldgicos para se determinar a agdo hipolipidémica
destes fungos em ratos machos da raga Wistar, com hiperlipidemia induzida
por Triton ou por 1% de colesterol mais 0,1% de acido cdlico. Os resultados

obtidos nos ensaios biolégicos demonstram que o arroz fermentado por M.



ruber tende a reduzir os niveis de colesterol total nos animais testados. O
estudo dos extratos de Monascus ruber e Aspergillus versicolor por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ndo detectou a presenca de
mevinolina nestes extratos. O fracionamento do extrato de Aspergillus
versicolor, em coluna de silicagel, permitu o isolamento de duas novas
lactonas, cujas estruturas foram estabelecidas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de '3C, espectroscopia no
infravermelho  (IV) e espectrometria de massas (EM). Uma das lactonas
apresentou potencial como inseticida, com mortalidade de 75% em relagdo ao
controle. Ainda deste extrato foi isolado o peroxido de ergosterol, o qual foi
identificado pelas mesmas técnicas citadas anteriormente. Embora este
composto tenha sido isolado anteriormente em outros meios, nao foi
encontrado na literatura relato associado a produgéo de peroxido de ergosterol

por cepas de Aspergillus versicolor.



ABSTRACT

CARVALHO, Marcia Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2001. Identification of products of the fermentation of the
fungi (Monascus ruber and Aspergillus versicolor) and yours effects on
lipidic metabolism. Adviser: José Humberto de Queiroz. Committee

members: Luiz Claudio de Almeida Barbosa and Neuza Maria Brunoro
Costa.

The fungi from the genus Monascus are traditionally known by
producing stain used in the food industry and for the one of the production of
the mevinolin, one substance used in the serum cholesterol-lowering. This
substance possesses competitive action with the enzyme
hydroxymethylglutaryl-Coenzyme  reductase = (HMG-CoA  reductase),  which
regulates biosynthesis of the cholesterol. Tests had been carried in vivo to
determine the biological activity of the fermented rice for the Monascus ruber.
Ally to this study, was tested another strains of fungus identified as Aspergillus
versicolor, which presents frequent as contaminant of foods. In this direction
two biological assays had been carried through to determine the hypolipidemic
action of these fungi in male rats of the Wistar race, with induced hyperlipidemy
for Triton or for 1% of cholesterol more 0.1% of cholic acid. The results obtained
in the biological assays demonstrate that the fermented rice for M. ruber tends

to reduce the total cholesterol levels in the tested animals. The study of extracts



of Monascus ruber and Aspergillus versicolor for High Liquid Performance
Chromatography (HPLC) revealed the absence of mevinolin in these extracts.
The fractionation of the extract of Aspergillus versicolor in silica gel column
providing the isolation of two new lactones, whose structures had been
established by spectroscopy of nuclear magnetic resonance (NMR) of 'H and
13C, infrared spectroscopy (IR) and the mass spectrometry (MS). One of the
lactones presented potential as insecticide with 75% mortality relative to control.
Still of this extract the ergosterol peroxide was isolated, which was identified by
the same techniques. Although this compound has been isolated previously in
other means, was not found in literature report associated to the production of

ergosterol peroxide for strains of Aspergillus versicolor.



1. INTRODUGAO

Dados do perfil de mortalidade no Brasil indicam que as doencas do aparelho
circulatério, com predominio das doengas cerebrovasculares e doenca isquémica do
coragao, representam a primeira causa de mortes. Em 1989, esse conjunto de
doencgas representava 28% dos 6bitos, indicando sua importancia como problema de
saude publica (CERVATO et al., 1997).

Dentre as patologias pertencentes ao grupo de doengas do aparelho
circulatério, a doencga cardiovascular aterosclerdtica tem sido considerada problema de

saude publica, na Europa e América do Norte, desde o comego do século passado
(CERVATO et al., 1997).

Diversos estudos epidemiologicos tém fornecido uma visdo sobre os
fatores de riscos envolvidos na etiologia da doenga cardiovascular
aterosclerdtica. Assim, dentre os fatores de risco considerados de maior
importancia destacam-se a hipertensdo arterial, as dislipidemias, a obesidade,
o diabetes melito e alguns habitos relacionados ao estilo de vida, como dieta
rica em calorias, gorduras saturadas, colesterol e sal, consumo de bebidas
alcodlicas, tabagismo e sedentarismo. A dieta, por sua vez, esta presente na
etiologia das dislipidemias e da obesidade, podendo ainda atuar como
agravante do diabetes melito (CERVATO et al., 1997).

Por ser considerado um problema de saude publica, a ciéncia tem
demonstrado grande interesse em desenvolver pesquisas relacionadas a
reducao de hiperlipidemias.

Varias pesquisas tém mostrado que alguns alimentos e substancias
naturais podem combater a hiperlipidemia. Entre outras, citam-se a inclusdo do
feijdo na dieta de animais experimentais (COSTA et al., 1993), o uso de

flavondides, que sdo compostos fendlicos largamente distribuidos em plantas



comestiveis e nao-comestiveis (PEREIRA, 1999), e o uso da mevinolina, uma
substancia produzida por fungos que possui a propriedade de reduzir os niveis

de colesterol sérico (ENDO et al., 1986b; LI et al., 1998).
Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o efeito de alimentos

fermentados por fungos sobre o metabolismo lipidico e identificar novas

substancias produzidas nesses meios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doencgas cardiovasculares e colesterol

Pesquisas ja demonstraram que a hiperlipidemia e a aterosclerose
podem ocorrer em consequéncia de varios fatores, como, por exemplo, a
deficiéncia relativa de acidos graxos polinsaturados. A deposi¢cdo de placas de
lipidios na parede interna das artérias (ateromas) parece ocorrer mais
rapidamente quando as concentracdes de lipidios séricos estdo elevadas. O
material depositado possui composicdo semelhante a dos lipidios séricos no
momento da deposi¢cdo. A concentragdo de lipidios plasmaticos € determinada,
em parte, pela composicdo da dieta. Quando quantidades maiores s&o
incluidas em dietas experimentais, as consequéncias variam de acordo com a
quantidade de colesterol e a composicdo da dieta (LEHNINGER, et al., 1995).

A ocorréncia da aterosclerose esta relacionada aos altos niveis do
colesterol ligado & lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e existe correlacdo
entre os baixos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e a doenga

arterial (LEHNINGER et al., 1995).

Segundo RUBINSTEIN et al. (1991), o Programa Nacional de Educagdo do
Colesterol de Israel concluiu que o nivel de colesterol desejado ¢é inferior a 200 mg/dL
(5,18 mmol/L), e o limite € de 200 a 240 mg/dL. Niveis de colesterol acima de 240
mg/dL (6,2 mmol/L) precisam ser reduzidos, € os pacientes que possuem doengas
arteriais coronarianas definidas ou que apresentam pelo menos dois fatores de risco
necessitam reduzir seus niveis de colesterol para niveis abaixo de 200 mg/dL. Os
fatores de risco mais importantes s&o: sexo masculino, fumar acima de 10 cigarros por
dia, histéria familiar de doengas coronarianas prematuras, hipertenséo, diabetes



melito, niveis das lipoproteinas de alta densidade (HDL) menores que 35 mg/dL,
historia de doengas cerebrovasculares ou doengas vasculares periféricas oclusivas e
obesidade (peso 30% acima do normal).

Sem duvida alguma, o colesterol é o lipidio natural que apresenta
o maior numero de publicacoes, em razao da forte correlagao existente na
espécie humana entre os altos niveis de colesterol no sangue e a
incidéncia de doengas do sistema cardiovascular. Menos alardeado é o
papel critico do colesterol na estrutura de membranas e como precursor
dos hormonios esterdides e dos acidos biliares. O colesterol, no entanto,
nao é necessario na dieta dos mamiferos, pois o figado pode sintetiza-lo a
partir de precursores mais simples (LEHNINGER et al., 1995).

O colesterol é um esteréide de 27 carbonos (Figura 1),
componente essencial da membrana das células, precursor imediato de
horménios esteroidais e substrato para formagao de acidos biliares, os
quais sao requeridos para absor¢cio de gorduras e vitaminas
lipossoliveis no intestino. O colesterol é também requerido para a
formacao das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) no figado,
utilizadas para transporte de gorduras do figado para outros tecidos
(ALBERTS, 1988).

Trata-se de um lipidio que esta contido em alimentos de origem animal.

No corpo, apresenta-se como colesterol livre ou esterificado com acidos
graxos. Plantas ndo contém colesterol, mas podem sintetizar compostos
similares, como o ergosterol. Uma pequena porgao de colesterol do corpo é
obtida dos alimentos, mas a molécula € completamente dispensavel na dieta. O

colesterol dietético € muito bem absorvido (60 a 80%), enquanto esterdis de
plantas s&o pobremente absorvidos - menos de 5% (BRODY, 1994).

Aproximadamente 300 a 500 mg de colesterol entram no corpo
humano diariamente pela dieta, e um adicional de 700 a 900 mg é
sintetizado por varios 6rgaos do corpo, principalmente o figado
(ALBERTS, 1988). O colesterol sintetizado no organismo é secretado via
bile, principalmente na forma de sais biliares. Os ésteres de colesterol da
dieta sdo hidrolisados a colesterol livre e acidos graxos pela colesterol
esterase pancreatica. Depois da entrada no enterécito, o colesterol livre é
convertido novamente em ésteres de colesterila pela acil CoA: colesterol
aciltransferase. Algumas evidéncias sugerem que a absorcao do
colesterol dietético é mediada pela proteina transportadora de membrana

da borda em escova no intestino (BRODY, 1994).



HO

Figura 1 - Estrutura do colesterol.

2.1.1. Biossintese de colesterol

O colesterol € um componente normal do sangue, sendo seus niveis
influenciados pela composicdo da dieta, apesar de, a maior parte ser
sintetizada no figado. Outros tecidos também possuem esta capacidade de
sintese, como células do intestino, glandula da supra-renal, pele, artéria aorta e
o6rgaos reprodutores, entre outros (MONTEIRO e ROSADO, 1993).

Os niveis de colesterol plasmatico ndo variam muito devido a mudangas na
quantidade de colesterol da dieta. A ingestdo dietética abaixo dos niveis
tipicos resulta numa mudanga muito pequena do colesterol disponivel, em
razdo da sintese enddgena (9 a 12 mg/kg de peso corporal/dia). Portanto,
um homem de 70 kg sintetiza cerca de 700 mg/dia. A redugdo da ingestao
pode resultar em aumento da taxa biossintética do colesterol. Este
aumento se deve ao aumento da atividade de uma das enzimas da via
biossintética do colesterol, a hidroximetilglutari coenzima A redutase
(HMG CoA redutase). Entretanto, o aumento da ingestdo de colesterol
acima dos niveis normais pode nao resultar em aumento correspondente
na sua absorg¢do (BRODY, 1994).

Embora a estrutura molecular deste composto de 27 atomos de
carbono sugira uma biossintese de grande complexidade, todos os seus
atomos de carbono sao fornecidos por um unico precursor, o acetato. Nos
vertebrados, a maior parte da sintese do colesterol ocorre no figado. Uma
pequena fracdo do colesterol sintetizado ali € incorporada nas membranas dos
hepatdcitos, porém a maior parte dele é exportada em uma das duas formas:
acidos biliares ou ésteres do colesterol. Os acidos biliares, e seus sais, sao
derivados do colesterol relativamente hidrofilicos e auxiiam na digestdo dos
lipidios. Os ésteres do colesterol sdo formados no figado, por meio da acdo da
enzima acil-CoAcolesterol aciltransferase (ACAT). Esta enzima catalisa a

transferéncia de um acido graxo ligado a coenzima A para o grupo hidroxila do



colesterol, convertendo o colesterol em uma substancia ainda mais hidrofébica.
Os ésteres de colesterol sdo armazenados no figado ou transportados para
outros tecidos que empregam colesterol (LEHNINGER et al., 1995).

A sintese de colesterol ocorre via mevalonato e esqualeno, sendo o
precursor a acetil-CoA, produzida durante o metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas (Figura 2). Existem cerca de 21 etapas na rota biossintética
para a produgdo total do colesterol. A etapa inicial da sintese de colesterol
inclui a formagédo de acetoacetil-CoA, hidroximetil glutarato e acido mevalbnico.
A conversao de hidroximetil glutarato em &cido mevaldnico se da pela agdo da
enzima hidroximetilglutarii coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), sendo
esta a reagao limitante da via de formagéo do colesterol. Por meio de uma série
de reagbes de condensacdo, o mevalonato ¢é transformado em um
hidrocarboneto de cadeia longa, o esqualeno, que produz o lanosterol, que é
posteriormente transformado em colesterol (RUSSELL, 1992).

A elevada ingestdto de alimentos caldricos, em alguns casos
associados a obesidade, aumenta a atividade da HMG-CoA redutase,
ocorrendo superproducao de colesterol.

Estudos em todo o mundo mostram estreita correlagdo estatistica entre
os niveis de colesterol no sangue e a morte por doengas coronarianas
(MONTEIRO e ROSADO, 1993).
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Figura 2 - Esquema da via biossintética do colesterol.

2.1.2. Transporte do colesterol e outros lipidios

O colesterol, os ésteres do colesterol e os lipidios em geral séo
essencialmente insoluveis em agua. Estes lipidios precisam, entretanto, ser
transportados de um tecido de origem, no figado onde eles sdo sintetizados, ou
no intestino onde s&o absorvidos, para os tecidos nos quais eles serédo
armazenados ou consumidos (MONTEIRO e ROSADO, 1993).

Os lipidios sdo transportados de um para outro tecido pelo plasma
sangiiineo na forma de lipoproteinas plasmaticas, que sao agregados
moleculares de proteinas transportadoras especificas, chamadas de
apolipoproteinas, com combinag¢oes variadas de fosfolipidios, colesterol,
ésteres do colesterol e triacilglicerois (MONTEIRO e ROSADO, 1993).



As apolipoproteinas sao utilizadas para formar varias classes de
lipoproteinas, que sdo agregados esféricos com lipidios hidrofdbicos no centro
e cadeias laterais hidrofiicas dos aminoacidos das proteinas na superficie.
Combinagcdes variadas de lipidios e proteinas produzem diferentes
lipoproteinas, as quais variam de densidade muito baixa (VLDL) até
lipoproteinas de densidade alta (HDL). Estas lipoproteinas podem ser
separadas entre si por ultracentrifugacdo e visualizadas com o emprego da
microscopia eletrénica (LEHNINGER et al., 1995).

2.1.3. Lipoproteinas

Os lipidios da dieta incluem ftrigliceridios, fosfolipidios, ésteres de
colesterol e vitaminas lipossoluveis. Esses nutrientes requerem um tipo
especial de maquinario bioquimico para facilitar sua assimilacdo e distribuicdo
pelo corpo. O aparato bioquimico usado inclui sais biliares, apolipoproteinas,
albuminas séricas e proteinas ligadoras de vitaminas. Apolipoproteinas sao
primariamente sujeitas a essa segdo. O prefixo apo é usado para se referir a
proteinas e o termo lipoproteina refere-se ao complexo apolipoproteina e
lipidios (BRODY, 1994).

Cada classe de lipoproteina tem uma funcdo especifica, determinada
por seu lugar de sintese, composi¢do lipidica e conteudo de apolipoproteina.
Pelo menos nove apolipoproteinas sdo encontradas entre as lipoproteinas do
plasma humano; elas podem ser distinguidas por seu tamanho, suas reacgdes
com anticorpos especificos e sua distribuicdo caracteristica nas classes de
lipoproteinas. Estas proteinas-componentes agem como sinalizadoras, tanto
dirigindo as lipoproteinas para tecidos especificos, como ativando enzimas que
agem sobre elas (LEHNINGER et al., 1995).

Combinacdes de lipidios e proteinas produzem particulas com
diferentes densidades (MONTEIRO e ROSADO, 1993).

As lipoproteinas sao classificadas em quatro tipos:
1. Quilomicrons.
2. VLDL: “Very Low Density Lipoprotein” (lipoproteina de muito baixa

densidade).



3. LDL: “Low Density Lipoprotein” (lipoproteina de baixa densidade).
4. HDL: “High Density Lipoprotein” (lipoproteina de alta densidade).

As lipoproteinas s&o particulas grandes, que apresentam massa
molecular de 150 mil a 30 bilhdes (BRODY, 1994).

As lipoproteinas sdo sintetizadas no intestino e no figado. Aquelas que
sdo sintetizadas no intestino contém lipidios assimilados da dieta e séo
chamadas de quilomicrons. Estas lipoproteinas localizadas nos enterécitos
entram na corrente sanguinea, via sistema linfatico. Ja as lipoproteinas
agrupadas no figado e que contém lipidios originados da corrente sanglinea e
da sintese in vivo no figado sdo chamadas de muito baixa densidade (VLDL),
sendo secretadas do figado para a corrente sanglinea. O figado também
sintetiza e secreta outras lipoproteinas, chamadas de alta densidade (HDL). Os
quilomicrons contém pequena proporcdo de proteina, enquanto HDL tem
relativamente alto conteudo de proteinas (BRODY, 1994). (Quadro 1).

Ainda segundo BRODY (1994), as doengas coronarianas estao
associadas aos elevados niveis séricos de colesterol-LDL e baixos niveis de

colesterol-HDL.

Quadro 1 - Composigao das particulas lipoprotéicas

(o)




Lipoproteina Proteina Lipidios

Quilomicron 3x10"Da 1 99
Lipoproteina de muito| 5a10x10°Da 10 90
baixa densidade (VLDL)

Lipoproteina de baixa| 2,2a3,5x 10° Da 25 75
densidade (LDL)

Lipoproteina de alta| 1,5a4,0x 10° Da 50 50
densidade (HDL)

Fonte: BRODY (1994).

2.2. Inibidores da sintese de colesterol e monacolinas

No desenvolvimento da aterosclerose e das doencas coronarianas, o
alto nivel de colesterol no sangue € considerado um importante fator de risco.
Mais de 70% do colesterol total do sangue é derivado da sintese in vivo em
humanos; assim, é esperado que estes niveis possam ser reduzidos como
resultado da inibicdo da sua biossintese. Em muitas situacdes esta inibicao
ocorre pela HMG-CoA redutase (EC 1.1.1.34), a enzima que catalisa a reagao
limitante da biossintese do colesterol.

Foi demonstrado que alguns compostos de origem microbiana,
incluindo ML-236B (compactina) MB-530B, CS-514, pravastatina, simvastatina
e mevinolina, inibem competitvamente a HMG-CoA redutase (NAKAMURA e
ABELES, 1985; ENDO e HASUMI, 1985; TSUJITA et al, 1986; ENDO et al.,
1986a; KUMAGAI et al., 1990).



A mevinolina, também conhecida como Monacolina K, Lovastatina, MB-
530B, MK-803, MDS-803, € uma potente droga usada em humanos para
reduzir os niveis de colesterol sanglineo (JUZLOVA et al., 1996; NAKAMURA
e ABELES, 1985). A mevinolina € um produto da fermentagdo de fungos como
Aspergilus terreus, Penicillium citrinum, Penicillium brevicompactum, Monascus
ruber, Eupenicillium, Trichoderma e Pleurotus ostreatus (JUZLOVA et al., 1996;
GULLO et al., 1981; ALBERTS, 1990; YOSHIZAWA et al., 1994; ENDO et al.,
1986a; ENDO et al, 1985a; NAKAMURA et al, 1990; KYSILKA e KREN,
1993). ENDO et al. (1986a) mencionaram ainda a capacidade de algumas
outras estirpes de fungos produzirem a mevinolina, como Phoma sp. M4452,
Doratomyces nanus IFO 9551 e Gymnoascus umbrinus IFO 8450.

Segundo JUZLOVA et al. (1996), o género Monascus, que inclui quatro
espécies: M. pilosus, M. purpureus, M. ruber e M. floridanus, pertence aclasse
Ascomycetes e a familia Monascae. Os géneros M. vitreus e M. pubigerus
pertencem a M. ruber e a M. pilosus, respectivamente, segundo a nova
taxonomia deste género (HAWKSWORTH e PITT, 1983). Estes fungos séao
fontes de varios metabdlitos secundarios de estrutura policetidica, e, das 124
estirpes de Monascus testadas, 17 demonstraram capacidade de produzir a
mevinolina (JUZLOVA et al., 1996).

Segundo WANG et al. (1997), o arroz fermentado com M. ruber tem
sido utilizado em animais e em humanos para reduzir efetivamente os niveis de
lipidios séricos, pela atividade inibidora da HMG-CoA redutase e também por
conter acidos graxos insaturados, que podem ajudar na redugdo de lipidios
Sericos.

BROWN et al. (1978) demonstraram que a compactina, também
conhecida como ML-236B, é um potente inibidor competivo do HMG-CoA
redutase. Em extratos de fibroblastos humanos, a afinidade da enzima pelo
M_-236B € aproximadamente 10.000 vezes maior que a afinidade para o
substrato natural HMIG-CoA.

Além da conhecida propriedade de reduzir os niveis de lipidios séricos
pela produgdo da mevinolina, os fungos do género Monascus também
produzem grandes quantidades de acidos graxos insaturados, podendo auxiliar
na reducao desses lipidios (WANG et al., 1997).



Fungos do género Monascus sao tradicionalmente utilizados como
corantes em alimentos e s&o produzidas em uma mistura de seis pigmentos:
monascina e ankaflavina  (pigmentos  amarelos), rubropunctatina e
monascorubrina (pigmentos laranjas) e rubropunctamina e monascorubramina
(pigmentos vermelhos) (MARTINKOVA et al, 1995, FABRE et al, 1993).
Recentemente, mais dois novos pigmentos amarelos foram descobertos, sendo
denominados amarelo Il e xantomonascina A (JUZLOVA et al., 1996; BLANC et
al., 1994). Além disso, alguns autores citam a atividade antibiética do extrato de
Monascus e também efeitos hipotensivo, nefrotdxico, teratogénico e supressor
do crescimento de tumores in vivo (KOHAMA et al.,1987; BLANC et al., 1995;
MARTINKOVA et al, 1995, JUZLOVA et al, 1996; WONG e BAU, 1977,
NOZAKI et al., 1991).

Tradicionalmente, o Monascus é utilizado no oriente para tratamento de
doencas como indigestdo, contusdes musculares, disenteria e carbunculo na
medicina veterinaria (JUZLOVA et al., 1996).

Além da mevinolina (monacolina K), existem outros compostos
relacionados que s&o metabdlitos secundarios do fungo Monascus ruber,
dentre eles as monacolinas J, L, M e X (Figura 3), e estes compostos também
inibem especificamente a enzima HMG-CoA redutase (NAKAMURA et al,
1990; KOMAGATA et al., 1989; ENDO et al, 1985a; ENDO e HASUMI, 1985;
ENDO et al., 1986a).



Monacolna J R= OH

(0]
HO 0 Monacolina K R = (0]
(mevinolna)
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Monacolna L R=

Monacolna M R= 0]

Monacolna X R= O

Fonte: ENDO e HASUMI (1985) e ENDO (1986b).

Figura 3 - Estruturas das monacolinas J, K, L, M e X.

Fungos do género Aspergillus, além de possuirem a propriedade de
reduzir o colesterol, por sintetizarem a mevinolina, sdo conhecidos também por
possuirem outras atividades importantes, como a producdo de micotoxinas em
produtos alimenticios como cereais (ALBERTS, 1990; ABARCA et al., 1997).

Culturas de Aspergillus versicolor possuem a capacidade de produzir
micotoxinas  conhecidas, como esterigmatoxina, presente em produtos
agricolas (ABRAMSON e CLEAR, 1996).

2.2.1. Experimentos in vivo

Recentes estudos com caes tém sugerido que a mevinolina pode
reqular a taxa catabdlica de LDL pelo aumento do numero de receptores
hepaticos de LDL. Os coelhos parecem ter receptores similares que sao
suscetiveis a regulacdo pelo colesterol dietético e por sequestrante do acido
biliar (KROON et al., 1982).

KROON et al. (1982), avaliando o efeito da mevinolina nos niveis séricos de colesterol
em coelhos com hipercolesterolemia endodgena, verificaram que os
animais tratados com mevinolina por 39 dias, com doses administradas de
2 mg/kg/dia, tiveram seus niveis de colesterol sérico reduzidos em 37%,



em média, enquanto doses de 6 mg/kg/dia resultaram num decréscimo de
48%, quando comparadas ao grupo controle.

Estudos realizados por ZHU et al. (1992) avaliaram o efeito da
mevinolina na supressdo e regressdao da aterosclerose em coelhos que
consumiram dieta hiperlipidica e receberam doses diarias de 10 e 20 mg de
mevinolina. Como resultado, foi constatado que a mevinolina € bem tolerada e
eficaz no tratamento de hipercolesterolemia e suprime a aterosclerose adrtica e
pulmonar.

ENDO (1979) isolou o composto ativo mevinolina e realizou dois
experimentos distintos para avaliar o efeito hipocolesterolemiante do composto.
No primeiro, utilizou ratos com hipercolesterolemia induzida por Triton WR-
1339, recebendo dose de 10 mg/kg de mevinolina, dissolvida em suspensao
salina, via intraperitonial. Apos 14 horas, os animais foram sacrificados e o
colesterol plasmatico determinado. No segundo experimento, foi avaliado o
mesmo efeito da mevinolina em dois coelhos, que receberam duas doses
didriass de 1 mg/kg/dia durante cinco dias. Foi observado que, no primeiro
experimento, houve reducdo dos niveis de colesterol de 23% e, no segundo,
foram obtidos plasmas de trés e cinco dias, onde se verificou reducdo de 12,3 e

21,6% em um animal e 10,1 e 26,2% no outro, respectivamente.

Em estudos realizados com ratos, foi avaliada a inibicdo competitiva da mevinolina e
do ML-236B. Os animais foram separados em dois grupos, onde ambos
foram tratados com Triton WR-1339, sendo administradas doses de
mevinolina e ML-236B a 0, 6, 12 e 18 horas depois da injegdo de Triton
nas doses de 1, 5 e 25 mg/kg. A mevinolina produziu significativa redugao
do colesterol plasmatico e hepatico quando usadas as doses de 4 e 20
mg/kg, enquanto o ML-236B ndo demonstrou atividade em doses de 4
mg/kg, mas somente em 20 e 100 mg/kg, demonstrando a superioridade
da mevinolina em relagcdo ao ML-236B, considerado um potente inibidor
da sintese de colesterol (ENDO, 1980).

KRITCHEVSKY et al. (1981) observaram a influéncia da mevinolina,

em experimentos com coelhos com aterosclerose. Neste experimento, foram
utilizados dois grupos de coelhos, ambos alimentados com dieta aterogénica,
por oito semanas, € um dos grupos recebeu dose diaria de 2,5 mg/kg de
mevinolina. Ao final do experimento, foi observado que a mevinolina reduziu
significativamente os niveis de colesterol e fosfolipidios séricos. O grupo
controle de coelhos exibiu aterosclerose mais severa, e as lesdes na artéria
aorta do grupo controle foram significativamente mais severas que a do grupo

com a droga-teste. Também foi observado que as lesdes na aorta toracica do



grupo controle foi 38% mais severa que no grupo-teste. Assim, a mevinolina foi
eficaz na inibicdo da aterosclerose induzida por colesterol em coelhos.

LI et al. (1998) analisaram trés grupos experimentais de animais, sendo dois
com coelhos e um com codorna, quanto areducdo de colesterol. No primeiro grupo
estudado, coelhos tiveram hipercolesterolemia induzida endogenamente, aumentando
de 1,81 para 7,51 mmollL em 60 dias. O primeiro grupo foi tratado com arroz
fermentado por Monascus purpureus, com doses de 0,2, 0,4 e 0,8 g/kg/dia, durante 30
dias, havendo redugao significativa do colesterol total (TC) nas doses de 0,4 e 0,8
g/kg/dia de arroz fermentado, sem redugdo significativa do HDL-colesterol (HDL-c).
Com a dose de 0,2 g/kg/dia ndo houve redugéo significativa do colesterol total. No
segundo experimento, também usando coelhos, mas com hipercolesterolemia induzida
exogenamente por dieta aterogénica, foi observado o seguinte resultado: animais que
receberam doses orais de M. purpureus de 0,8 g/kg/dia, durante 40 dias, nao tiveram
aumento da concentragdo do colesterol total (TC), do triacilglicerol (TG) e da relagéao
TC:HDL-c. No terceiro grupo, usando codornas e hiperlipidemia induzida
exogenamente com dieta aterogénica, o fermentado de M. purpureus foi dado em
doses orais de 0,1, 0,2 e 0,4 g/kg/dia, durante duas semanas. O resultado mostrou
mais uma vez grande capacidade de impedir o aumento das concentragdes do TC e
TG séricos, demonstrando que o fermentado de M. purpureus reduz o TC e TG em
coelhos e codornas com hiperlipidemia e suprime a aterosclerose induzida por dieta
aterogénica.

Em seres humanos, WANG et al. (1997) avaliaram o efeito de um
preparado de arroz fermentado com fungo do género Monascus em pacientes
com hiperlipidemia, num periodo de oito semanas. Como resultado, houve
reducdo de 22,7% do colesterol total, 30,9% do LDL, 34,0% de triacilglicerol e
aumento de 19,9% do HDL, e 93,2% dos pacientes obtiveram beneficios com
arroz fermentado.

Analisando o efeito da mevinolina em humanos, RUBINSTEIN et al.
(1991) utilizaram um grupo de 28 pacientes com niveis de colesterol plasmatico
de 200 a 240 mg/dL. A mevinolina geralmente é utilizada em doses que variam
de 20 a 80 mg/dia, mas o estudo foi conduzido com doses de somente
10 mg/dia. O resultado obtido pelo experimento foi a redugdo do colesterol
plasmatico em 19% e também a redugéo dos niveis de LDL-colesterol em 24%
apés 20 semanas de tratamento. Todos os 28 pacientes tiveram seus teores de
colesterol diminuidos para valores abaixo de 200 mg/dL, e somente um
paciente teve os niveis de LDL-colesterol maiores que 130 mg/dL. Concluiu-se
que valores aceitaveis de colesterol sdo conseguidos com 10 mg de mevinolina

por dia.



2.3. M onacolinas
2.3.1. Estrutura e propriedades

A mevinolina (monacolina K) (Figura 3) possui férmula molecular
CosHisOs5 e se apresenta na forma de um pd branco, solivel em metanol,
etanol, acetona, cloroférmio e benzeno e insolivel em n-hexano e éter de
petroleo.

A elucidacdo completa da estrutura das monacolinas K, J, M e X
(Figura 3) foi conseguida pela aplicagdo de técnicas de espectrometria de
massa e ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono e hidrogénio, pela
equipe de AKIRA ENDO (ENDO, 1979; ENDO e HASUMI, 1985; ENDO et al.,
1985a).

2.3.2. Biossintese de monacolinas

A biossintese da mevinolina tem sido estudada por varios
pesquisadores, indicando que a parte principal de seu esqueleto é um
policetideo, originado do acetato (KOMAGATA et al., 1989).

GULLO et al. (1981) afirmaram que, durante a fermentagédo do fungo
Aspergillus terreus, mevinolina e diidromevinolina s&o produzidas em duas
formas distintas: lactona e forma acida livre (GULLO et al., 1981; ALBERTS,
1990).

Segundo FRIEDRICH et al. (1995), a mevinolina foi convertida em metil éster, quando
extraida com metanol e estocada por trés dias sob refrigeragcao. Ainda
segundo estes autores, a mevinolina pode ser convertida em sua
respectiva forma &cida, primeiramente formando sais de sdédio e,
consequientemente, o acido, de acordo com BROWN et al. (1978).

A mevinolina, o primeiro desta classe de agentes que possui 0 uso
clinico aprovado, foi quimicamente modificada para formar a simvastatina.
Mevinolina e simvastatina sao lactonas consideradas pro-drogas inativas que
precisam ser enzimatica ou quimicamente convertidas em suas respectivas

formas abertas (diidroxiacido) para apresentar atividade inibitoria da HMG-CoA



redutase (Figura 4) (ALBERTS, 1990; KYSILKA e KREN, 1993). Essa
conversao enzimatica ocorre eficientemente no figado, e os estudos realizados
em animais concluem que as lactonas sdo mais bem toleradas que os
hidroxiacidos ativos (ALBERTS, 1990).

Ainda segundo ALBERTS (1990), estas duas pro-drogas lactonicas,
que sé&o muito eficazes no controle da hipercolesterolemia, possuem bom perfil

de tolerancia associado a uma boa complacéncia dos pacientes.

2.3.3. Modelo de interagao enzimatica

De acordo com NAKAMURA e ABELES (1985), a HMG-CoA redutase catalisa a
reducdo do HMG-CoA para acido mevalbénico, e o co-fator NADPH é
requerido para exercer essa atividade.

A HMG-CoA redutase € uma enzima microssomal que catalisa a etapa

dependente do NADPH (forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) para redugdo do HMG-CoA para acido mevalénico (ALBERTS, 1990).
O mevalonato é um intermediario para a biossintese do colesterol, sendo
produzido a partir da acetil-CoA através de trés enzimas chamadas de
acetoacetil-CoA tiolase, HMG-CoA sintase e HMG-CoA redutase (KUMAGAI et
al., 1990).

O mevalonato é um precursor de inumeros metabdlitos essenciais,
incluindo ubiquinona (coenzima Q), dolicol e colesterol. Além disso,
intermediarios da biossintese estdo envolvidos na isopentilagdo do &cido
ribonucléico transportador (t RNA), na farnesilagdo do grupo prostético heme
da citocromo oxidase e na, recentemente descoberta, farnesilagdo de inUmeras
proteinas, incluindo as oncogénicas. O importante bloqueio de parte da sintese
do famesil com inibidores da HMG-CoA redutase previne a expressao de
proteinas oncogénicas (ALBERTS, 1990).

A inibicdo da HMG-CoA redutase pela mevinolina e compactina € do tipo competitiva
em relacdo a HMG-CoA. A porcéo inibidora ativa desses compostos sao
os hidroxiacidos correspondentes ao substrato, no caso o HMG-CoA, onde
o anel lactonico é hidrolisado (NAKAMURA e ABELES, 1985).
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Figura 4 - Estruturas dos inibidores de HMG-CoA redutase, da “pré-droga” e da
forma inibidora ativa da simvastatina.



ENDO (1980) verificou que a inibicdo da HMG-CoA redutase pela
mevinolina era competitva em relacio a HMG-CoA e nao-competitva em
relacdo a NADPH.

O hidroxiacido da cadeia lateral da compactina e o da mevinolina se
assemelham ao acido mevaldnico, e, provavelmente, parte dos hidroxiacidos
desses compostos ocupe o sitio de ligagdo do HMG da enzima. Com base nos
fatos citados, os autores concluiram que HMG-CoA ou CoASH impede a
ligacdo da monacolina e da compactina com a HMG-CoA redutase. O NADPH
ndo possui esse efeito, mostrando que a monacolina e a compactina interagem
com o dominio HMG e CoASH do sitio ativo. Os autores sugerem ainda que a
alta afinidade da mevinolina e da compactina pela HMG-CoA redutase se deve
a interagbes simultineas de duas areas de ligagbes separadas: o dominio
HMG e a regido hidrofébica, demonstrando assim que compostos com
interagbes simultdneas com dois sitios de ligagdes da enzima podem
demonstrar altissima constante de ligacdo (NAKAMURA e ABELES, 1985).

Resultados indicam que a mevinolina € um inibidor especifico da HMG-
CoA redutase, e este é quatro a cinco vezes mais ativo que o ML-236B, em

ambos os sistemas: in vitro e in vivo (ENDO, 1980).

2.3.4. Producao das monacolinas

As monacolinas (K, L, M, J e X) sdo produzidas por via fermentativa,
utilizando-se fungos dos géneros Monascus e Aspergillus.

A producdo da mevinolina, comercialmente, é feita por fermentacdo em
meio liquido, utilizando-se cepas da espécie Monascus ruber. As condigbes
gerais de fermentagdo sdo: temperatura entre 25 e 30 °C, pH entre 60 e 7,0,
aerobiose, meio enriquecido com minerais, fonte de nitrogénio e carbono
variadas e tempo de fermentagdo proximo de 10 dias A produgédo da
mevinolina no meio varia entre 10 e 20 pg/mL, além da producdo das
monacolinas L, J e X (ENDO e HASUMI, 1985; ENDO et al., 1985a).

A producdo da mevinolina por Aspergillus terreus é relatada por diversos
autores (KYSILKA e KREN, 1993; GULLO et al, 1981; ALBERTS, 1988, 1990;
JUZLOVA et al, 1996). As condicdes de cultura sdo semelhantes &juelas



utilizadas para Monascus ruber, porém, o tempo de fermentacdo em geral é

bem menor, em média de cinco a seis dias.

2.3.5. Identificagao da mevinolina

Diversas técnicas tém sido utilizadas para identificar e quantificar a
mevinolina nos meios fermentados por fungos.

ENDO (1979), identificando a mevinolina apds sua extragdo em meio
liquido, péde verificar que ela apresentava temperatura de fusdo igual a 157 -
159 °C e fator de retengdo (Rr) em cromatografia em camada delgada (CCD)
(Merck, Kieselgel 60F254) de 0,47, com diclorometano-acetona (4:1) como fase

movel.

2.3.6. Dosagem de mevinolina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
- CLAE

A producdo de mevinolina por fermentagcdo resulta em concentracdes
muito baixas no final do processo, em torno de 20 pg/mL. Assim, a purificagéo
exige varias etapas de extracdo com solventes organicos, concentragéo e
separagdo por coluna cromatografica de silica-gel (ENDO, 1979; ENDO e
HASUMI, 1985). A dosagem, entretanto, pode ser relativamente facilitada
utilizando-se da propriedade de absor¢do de radiacdo ultravioleta que as
monacolinas apresentam.

Assim, a utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por espectrofotometria no ultravioleta tem sido relatada por diferentes
autores.

FRIEDRICH et al. (1995) utilizaram coluna Spherisorb ODS 2, fase
movel: tampao fosfato de potassio (pH 7,7)-acetonitila (35:65), com fluxo de
0,7 mL/minuto e detector UV em 237 nm. Apos extracdo do meio com metanol,
os autores obtiveram no cromatograma os picos referentes a mevinolina, o
padrdo na forma acida e o pico da forma metil éster.

KYSILKA e KREN (1993) utilizaram meio fermentado por Aspergillus
terreus e padrao de mevinolina. A forma acida do padrdo foi obtida pela
hidrolise alcalina da mevinolina, conforme ENDO et al. (1985b). Os compostos

foram eluidos isocraticamente com metanol e 18 mMacido ortofosforico



(77,5:22,5), com fluxo de 0,5 mbL/minuto e detector UV em 238 nm. O
cromatograma obtido da amostra fermentada apresentou trés picos, sendo o
primeiro desconhecido, 0 segundo correspondente ao acido mevinolinico e o
terceiro o da mevinolina.

GULLO et al. (1981) utilizaram, em suas analises por CLAE, radiacdo
ultravioleta (UV) com detecgdo em 237 nm, temperatura em 60 °C e fluxo de
2,0 mbl/minuto e sistema de solventes: acetonitrila-metanol-agua (69:2:29),

onde os picos correspondentes amevinolina e diidromevinolina foram obtidos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas duas cepas de fungos filamentosos:

» Monascus ruber CCT 1236 - adquirida da Fundagado Tropical de Pesquisas
e Tecnologia André Tosello, Campinas, SP.

» Aspergillus versicolor - isolada em laboratdrio a partir de amostras de tofu
(produto fermentado de soja) e identificada pela Fundagdo Tropical de

Pesquisas e Tecnologia André Tosello , Campinas, SP (Figura 5).



Figura 5 - Fotografia de colénia do Aspergillus versicolor em meio BDA (batata-
dextrose-agar).



3.2. Produgao do arroz fermentado

Inicialmente, foram pesados 100 g de arroz - marca Germann,
parboilizado, longo fino, tipo 1 - e colocados em erlenmeyers de 250 mL.
Adicionou-se a cada erlenmeyer 0,05% de MgSOs, 0,05% de KHPO4 e 0,5%
NH,ClI, dissolvidos em 60 mL de agua destilada, como meio de enriquecimento,
conforme ENDO (1979) e ENDO et al. (1986a), obtendo-se assim um teor de
umidade relativa de, aproximadamente, 45%. Os erlenmeyers foram vedados
com rolhas de algoddo, sendo estas envolvidas com papel-aluminio, e
deixados em repouso por 15 horas, para que a agua fosse absorvida, a fim de
se obter umidade mais homogénea do grédo. Apds a absorcdo da agua, os
erlenmeyers foram levados a autoclave e esterilizados a 120 °C, por 20
minutos. Apos a esterilizacdo, eles foram resfriados a temperatura ambiente,
por trés horas.

Depois de resfriados, os meios foram inoculados, com as cepas
mantidas em tubos de ensaio com meio BDA. Para o processo de inoculagéo,
foi adicionada agua destilada e esterilizada nos tubos contendo a cepa (M.
ruber e Aspergillus versicolor), e estes foram agitados manualmente. A
inoculagéo se fez utilizando uma pipeta esterilizada, adicionando-se 0,5 mL da
suspensao de esporos em cada erlenmeyer. Apdés a inoculagdo, os frascos
foram agitados manualmente e colocados em estufa incubadora, a 28 °C por
13 e 9 dias, respectivamente para M. ruber e A. versicolor (Figura 6).

O arroz fermentado com M. ruber e A. versicolor foi usado como parte
da dieta experimental de animais no ensaio biolégico. Apdés a fermentagdo, o
arroz foi espalhado em bandeja de polietleno e colocado em estufa com
circulacdo de ar atemperatura de 65 °C, durante 24 horas. Apds resfriado, o
arroz foi triturado em multiprocessador, e a farinha obtida foi utiizada como
parte da dieta experimental dos animais.

Extratos do arroz fermentado com Monascus ruber e Aspergillus
versicolor também foram utilizados misturados a dieta experimental, nesse
mesmo ensaio bioldgico.



Figura 6 - Arroz fermentado pelo Monascus ruber.

3.3. Obtencao do extrato metandlico do arroz fermentado

Para a obtencdo do extrato metandlico do arroz fermentado, foram
utilizados 100 mL de metanol para 100 g de arroz fermentado, permanecendo
este material sob agitagdo durante uma hora em erlenmeyer tampado, em
temperatura ambiente. O processo foi repetido mais uma vez, sendo o material
extraido reunido e filtrado com auxilio de vacuo. Apos a filtragdo, o solvente foi
retirado em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, levando a producdo de
368 g e 224 g de extrato metandlico obtido do arroz fermentado por A.
versicolor e M. ruber, respectivamente.

O aspecto fisico desses extratos consistia em substancias pastosas de

coloracgao escura, marrom para M. ruber e cinza para A. versicolor.



3.4. Ensaio biologico de curta duragao, com aplicagao de Triton

Este primeiro ensaio bioldgico teve como objetivo testar o efeito
de dois extratos obtidos de alimento fermentado por fungos (M. ruber e A.
versicolor) e do proprio alimento fermentado incluido na dieta dos animais.

Foram utilizados 48 ratos machos, da raga Wistar, com peso médio de
250 g, alimentados com ragao comercial.

Durante o experimento foram utilizados seis grupos de oito animais,
trés grupos-teste e trés grupos-controle. Dos trés grupos-teste, dois receberam
doses de 2 mg dos extratos produzidos a partir dos fungos Monascus ruber e
Aspergillus versicolor, misturados a 5 g da dieta mais Triton. O terceiro grupo-
teste recebeu o Triton mais o arroz fermentado pelo fungo M. ruber,
substituindo o amido e o amido dextrinizado da mesma dieta, perfazendo 53%
do total da dieta-controle. Os outros trés grupos foram constituidos de um
controle sem Triton, o outro com dieta-controle, mas com Triton, e o ultimo
recebendo dieta-controle com arroz puro, substituindo 53% do amido desta,
mais Triton (Quadro 2). Todos os animais receberam agua e ragéo a vontade.
Durante todo o experimento, permaneceram em ambiente com temperatura
controlada em torno de 22 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

A indugdo da hiperlipidemia foi feita por meio de aplicagdo do
detergente Triton WR-1339, via intraperitonial, na dose de 300 mg por
quilo de peso corporal, diluido em solugdo de NaCl 0,9%.

Quadro 2 - Relagao dos grupos de animais com seus respectivos tratamentos

Grupos Tratamentos
D1 Dieta-controle
D2 Dieta + Triton
D3 Dieta + arroz puro + Triton
D4 Dieta + 2 mg de extrato de A. versicolor + Triton

D5 Dieta + 2 mg de extrato de M. ruber + Triton

D6 Dieta + arroz fermentado por M. ruber + Triton




Os animais ficaram trés dias em adaptagdo, recebendo dieta comercial
e agua a vontade, e depois foram deixados em jejum de 12 horas. Apds o
jejum, os animais receberam o Triton, e, logo em seguida, foram dadas as
dietas-teste. Apds 72 horas, os animais foram sacrificados com diéxido de
carbono, por via inalatoria, sendo o sangue coletado através de pungéo
cardiaca. As amostras de sangue foram centrifugadas a 7.100 g durante 15
minutos, para obtencdo do soro, o qual foi congelado até o momento da analise
de colesterol total, HDL e triacilglicerol. As amostras do soro foram analisadas
no Laboratério Santa Rita, Vigosa, MG, utlizando aparelho automatico
multiparamétrico seletivo de quimica clinica, CLINLINE 150, bioMERIEUX e kits
de dosagem sérica da marca BIOLAB.

3.5. Ensaio biolégico utilizando colesterol e acido célico na dieta

Este experimento teve como objetivo verificar, por um periodo mais
longo, a atividade redutora de lipidios de uma dieta contendo arroz fermentado
por M. ruber. Foi utilizada uma dieta-padrao AIN-93G, segundo REEVES et al.
(1993) (Quadro 3), e a ela adicionado 0,1% de &cido cdlico e 1,0% de
colesterol cristalino. Neste ensaio biologico foram utilizados quatro grupos-
teste, com oito animais cada, num total de 32 animais. Foram utilizados ratos
machos da ragca Wistar, pesando em meédia 250 g. O arroz utilizado em parte
da dieta experimental foi empregado como substituto do amido e do amido
dextrinizado, perfazendo 53% do total da dieta. Os animais receberam dieta e
agua a vontade durante o experimento, ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura controlada em torno de 22 °C. A relagdo dos grupos de animais e
as suas dietas-teste s&o mostradas no Quadro 4.

Os animais receberam as dietas e agua destilada a vontade ao
longo do experimento, o qual teve duragéo de 28 dias.

Semanalmente, todos os animais eram pesados, sendo feito o
controle do consumo alimentar, assim como do coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA), o qual relaciona o ganho de peso em relagdo ao

consumo.



Quadro 3 - Composicao da dieta AIN-93 G

Ingredientes g/kg de dieta
Amido 398
Caseina (= 85% de proteina) 200
Amido dextrinizado 132
Sacarose 100
Oleo de soja 70
Fibra 50
Mistura de vitaminas 35
Mistura de minerais 10
L- cistina 3
Bitartarato de colina 25

Fonte: REEVES et al. (1993).

Quadro 4 - Relagao dos grupos de animais e suas respecivas dietas-teste

Grupos Tratamentos
T Dieta-controle
T2 Dieta + colesterol + gcido cdlico
T3 Dieta + arroz puro + colesterol + acido colico
T4 Dieta + arroz fermentado com fungo M. ruber +colesterol + acido
colico

Apo6s os 28 dias, os animais foram deixados em jejum por 24 horas e
sacrificados com didéxido de carbono, por via inalatéria, sendo o sangue
coletado através de pungdo cardiaca. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 7.100 g por 15 minutos, para obtencdo do soro, o qual foi
congelado até o momento da anadlise de colesterol total, HDL e triacilglicerdis.

Na determinacdo dos lipidios séricos foram utilizados métodos enzimaticos e



colorimétricos, usando kits da marca BIOLAB obtidos comercialmente para
determinacgao de triacilglicerdis, colesterol total e colesterol-HDL.

3.6. Analise estatistica

O ensaio biolégico de curta duragdo, com hiperlipidemia induzida por Triton,
foi instalado segundo o delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos
(D1 = dieta, D2 = dieta + Triton, D3 = dieta + Triton + arroz puro, D4 = dieta + Triton +
2 mg de extrato de A. Versicolor, D5 = dieta + Triton + 2 mg de extrato de M. ruber e
D6 = dieta + Triton + arroz fermentado por M. ruber), em oito repeticbes. Cada
repeti¢ao foi constituida por um animal.

Foram mensurados o colesterol total, colesterol-HDL e ftriacilglicerdis, cujos
dados foram submetidos a teste de normalidade e de homogeneidade de variancias.

Procedeu-se aanalise de variancia e ao teste F (P<0,05 e P<0,01).

Os tratamentos-controle (D1 e D2) foram comparados entre si por meio do
teste F. A comparagéo dos demais tratamentos (D3, D4, D5 e D6) entre si foi feita por
meio do teste de Duncan a 5% de probabilidade, e cada um desses tratamento foi
comparado com os controles por meio do teste de Dunnett (P<0,05).

O ensaio biolégico de longa duragdo, com hiperlipidemia induzida por
colesterol mais acido colico (col. + ac. cdlico), foi instalado segundo o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (T1 = dieta, T2 = dieta + col. + ac.
cdlico, T3 = dieta + col. + ac. cdlico + arroz puro e T4 = dieta + col. + ac. colico +
arroz fermentado por M. ruber), em oito repeticbes. Cada repeti¢cdo foi constituida por
um animal.

Foram mensurados o colesterol total, o colesterol-HDL, o triacilglicerol, o
ganho de peso, o consumo e o coeficiente de eficiéncia alimentar, cujos dados foram
submetidos a teste de normalidade e de homogeneidade de variancias. A excegédo do
consumo, os dados foram transformados em log (x) e posteriormente submetidos a
analise de variancia e ao teste F (P<0,05 e P<0,01).

Os tratamentos-controle (T1 e T2) foram comparados entre si por meio do teste
F. Os tratamentos T3 e T4 também foram comparados entre si pelo teste F e com

cada um dos controles, por meio do teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

3.7. Identificagdo da mevinolina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE



As analises para identificagdo da mevinolina por CLAE foram feitas em
temperatura ambiente, utilizando aparelho de marca SHIMADZU LC 10-AV,
coluna SUPELCO C-18/250 mm x 0,5 mm, detector UV, A = 237 nm, com fluxo
de 0,7 mL/min e fase movel: tampao fosfato de potassio pH 7,7 - acetonitrila
(35:65), segundo FRIEDRICH et al. (1995).

3.7.1. Anadlise do padrao de mevinolina

O padrdo de mevinolina foi obtido em farmacia de manipulagdo na
forma cristalizada (pd branco), sendo solubilizado em metanol. Foi utilizada a
concentracdo de 1.000 ppm para estabelecer as condigbes cromatograficas e o
tempo de retencdo da mevinolina por CLAE.

Logo apds os testes, o padrédo foi estocado sob refrigeragéo, por 60
horas, e novamente analisado por CLAE, para observagédo da sua estabilidade

quimica.

3.7.2. Conversao do padrao de mevinolina em forma acida (acido
mevinolinico)

Na tentatva de se obter a forma acda da mevinolina (acido
mevinolinico), foi utilizada a seguinte metodologia: preparou-se uma solugéo de
1.000 ppm de mevinolina pura em 1 mL de NaOH 0,1 mol L. A solugao foi
aquecida a 50 °C em banho-maria e agitada em ultra-som por uma hora. Esta
solugdo foi, entdo, ajustada para pH 7,7, com HCI 6 mol L', e analisada por
CLAE (FRIEDRICH et al., 1995).

3.7.3. Conversao da forma acida em lactona

a) Procedimento 1

Inicialmente foram pesados 50 mg de mevinolina e solubilizou-se em
15 mL de tetraidrofurano (THF) e 1 mL de NaOH 0,2 mol L. A solucdo foi

aquecida em banho-maria, a 50 °C, sendo mantida sob agitagdo em agitador



magnético por uma hora e meia. A solucdo foi entdo transferida para um
erlenmeyer de 125 mL e adicionaram-se mais 15 mL de THF. Apds esta etapa,
a solugdo foi titulada com HClI 6 mol L' até atingr pH 3. Em seguida,
adicionouse MgSQO, e filtrou-se 0 material. O solvente foi entdo evaporado, sob
pressao reduzida.

Adicionouse éter dietilico para solubilizagdo do composto e, em
seguida, hexano, para recristalizacdo, e deixou-se evaporar. Apos a
evaporagdo do solvente, adicionou-se somente hexano, para a lavagem dos
cristais, sendo a mistura agitada e o solvente retirado com auxilio de uma
pipeta. O solido foi seco com N, e analisado por espectroscopia no
infravermelho  em  espectrdbmetro PERKIM ELMER SPECTRUM 1000
(Departamento de Quimica - UFV), na faixa de 500 a 4.000 cm™, sendo os

espectros obtidos em pastilhas de KBr.

b) Procedimento 2

Foram pesados 50 mg de mevinolina e solubilizou-se em 5 mL de THF
mais 0,5 mL de NaOH 0,2 mol L'1, sendo a solugéo agitada e aquecida a 40 °C,
por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, foram adicionadas mais 6 gotas
de NaOH 02 mol L' e novamente agitou-se e aqueceu-se a solugao.
Adicionou-se MgSQs, para retirada da agua do meio, e fitrou-se o material. Ao
material recolhido em baldo borbulhou-se HCI gasoso diretamente na solugéo,
durante seis minutos, sendo uma pequena amostra retirada e filtrada para

analise por CCD (éter etilico puro).

3.8. Estudo quimico do arroz fermentado por Aspergillus versicolor
3.8.1. Extracao do arroz fermentado por Aspergillus versicolor

A extracéo foi realizada segundo ENDO et al. (1985a), apos a incubagéo por
nove dias, adicionando-se acetato de etila na propor¢édo de um litro de solvente por
quilo de arroz, sendo o pH do meio ajustado para aproximadamente 3,0 com HCI



concentrado. A solucdo foi agitada por 30 minutos em temperatura ambiente, sendo
entdo transferida para um funil de separagdo. A fase organica (FO) foi secada com
Na,SO, e filtrada em papel-filtro. Em seguida, o solvente foi removido por destilagao
em evaporador rotatorio, sob presséo reduzida, atemperatura de aproximadamente 50
°C até a secura. O solido obtido foi entdo dissolvido em 100 mL de benzeno.

A fase organica foram adicionados 100 mL de solugdo de Na2COs3 5%;
agitou-se vigorosamente, sendo a fase aquosa recolhida. A fase organica foi
misturada com 50 mL de NaOH 0,2 mol L', agitada e deixada em repouso a
temperatura ambiente por duas horas, sendo a fase aquosa recolhida. Este
procedimento foi repetido duas vezes.

As fases aquosas foram reunidas e o pH ajustado para aproximadamente 3,0,
usando HCI concentrado. A solugéo foi entdo extraida com 50 mL de acetato de etila e
a fase organica recolhida. O processo foi repetido varias vezes, para total extragéo.
Finalmente, as fases organicas foram reunidas e o solvente foi retirado por destilagéo
em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, até secura. O sdlido obtido foi
solubilizado em 100 mL de diclorometano e acetato de etila (8:2), sendo os sdlidos
insoluveis removidos por filtragdo e o papel-filtro lavado com esta mesma solugéo.

Apods essa etapa, o filirado foi levado ao evaporador rotatério sob pressao
reduzida para remogcdo do solvente, obtendo-se 13,481 g de extrato, que

posteriormente foi fracionado em coluna cromatografica de silica-gel.

3.8.2. Fracionamento e andlise do extrato obtido do arroz fermentado por
Aspergillus versicolor

Inicialmente escolheu-se o sistema de solventes, utilizando-se CCD;
em seguida, o extrato bruto foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel (funil de vidro sinterizado com 3 cm de didmetro e 80 cm de altura).
As fragbes foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com o seu
comportamento cromatografico. O fluxograma (Figura 7) mostra todos os
fracionamentos realizados a partir do extrato de A. versicolor.

Foram obtidas inicialmente sete fragbes com os seguintes solventes e
misturas de solventes: hexano-éter dietilico (3:1) (fragdes M1(1), M1(2) e
M1(3)); hexano-éter dietilico (2:1) (fragdes M1(4) e M1(5)); hexano-éter dietilico
(111 a 1:3) (fracdo M1(6)); e hexano-éter dietilico (1:6) e éter dietilico puro
(fracdo MA1(7)). As fragdes obtidas foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho em espectrdmetro PERKIM ELMER SPECTRUM 1000, na faixa



de 500 a 4.000 cm™. As amostras sdlidas foram analisadas em pastilhas de
KBr a 1%, e as liquidas, em filmes sobre placas de NaCl.

A segunda coluna (M2) foi realizada a partir da fragdo M1(4), sendo
utilizadas as seguintes misturas de solventes: hexano-éter dietilico (2:1) (fragdo
M2(1)) e hexano-éter dietilico (1:1) (fragdes M2(2) e M2(3)).

A terceira coluna (M3) foi elaborada a partir da fragdo M2(1), utilizando-
se o sistema de solvente hexano-éter dietilico (2:1) (fragdes M3(1) e M3(2)).

Na quarta coluna (M4), foi utilizada a mistura éter dietilico-hexano (3:1)
para separacao das cinco fragoes.

A quinta coluna (M5) foi realizada a partir da fracdo M4(1), utilizando-se
os seguintes sistemas de solventes: hexano-éter dietilico (2:1) (fragbes M5(1) e
M5(2)) e hexano-éter dietilico (1:1 e 1:3) (fragcdo M5(3)). Na fracdo M5(3),
realizou-se extracdo liquido-liquido antes de ela ser separada na coluna

cromatografica de silica-gel.



Extrato bruto

13,481g
Coluna 01
M1(1) M1(2) M1(3) M1(4) M1(6)
1-19 20-45 46 -74 75- 102 207 - 250
0,867 g 3,468 g 1,165 g 1,130g 0,571g
Coluna 02
M2 (1) M2 (2) M2 (3) Sélido Oleo Selido Oleo
1-27 28 - 69 70-118 0,192 1,426 0,275 1735
0,358 g 0,519 g 0,163 g 1929 4209 <159 1999
|Co|una 03 | Coluna 04
M3 (1) M3 (2) M4 (1) M4 (2) M4 (3) M4 (5)
1-76 resto 1-47 48 - 56 57 - 74 115 - 165 ’\fgsgﬁo)
0,105 g 0,163 g 0,590 g 0,180 g 0,190 g 0,060 g
M5 (1) M5 (2) M5 (3)
1-14 15 -28 29 - 160
0,080 g 0,010 g 0,310 g
Separacao liquido-liquido
FO 1 FO 2
0,142 g 0,134 g FA
I Coluna 06
M6 (1) M6 (2) M6 (3) M6 (4) M6 (5)
1-12 13-16 17 - 22 23 - 44 45-70 M6 (6)
0,017 g 0,004 g 0,023 g 0,002 g 0,015g resto

Figura 7 - Fluxograma das fracbes obtidas a partir do fracionamento do extrato
do arroz fermentado pelo fungo Aspergillus versicolor.

3.8.2.1. Purificagao da fragdao M5(3)

Ap6s uma analise prévia para a escolha do melhor solvente, a amostra
foi solubilizada em 10 mL de éter dietilico e adicionaram-se 10 mL de NaOH
2 mol L. A soluggo foi agitada vigorosamente em funil de separagdo e deixada
em repouso, para separagdo das fases, sendo coletada a fase aquosa (FA).
Foram adicionados afase organica (FO) mais 10 mL de éter dietilico e 7 mL de
NaOH 2 mol L™!, sendo feita nova agitagéo e depois separadas as FA e FO1.

Em um erlenmeyer, as fases aquosas foram reunidas e a elas foram

adicionados 30 mL de éter dietilico para solubilizar a camada escura que



permanecia na amostra. Ainda na fase aquosa, adicionaram-se 5 mL de HCI
3 mol L, em seguida mais 1,8 mL de HCI concentrado e, finalmente, mais 16
gotas do mesmo HCI, até pH proximo a 1. O material foi novamente levado
para um funil de separagdo, foram adicionados 10 mL de éter dietilico e agitou-
se. A fase aquosa (FA) acida foi separada da fase orgénica (FO) e nela foi
repetido o processo de extragdo mais duas vezes, tendo um total de 30 mL de
FO2. A partir dai fez-se analise por CCD, para observagao das FO1 e FO2 .

O sexto fracionamento (M6) foi realizado a partir da FO1, obtida da
fracdo M5(3). Para a realizacéo deste fracionamento foi utilizado o sistema de
solventes éter dietilico-hexano (1:1) durante todo o processo, sendo no final
separadas cinco fragoes.

Todas as fracoes obtidas foram analisadas por espectroscopia no

infravermelho, CCD e também pelo seu estado fisico aparente.
3.8.2.2. Purificagao das fragoes M1(5), M1(7) e M6(3)

No caso da purificagdo da fragdo M1(5), apos cinco dias estocada em
temperatura ambiente, fez-se a separacdo da parte visivelmente cristalizada da
parte oleosa. Para isso, adicionou-se hexano-éter dietilico (1:3) em pequena
quantidade, mas suficiente para lavar os cristais. A solugdo foi agitada,
levemente aquecida em banho-maria e filtrada a vacuo, separando os cristais
do dleo.

A fragago M1(7) foi submetida ao mesmo procedimento descrito para
purificacdo da fragdo M1(5), diferindo no sistema de solventes utilizado (éter
dietilico puro). Os cristais obtidos foram separados por meio de filtracdo a
vacuo em papeliltro, sendo a porgao cristalizada submetida aanalise.

A fracdo M6(3), obtida apds fracionamento em coluna de silicagel,
conforme descrito em 3.7.2., apresentou-se cristalizada apds secura dos
solventes. A fracdo foi lavada com hexano puro em pequeno volume, e a
solugdo, agitada. Apos essa etapa, o solvente foi retrado com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur, sendo o processo repetido mais uma vez. A amostra foi

analisada em CCD, utilizando como fase moével éter dietilico-hexano (1:1).

3.8.2.3. Anadlises das fragcoes M1(5), M1(7) e M6(3)



As porgbes cristalizadas das fragbes M1(5) e M1(7) foram submetidas
a analise por CCD, utilizando como fase movel éter dietilico-hexano (5:1) para
ambas as fragbes. Estas fragcdes foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho  (espectrbmetro PERKIM ELMER SPECTRUM  1000). As
amostras foram analisadas em pastiha de KBr, na faixa de 500 a 4.000 cm™.
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H,
300 MHz) e de carbono (RMN de 'C, 75 MHz) foram registrados em
espectrometro BRUKER AVANCE 400 (Departamento de Quimica -
Universidade de Warwick, Coventry, Inglaterra). Utilizou-se dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds) como solvente e TMS como padrao interno.

Para a andlise da fragdo M6(3), os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H, 400 MHz) e de carbono (RMN
de *C, 100 MHz) foram registrados em espectrdmetro BRUKER AVANCE 400
(Departamento de Quimica - Universidade de Warwick, Coventry, Inglaterra).
Utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCls) como solvente e TMS como padrao

interno.
3.9. Avaliacao da atividade inseticida das lactonas

Realizou-se um ensaio biologico de atividade inseticida com as duas
lactonas isoladas das fragdes M1(5) e M1(7), utilizando-se a metodologia
descrita por PAULA et al. (2000). As espécies de insetos testadas foram:
Hypothenemus  hampei  (Ferr.) (Coleoptera: Scolitidae), Coleoptera:
Staphylinidae, Diaphania hyalinata (L) e Diaphania nitidalis (Cr.) (Lepidoptera:
Pyralidae). Foram utilizados 10 insetos para cada classe anteriormente
descrita, sendo estes transferidos para placas de Petri. As lactonas foram
testadas topicamente em doses de 6,76, 7,55, 2,12 e 2,12 pg de substancia/mg
de inseto, sendo os resultados obtidos comparados a um grupo-controle. Todos
os grupos de insetos foram mantidos em temperatura de 25 (+ 0,5) °C e

umidade relativa de 75 (+ 5)%, com fotoperiodo de 12 horas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo dos efeitos do arroz fermentado por fungos sobre o metabolismo lipidico
de ratos

Produtos a base de arroz fermentado por fungos do género Monascus
sdo tradicionalmente utilizados na culinaria oriental, principalmente devido aos
corantes produzidos durante a fermentagdo (FABRE et al., 1993; MARTINKOVA
et al., 1995).

Segundo WANG et al. (1997), estes produtos fermentados também
podem reduzir os niveis de lipideos séricos em animais e humanos. Nesse
sentido, foram feitos ensaios visando estudar os efeitos do arroz fermentado por
M. ruber e do extrato deste produto sobre as taxas de colesterol e
triacilgliceroéis, em ratos. Também foi testado o extrato do arroz fermentado por
A. versicolor, que sdao fungos normalmente encontrados como contaminantes de
alimentos.

Os experimentos foram planejados para testar tanto os efeitos agudos
como os efeitos a longo prazo de dietas contendo arroz fermentado e extratos
dos mesmos, sobre as taxas de lipidios dos animais.

4.1.1. Ensaio biologico de curta duragdo, com aplicagao de Triton

O ensaio biolégico de curta duragao objetivou testar o efeito do extrato
elaborado a partir do arroz fermentado pelos fungos A. versicolor e M. ruber e
também pelo arroz fermentado por M. ruber sobre os niveis de colesterol total,
HDL-colesterol e triacilgliceréis dos ratos. Os animais foram tratados com
Triton, visando elevar rapidamente os niveis de colesterol sangiiineo e, dessa
forma, acentuar os efeitos dos tratamentos.

Os resultados do Quadro 5 evidenciam que ndo houve redugdo
significativa (p>0,05) nos valores de colesterol total nos animais experimentais,
embora mostrem tendéncia de reducdo do colesterol em ratos tratados com

Triton mais arroz fermentado por M. ruber (D6). Observou-se que O grupo



tratado com M. ruber apresentou redugdo de 7,12 e 17,57%, em relagdo aos
controles com e sem Triton, respectivamente.

Varios trabalhos relatam que os fungos do género Monascus produzem
a mevinolina, que é um potente inibidor da sintese de colesterol in vivo
(RUBINSTEIN et al., 1991). ENDO (1979) relata a reducao de 23% no nivel de
colesterol total em ratos tratados com 10 mg/kg de mevinolina. Entretanto, a
concentragao deste composto nos meios fermentados é da ordemde 10a 20
mg/L de meio de cultura (ENDO e HASUMI, 1985; ENDO et al., 1985a). Analises
posteriores por CLAE e CCD em laboratério nao detectaram mevinolina nos
meios fermentados por M. ruber e A. versicolor. Segundo WANG et al. (1997), o
arroz fermentado com M. ruber contém, além da mevinolina, acidos graxos
insaturados, que podem contribuir na redugcdao do colesterol sérico. Os
resultados desse ensaio estdao mostrados no Quadro 5.

Foi observado neste experimento que a injegdo intraperitoneal do
Triton ndo foi eficaz na indugdo da hipercolesterolemia nos animais, o que pode
ser constatado pelos valores, estatisticamente iguais, dos niveis de colesterol
dos grupos D e T (D1 e D2) mostrados no Quadro 5.

O Triton vem sendo utilizado com sucesso em varios estudos para a
indugdo da hipercolesterolemia (PEREIRA, 1999; GOMES, 1998), porém neste
experimento sua eficiéncia ndo pdde ser observada apds 72 horas da aplicagéo
da droga. Esse fato, possivelmente, se refere ao tempo de agéo da droga, que
foi reduzido quando os teores de colesterol sanglineo foram analisados.
Segundo ISHIKAWA e FIDGE (1979), a hipercolesterolemia induzida por esta
droga, em ratos, atinge o0s niveis maximos vinte horas apds a aplicacéo,

comecando a partir dai um processo de reducgao.

Quadro 5 - Niveis médios de colesterol total, em mg/dL, e percentual de
variagio em relagdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagao em relagéo a:

Grupos Dietas Colesterol total Dieta Dieta + Triton
(mg/dL)

D1 Dieta (D) 124,50 A

D2 Dieta + Triton (T) 110,50 A -

D3 D + T + arroz puro 113,56 a -8,79 +2,77

D4 D + T + 2 mg de extrato de A. versicolor 111,87 a -10,14 +1,24

D5 D + T + 2 mg de extrato de M. ruber 114,88 a -7,73 +3,96

D6 D + T + arroz fermentado por M. ruber 102,63 a -17,57 * -7,12

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maitscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).



Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula
nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

De acordo com os dados mostrados no Quadro 6, verificou-se que nao
houve diferenca significativa (p>0,05) entre o0s grupos experimentais que
receberam tratamento (D3 a D6) e o controle (D1). Entretanto, quando
comparados com o controle que recebeu dieta mais Triton (D2), observou-se
reducdo significativa (p<0,05) dos niveis de HDL-colesterol nos grupos
tratados, excetuando-se o grupo tratado com arroz mais extrato de M. ruber
(D5). Como nao ha diferenga entre os trés grupos, os resultados sugerem que
0 arroz por si s6 induz uma redugdo dos niveis de HDL-colesterol em ratos

tratados com Triton.

Os niveis mais baixos de HDL-colesterol dos grupos tratados, em
relagao ao grupo-controle com Triton (D2), constituem um aspecto negativo,
visto que altos niveis de HDL-colesterol estao relacionados aredugao do risco
de doencgas cardiovasculares (LEHNINGER et al., 1995; KRAUSE e MAHAN,
1995).

Quadro 6 - Niveis médios de HDL-colesterol, em mg/dL, e percentual de
variagdo em relacdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagéo em relagéo a:

Grupos Dietas HDL-colesterol

(mg/dL) Dieta Dieta + Triton
D1 Dieta (D) 3325B - -
D2 Dieta + Triton (T) 39,38 A - -
D3 D + T + arroz puro 32,13 a -3,37 -1841*
D4 D + T + 2 mg de extrato de A. versicolor 32,25a -3,01 -18,11*
D5 D + T + 2 mg de extrato de M. ruber 34,50 a +3,76 -12,39
D6 D + T + arroz fermentado por M. ruber 32,00 a -3,76 -18,74 *

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).



Enquanto os resultados relativos aos niveis de colesterol ndo foram
conclusivos, os dados referentes aos niveis de triacilglicerdis (Quadro 7)
mostram uma significativa redugéo (p < 0,05) destes nos animais tratados com
arroz fermentado por M. ruber (D6). A redugdo de 31,12% observada nesse
grupo, no entanto, ndo difere daquela de 23,22% observada no grupo D3
tratado com arroz puro, sugerindo que o efeito redutor dos niveis de
triacilgliceréis possa estar relacionado ao amoz. Esse efeito aparente, por sua
vez, pode estar relacionado a uma menor digestibilidade devido a granulagdo
do cereal na dieta experimental, a qual era maior que a granulagdo do amido
utlizado nos outros grupos. Esses resultados sugerem que este alimento
produz uma resposta glicémica menor e, consequentemente, diminui os valores
de triacilglicerdis. A literatura relata uma correlagdo entre baixos niveis de
glicose e baixos niveis de ftriacilglicerdis, o que pode justificar tais suposicdes
(SHILS et al., 1994).

Esses resultados apontam para a necessidade de se fazerem novos
estudos para avaliar a resposta glicémica do arroz associada a uma redugéo
de triacilglicerdis sanguineo.

Quadro 7 - Niveis médios de triacilgliceréis, em mg/dL, e percentual de

variagdo em relagdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagdo em relagao a:

Grupos Dietas Triacilgliceréis

(mg/dL) Dieta Dieta + Triton
D1 Dieta (D) 82,75 A - -
D2 Dieta + Triton (T) 84,50 A - -
D3 D + T + arroz puro 64,88 ab -21,60 -23,22
D4 D + T + 2 mg de extrato de A. versicolor 78,00 a -5,74 -7,69
D5 D + T + 2 mg de extrato de M. ruber 81,63 a -1,35 -3,40
D6 D + T+ arroz fermentado por M. ruber 57,00b -31,12 -32,54 *

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula



nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

4.1.2. Ensaio bioldgico utilizando colesterol mais acido colico na dieta

O segundo ensaio biolégico teve como objetivo testar o efeito do arroz
fermentado pelo fungo M. ruber quanto ao seu poder hipocolesterolemiante, em
que os animais foram tratados com dietas experimentais durante 28 dias.

Os resultados obtidos para colesterol total, HDL-colesterol e

triacilgliceréis, no soro sanguineo de ratos, com hiperlipidemia induzida
oralmente, por colesterol e acido cdlico, sdao apresentados nos Quadros 8, 9 e
10.

Os Quadros 11, 12 e 13 apresentam os resultados das médias de
ganho de peso, consumo alimentar e eficiéncia de conversdo alimentar (CEA)
dos ratos apos 28 dias de ensaio.

De acordo com os dados apresentados no Quadro 8, a
hipercolesterolemia ndo foi induzida pela dieta contendo colesterol mais &cido
colico, pois o valor médio do grupo-controle T2 que recebeu essas substancias
foi significativamente menor (p<0,05) que o do grupo que ndo as recebeu. Esse
resultado é inesperado, uma vez que varios trabalhos utilizando esta mesma
metodologia constataram a hipercolesterolemia (PEREIRA, 1999; GOMES,
1998). Por outro lado, essa redugdo nos niveis de colesterol pbdde ser
observada em outro experimento realizado no préprio laboratério, por outros
pesquisadores, utilizando ratos da mesma linhagem genética.

Embora os valores do colesterol total sanglineo estejam dentro da
faixa de normalidade, durante a retrada do sangue pela puncdo cardiaca foi
observado que os figados dos animais que receberam colesterol mais acido
colico estavam visivelmente mais palidos e maiores que O grupo que nao
recebeu estas substaéncias indutoras, sugerindo uma manifestacdo de retengao
de lipidio no figado.

Em animais sadios, a biossintese de colesterol é regulada de forma a
manter os niveis sanguineos constantes, e o excesso de colesterol na dieta é
um fator inibitério da biossintese (LEHNINGER et al., 1995). Essa inibicdo por
retroalimentagéo poderia explicar em parte os resultados observados.



Os ratos pertencentes ao grupo T4, tratados com arroz fermentado por
M. ruber, mostraram redugao significativa (p<0,05) nos niveis de colesterol total
somente se comparados ao controle (T1) que n&o recebeu colesterol mais
acido colico. Tomando como referéncia o controle que recebeu essas
substancias, a diminuicdo de 14,47% nos valores médios de colesterol total
ndo é significativamente diferente (p>0,05); nesse caso, pode ser considerado
apenas como uma tendéncia de diminuicdo desses niveis, nos ratos tratados
com arroz fermentado por M. ruber.

WANG et al. (1997) relatam que os meios fermentados por M. ruber
possuem &cidos graxos insaturados, podendo contribuir na redugdo dos niveis
de colesterol total.

Os resultados apresentados no Quadro 9 evidenciam uma reducao do
HDL-colesterol, quando comparados com o controle (T1) sem colesterol mais
acido cdlico. Entretanto, quando comparados com o grupo-controle (T2) que
recebeu dieta com colesterol mais acido coélico, os grupos T3 e T4 sao
estatisticamente iguais. Assim, conclui-se que o arroz fermentado por M. ruber
ndo reduz os niveis de HDL-colesterol dos animais utilizados nesse
experimento.

Quadro 8 - Niveis médios de colesterol total, em mg/dL, e percentual de
variagcdo em relacdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagéo em relagao a:

Grupos Dietas Colesterol total
(mg/dL) Dieta Dieta+ C + AC
T Dieta (D) 143,08 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido cdlico 108,16 B - -
(C+AC)
T3 D + C + AC + arroz puro 109,56 a 23,43 +1,29
T4 D + C + AC + arroz fermentado 92,51a -35,34 ¢ -14,47
por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maidscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).



Quadro 9 - Niveis médios de HDL-colesterol, em mg/dL, e percentual de
variagdo em relagdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagdo em relagao a:

Grupos Dietas HDL-colesterol
(mg/dL) Dieta Dieta+ C + AC
™ Dieta (D) 4741 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido célico 33,03B - -
(C+AC)
T3 D + C + AC + arroz puro 36,48 a -23,05* +10,45
T4 D + C + AC + arroz fermentado 33,05a -30,29 * +0,06
por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mailiscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Os resultados apresentados no Quadro 10 mostram uma redugdo nos
valores sanguineos de triacilgliceris nos grupos T2, T3 e T4 que receberam o
colesterol mais &cido codlico, quando comparados com grupo-controle T1,
semelhante aos resultados apresentados no Quadro 9, relacionados aos niveis
de colesterol total. Esse fato ndo era esperado, uma vez que diversos trabalhos
apontam resultados contrarios (PEREIRA, 1999; GOMES, 1998). Por outro
lado, a inclusdo do arroz fermentado por M. ruber na dieta contendo colesterol
mais acido cdélico ndo proporcionou nenhuma mudanca significativa desse
parametro (p>0,05), comparado ao grupo-controle T2 com dieta contendo as

mesmas substancias.



Quadro 10 - Niveis médios de triacilglicerdis, em mg/dL, e percentual de
variagdo em relagdo aos tratamentos-controle de ratos
submetidos a diferentes dietas

Variagéo em relagao a:

Grupos Dietas Triacilglicerois
(mg/dL) Dieta Dieta+ C + AC

T Dieta (D) 107,16 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido colico 40,61 B - -

(C+AC)
T3 D + C + AC + arroz puro 64,94 a -62,20 * +60,31 *
T4 D + C + AC + arroz fermentado 46,30 a -56,79 * +14,29

por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Os efeitos do arroz fermentado sobre o consumo alimentar, o ganho de
peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar dos animais também foram
analisados. Os resultados apresentados no Quadro 11, relacionados ao ganho
de peso, mostraram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre os
grupos tratados e os controles. Entre os grupos tratados também foi observada
diferenca significativa (p<0,05).

O grupo T4, tratado com dieta contendo arroz fermentado por M. ruber,
apresentou menor ganho de peso, em relagédo ao grupo-controle T1, porém, em
relagdo ao grupo-controle T2 com colesterol mais acido cdélico, esse
comportamento nao foi confirmado; ao contrario, apresentou uma tendéncia de
ganho de peso. Confirmando essa tendéncia, o grupo T3, que recebeu a dieta
com arroz puro, comparado ao mesmo controle, teve um aumento no ganho de
peso de 80,03%. Resultados semelhantes foram observados para os coeficientes
de eficiéncia alimentar (Quadro 13), o que é coerente, uma vez que os valores de
consumo alimentar médio (Quadro 12) foram estatisticamente iguais para
controles e tratamentos. O conjunto desses resultados sugere que o arroz puro,
adicionado & dietas contendo colesterol e acido célico, aumenta o ganho de
peso, nao interferindo no consumo, aumentando também o coeficiente de
eficiéncia alimentar dos ratos. O grupo T4, que recebeu dieta contendo arroz
fermentado com Monascus ruber, mostrou forte tendéncia no mesmo sentido.
Entretanto, em relagédo ao grupo T1, sem colesterol e acido célico, observaram-
se resultados contrarios; outros trabalhos serdao necessarios para avaliar de
maneira conclusiva esses efeitos.



Quadro 11 - Ganho de peso médio, em gramas, e percentual de variagdo em
relacdio aos tratamentos-controle, de ratos submetidos a
diferentes dietas

Variagéo em relagao a:

Grupos Dietas Ganho de peso
(9) Dieta Dieta+ C + AC

™ Dieta (D) 87,88 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido célico 48,88 B - -

(C+AC)
T3 D + C + AC + arroz puro 88,00 a +0,14 +80,03 *
T4 D + C + AC + arroz fermentado 62,13 b 29,30 * +27,11

por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Quadro 12 - Consumo médio, em gramas, e percentual de variagdo em relagao
aos tratamentos-controle, de ratos submetidos a diferentes dietas

Variagdo em relagao a:

Grupos Dietas Consumo
(9) Dieta Dieta+ C+AC
T Dieta (D) 136,61 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido célico 123,69 A - -
(C+AC)
T3 D + C + AC + arroz puro 127,88 a -6,39 +3,39
T4 D + C + AC + arroz fermentado 128,06 a -6,26 +3,53
por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Quadro 13 - Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) médio e percentual de
variagdo em relagcdo aos tratamentos-controle, de ratos
submetidos a diferentes dietas



Variagao em relagéo a:

Grupos Dietas CEA
Dieta Dieta+ C + AC

™ Dieta (D) 0,64 A - -
T2 Dieta + colesterol + acido colico 0,37B - -

(C+AC)
T3 D+ C+AC + arroz puro 0,68 a +6,25 +83,78 *
T4 D + C + AC + arroz fermentado 0,48 b -25,00 * +29,73

por M. ruber

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem pelo teste F (p<0,05).
Na coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula

nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

* Estatisticamente diferente dos controles pelo teste de Dunnett (p<0,05).

4.2. |dentificagdo da mevinolina por CLAE

Inicialmente, apés a obtencdo dos extratos, buscouse fazer a
confirmagdo da presenca da mevinolina, utilizando-se CCD e CLAE. Essa
confirmacéo foi necessaria, uma vez que a mevinolina se apresenta na forma
de lactona, mas podem existir derivados em outras formas quimicas distintas,
como na forma &cida (acido mevinolinico), na forma de sal e, ainda, na forma
de éster metilico, sendo esta ultima um produto de reagcdo, a qual ocorre
durante extragdo com metanol (FRIEDRICH et al., 1995). No meio fermentado,
€ possivel encontrar as diferentes formas quimicas, sendo, assim, necessario
conhecer o comportamento quimico destas.

Foi feita, entdo, a andlise do padrao de mevinolina, para determinagao
do seu tempo de retengdo. Nas condigdes cromatograficas utilizadas, a
mevinolina apresentou tempo de retencdo de 13,02 minutos (Figura 9). A
andlise em CCD revelou valor de Rf de 0,42 (hexano-éter dietilico 1:2) para a
mevinolina e de 0,87 para o éster metilico (éter dietilico puro).

Os extratos metandlicos dos meios fermentados por M. ruber e A.
versicolor foram submetidos a identificacio por CLAE, utilizando-se
inicialmente o padrdo na forma de lactona. Apds os testes, constatou-se a

auséncia de picos referentes ao padrédo de mevinolina em torno de 13 minutos



em ambos o0s extratos. Apds estocado durante 60 horas, o extrato foi
novamente analisado por CLAE, para se estabelecer a estabilidade quimica e a
presenca do éster metilico, um subproduto da reagdo da lactona com metanol
(FRIEDRICH et al., 1995). Constatou-se a auséncia do éster metilico em meios

fermentados por M. ruber.

4.2.1. Analise do padrao na forma acida (acido mevinolinico)

Buscou-se também analisar a presenca ou ndo da forma acida, sendo
feitos testes com o material na tentativa de se realizar a conversdao completa da
mevinolina para acido mevinolinico, conforme descrito no item 3.6.2.

O cromatograma obtido (CLAE) ndo apresentou pico com menor tempo
de retengcdo que o da mevinolina (13,02 minutos), levando a conclusdo de que
o procedimento utilizado nado foi satisfatério para a conversdo. Essa conclusdo
baseou-se no fato de que o acido mevinolinico teria menor tempo de retencdo

que a mevinolina, por se tratar de uma substancia mais polar.

4.2.2. Analise do padrao apos conversao da forma acida em lactona

Uma vez que ndo se conseguiu a obtencdo do padrdo do acido
mevinolinico, considerando-se que nas amostras (extratos) poderia se ter este
derivado e s6 havia o padrao na forma de lactona, buscou-se, por outras
metodologias (tem 3.6.3.), converter o padrdao de lactona em &cido e
novamente interconverté-lo em lactona.

O espectro no IV obtido da amostra do procedimento 1 (3.6.3.a) nao
evidenciou a formacdo nem do acido nem da lactona interconvertida, sendo
essa metodologia ndo mais utilizada.

O resultado do procedimento 2 (3.6.3.b), obtido por meio da andlise por
CCD (hexano-éter dietilico 1:2), evidenciou, por meio de comparagdo com O
padrao de mevinolina, a formagdo da lactona (Rf de 0,42), sendo esse
processo utilizado para o tratamento dos extratos na metodologia de andlise

destes.

4.2.3. Analise dos extratos de Monascus ruber e Aspergillus versicolor



Finalmente, com o objetivo de identificar o teor de mevinolina nos
diferentes meios fermentados por Monascus ruber e Aspergillus versicolor, foi
realizado um amplo estudo com base em técnicas de extracdo solido-liquido,
cromatografia, espectroscopia no IV e RMN.

Observando-se o cromatograma do extrato metandlico de M. ruber,
verificou-se a presenga de um pico com tempo de retengdo proximo ao padréo
de mevinolina, sendo feita, entdo, uma co-injecdo (inje¢do contendo padréo
mais amostra), para a certificacdo da presenca da mevinolina neste extrato.
Verificou-se a nao-sobreposicdo dos picos, confirmando assim a auséncia da

mevinolina nos extratos de M. ruber (Figura 10).
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Figura 9 - Cromatograma do padrdao de mevinolina em metanol (coluna C-18,
fase movel: tampédo fosfato de potassio (pH 7,7)-acetonitrila (35:65),
fluxo:0,7 mL/min, detector UV, A = 237 nm).

Como a mevinolina pode ser interconvertida para a forma de éster

metilico, tanto o padréo de mevinolina, solubilizada em metanol, como os



extratos metandlicos de M. ruber e A. versicolor foram estocados por trés dias
sob refrigeragdo, para se identificar a presenca na forma de éster metilico.
Apos estes trés dias, o padréo foi analisado por CLAE, onde foi observada a
presenca de um segundo pico em 14,58 minutos (Figura 11a). Apds sete dias
estocado, o padrao foi novamente analisado por CLAE, observando-se o
aumento deste segundo pico (14,23 minutos) (Figura 11b) e a acentuada
reducdo da forma de lactona, confimando assim dados da literatura
(FRIEDRICH et al., 1995).

O meio fermentado por M. ruber foi extraido com metanol e
apresentou pH em torno de 5,0. Nessas condi¢des, as formas de éster metilico
e acida sao favorecidas em relacdo a forma lactbnica da mevinolina. No
cromatograma do extrato de M. ruber, obtido por CLAE, ndo se observou a
presenca de picos com tempo de retencdo préximos ao do padrao utilizado,
referente a forma de éster metilico. Dessa maneira, pode-se concluir que a
forma acida também nao estava presente nesse meio.

O mesmo pdde ser observado no extrato metandlico de A. versicolor,
concluindo-se finalmente pela auséncia da mevinolina nas amostras

analisadas.
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Figura 10 - Cromatograma da co-injegdo (padrao de mevinolina mais extrato

metandlico de M. ruber) (coluna C-18, fase movel: tampéo fosfato
de s

potassio (pH 7,7)acetonitrila (35:65), fluxo:0,7 mL/min,
detector UV, A = 237 nm).
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Figura 11 - Cromatograma do padrdo de mevinolina em metanol: a) estocado
durante trés dias; b) estocado por sete dias (coluna C-18, fase
moével: tampdo fosfato de potassio (pH 7,7)acetonitrila (35:65),
fluxo:0,7 mL/min, detector UV, A = 237 nm).

4.3. Estudo quimico do extrato de arroz fermentado por Aspergillus
versicolor

4.3.1. Obtencgao do extrato



O extrato foi obtido conforme metodologia descrita no item 3.7.1,
sendo um total de 1348 g de extrato de arroz fermentado por Aspergillus

versicolor.

4.3.2. Fracionamento do extrato de A. versicolorem coluna de silica-gel

Inicialmente, os meios fermentados foram submetidos a extracdo e
concentragdo a vacuo, seguindo o procedimento descrito por ENDO et al.
(1985a), visando purificar a mevinolina.

O extrato metandlico de A. versicolor, quando analisado em CCD,
apresentou um ponto com Rf proximo ao do padrdo, sendo assim realizado o
fracionamento em coluna de silica-gel, a fim de purificar este extrato e facilitar a
identificagcdo da mevinolina por CLAE.

Confirmada a auséncia de mevinolina no extrato metandlico de A.
versicolor, decidiu-se por fazer um estudo mais aprofundado, com a finalidade
de identificar outras substancias relacionadas que também apresentam
atividade hipocolesterolemiante, como monacolinas L, X, M e J (ENDO e
HASUMI, 1985; ENDO et al., 1985b; NAKAMURA et al., 1990; KOMAGATA et
al., 1989).

O fracionamento do extrato do A. versicolor foi realizado através de
diversas colunas cromatograficas de silica-gel, conforme o esquema mostrado
em Material e Métodos. A primeira coluna originou sete fragbes, sendo uma
identificada como ésteres graxos e as demais como acidos graxos. Do extrato
analisado, as fragbes M1(2), M1(3), M1(4), M1(5), M1(6) e M1(7) referem-se
aos acidos graxos (Figura 12), e a fragdo M1(1), aos ésteres graxos. As fragbes
caracterizadas como acidos graxos e ésteres graxos perfazem 92,52 e 7,43%

do total do extrato, respectivamente.
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Figura 12 - Espectro no IV (NaCl) da fragdo M1(2).

4.3.3. Identificagao de novas lactonas das fragdoes M1(5) e M1(7)

As extragbes feitas a partir do arroz fermentado pelos fungos M. ruber
e A. versicdor, segundo FRIEDRICH et al. (1995), objetivaram se conseguir
uma extracdo rapida e eficiente, uma vez que a monacolina é soluvel em
metanol, dispensando assim uma extragao feita com sistema de solventes.

As fragbes M1(5) e M1(7), apds alguns dias estocadas a temperatura
ambiente, mostraram uma fase oleosa e outra sodlida, visivelmente cristalizada,
com massas 1,426 g e 0,192 g, respectivamente. Os cristais foram lavados e
separados da fase oleosa, como descrito em Material e Métodos.

As caracteristicas fisicas e o ponto de fusdo com pequenas variagdes
davam suporte a hipétese de que o composto era puro e, dessa forma, suas

estruturas quimicas puderam ser elucidadas.



A fase sdlida da fracdo M1(5) mostrou-se solivel em cloroférmio e
insolivel em hexano, com ponto de fusdo de 207,6 a 2094 °C e Rf de 0,30
(éter dietilico-hexano (5:1)), sugerindo tratar-se de uma substancia pura.

O espectro no infravermelho (Figura 13) apresentou picos
caracteristicos de OH (3.422 cm™), de carbonila de lactona (1.736 cm’), de
carbonila de cetona a,B-insaturada (1654 cm™) e de C=C de anel aromatico
(1618 cm™ e 1.600 cm™), consoante com a literatura (SILVERSTEIN et al.,
1991).
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Figura 13 - Espectro no infravermelho (KBr) da fragdo M1(5) (sdlido).

A formula molecular do composto foi estabelecida como Ci6Hi1206 (m/z
300,0634; calculado: 300,0634), utilizando espectrometria de massas (EM).
Pela anadlise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono

13 (Apéndice B - Figura 1B), observaram-se 16 sinais de carbono: duas



carbonilas (0 155,5 e 180,1), sete carbonos nao-hidrogenados, cinco carbonos
aromaticos, um carbono metilénico alifatico e um grupo metdxi (OCHs) (Quadro
14).

O espectro de ressonadncia magnética nuclear de hidrogénio
apresentou um simpleto em & 12,06, relativo ao hidrogénio do grupo hidroxila
acoplado ao grupo carbonila, e dois sinais em & 7,00 e & 6,80, relativos aos
hidrogénios aromaticos acoplados em meta (H4 e H-2, respectivamente). A
presenca do grupo CHOH foi confirmada pelo dupleto em & 4,60 (J = 54 Hz) e
pelo tripleto em 540 (J = 54 Hz). A presenga do anel aromatico 1,2,3
trissubstituido foi evidenciada pelo duplo dupleto em & 7,45 ( = 7,3; 1,1 Hz) e
07,77 (J = 8,3; 1,1 Hz) do H7 e H6, respectivamente.

O espectro obtido utilizando a técnica de “NOE” (“efeito nuclear
Overhausen”) com irradiaggo em & 3,90 (OCHs) resultou num pequeno
aumento do sinal relativo ao H-7, assim como do sinal relativo ao OH fendlico,
indicando a presenca de um anel central ndo-planar. Por meio da técnica de
HMBC (“higher multiple bond correlated”), um efeito pronunciado de NOE foi
também observado nos sinais relativos ao H-2 e ao H4, quando se irradiou em
0 4,60 (Chb).



Quadro 14 - Dados de RMN de 'He '3C dos solidos obtidos das fracdes M1(5)
e M1(7) (em DMSO-de, (3) e JHZ))

N° THNVR 3C NMR
M1(5) M1(7) M1(5) M1(7)

1 12,06 (brs, OH) 12,25 (brs, OH) 160,5 160,8

2 6,80 (d, 1,1) 6,78 (d, 1,1) 107,7 107,5

3 154,5 1544

4 7,00 (d, 1,1) 7,00 (d, 1,1) 104,2 104,2

5 777 (dd, 83, 762(d,8,0) 119,7 120,5
1,1)

6 793 (dd, 83, 748(d,80) 136,0 125,7
7.3)

7 745 (dd, 7.3, 10,5 (brs, OH) 1229 149,2
1,1)

8 168,6 167,2

9 180,1 180,1

10 155,5 151,1

11 107,0 106,9

12 155,5 155,8

13 116,6 1174

14 133,6 1174

OH 540 (t, 5,4) 5,55 (brs)

CH,0 4,60 (d, 54) 4,60 (brs) 62,3 62,7

H

OCH, 3,90 (s) 3,89 (s) 527 52,6

* Medida em 75 MHz para carbono-13 e 300 MHz para hidrogénio.

O composto obtido da fragdo M1(7) também se apresentou como uma
mistura de 6leo e solido amarelo cristalino com massas de 1,735 g e 0,275 g,
respectivamente. O sdélido analisado desta fracdo apresentou-se insolivel em
cloroférmio e soluvel em diclorometano, com Rf de 0,18 (éter-dietilico-hexano
(5:1)) e ponto de fusdo de 2505 a 251,6°C, sugerindo tratar-se de uma
substancia pura.

A férmula molecular do composto, CigHi207, pbde ser deduzida por
meio de duas técnicas distintas: espectrometria de massas (m/z 316,0584;
calculado: 316,0583) e RMN '3C.

O espectro no infravermelho (IV) apresentou bandas de absor¢cdo em
3.286 e 3.163 cm'1, evidenciando a presenca de OH; em 1.703 cm'1, indicando

lactona-a,B-insaturada; em 1.654 cm'1, evidenciando  cetona-a,a’,3,3-



duplamente insaturada; e em 1.611 e 1600 cm™, relatvas a C=C de anel
aromatico.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foi similar
ao do composto obtido da fracdo M1(5), exceto para os sinais do anel
aromatico a esquerda. Dois dupletos (tipo AB, J = 8.0 Hz) foram observados
em 0 7,48 e 7,62 e também um sinal largo em & 10,5, de uma hidroxila extra,
com a correspondente perda de ressondncia de CH. Com base nessa
informacdo, a hidroxila poderia estar localizada em C-5 ou C-7. Entretanto, as
correlagbes utilizando HMBC somente foram consistentes com a estrutura
proposta estando a hidroxila em C-7. Todos os sinais foram confirmados por
COSY (experimento homonuclear de RMN) e HMQC (*high multipe quantum
correlated”) e nenhuma interagdo foi observada com hidrogénios do anel, ao se
utilizar a técnica de “NOE diff com irradiagdo no grupo metdxi, nem o inverso.
Também nao foi observada hidroxilagdo em C-5. As estruturas dos compostos

solidos obtidos das fragdes M1(5) e M1(7) estao apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 - Estrutura quimica das lactonas 1 (obtida da fragdgo M1(5)) e 2
(obtida da fracéo M1(7)).

Apbés minuciosa pesquisa nos bancos de dados de compostos
organicos, ndo sendo encontrada nenhuma referéncia, essas substancias
foram consideradas como inéditas até entdo, sendo submetidas a avaliagdo de
sua atividade inseticida.



4.3.4. Avaliagao da atividade inseticida das lactonas

Testou-se a atividade inseticida das duas novas lactonas, isoladas nas
fracbes M1(5) e M1(7). Os resultados obtidos com os insetos testados
(Hypothenemus  hampei  (Ferr.)  (Coleoptera:  Scolitidae), = Coleoptera:
Staphylinidae, Diaphania hyalinata (L), Diaphania nitidalis (Cr.) (Lepidoptera:
Pyralidae)) mostraram que a lactona obtida da fragdo M1(5) (Figura 14-1) n&o
possui nenhuma atividade inseticida, enquanto a lactona obtida da fracdo
M1(7) (Figura 14-2) mostrou-se toxica para Coleoptera: Staphylinidae, com
72,5% de mortalidade, em relagdo ao grupo-controle.

Assim, o estudo quimico  arroz fermentado por A. versicolor permitiu
isolar e identificar duas novas substancias, das quais uma apresentou

promissora atividade biolégica, devendo ser explorada em estudos futuros.

4.3.5. Caracterizagdo do peroxido de ergosterol no extrato de arroz fermentado por A.
versicolor

Conforme mostrado em Material e Métodos, a parte oleosa da fragao
M1(5) foi submetida a novos fracionamentos, utilizando mais trés colunas de
silica-gel, até se obter uma fragdo com alta pureza, denominada fragao M6(3).
Esta fragdo apresentou-se como uma mistura de sélido amarelado e 6leo, com
massas de 0,0095 g e 0,0135 g, respectivamente. Apds a purificagdao da parte
cristalizada, esta apresentou-se como cristal branco, insoltivel em hexano.

Na analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio,
observaram-se dois dupletos em o 6,49 e d 6,23 (J = 8,4 Hz) para a dupla ligagao
cis. Os dois duplos dupletos em § 5,21 (J=15,2e 7,4 Hz) e 4 5,31 (J =15,2¢ 8,1
Hz) foram consistentes com a dupla ligagao trans, vizinha a dois grupos CH.
Também foram observados sinais correspondentes a seis grupos metila (Quadro
15), sendo dois simpletos e os demais sinais aparecendo como dupletos.

O espectro de DEPT (“Distortionless Enhancement of Polarization

Transfer”’) mostrou ressonancias para seis grupos metila (8 12,7, 17,4, 18,1, 19,5,
19,9 e 20,8), sete carbonos metilénicos (& 20,5, 23,3, 27,9, 29,9, 34,6, 36,9 e 39,2),
onze carbonos metinicos (® 32,9, 39,6, 42,6, 51,4, 51,6, 56,1, 66,3, 130,6, 132,2,
135,1 e 135,5) e quatro carbonos nao-hidrogenados (o 36,8,
44,4, 79,3 e 82,0). Os sinais em & 66,3, 79,3 e 82,0 indicaram a provavel presenga
de trés oxigénios (O) na molécula. Com esses dados, a formula molecular Gs
H«O; foi deduzida e confirmada por EM. Utilizando-se a fémmula molecular,
obteve-se o indice de hidrogénio de 6, sugerindo a presenca de duas duplas
ligagoes e indicando que o composto pode ser tetraciclico.

Os dados sugeriram uma estrutura de um triterpeno tetraciclico, e a
interpretagdo detalhada dos espectros de COSY (H-H), HMQC, HMBC e NOE
levou aproposigao da estrutura apresentada na Figura 15.



Figura 15 - Estrutura quimica do peroxido de ergosterol.
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Quadro 15 - Dados de RMN '3C (100 MHz), 'H (400 MHz) @ (mult., J Hertz)) e
correlagdes COSY (HH) e HMBC (H-C) do perdxido de ergosterol

no TC 'HNMR "H-'THCOSY  HMBC (H-C)
NMR

7 1306 649 (d, 84) 6 58,0, 14

6 1356  623(d, 84) 7 5,8, 10

23 1322  513(dd, 15,2, 8,1) 22,24 28, 22,20, 24

22 135,1 521 (dd, 15,2, 7,4) 23,20 23,17, 24, 21

5 82,0

8 79,3

3 66,3 3,96 (tdd, 11,4, 54, 4,4,2,2

9)

17 56,1 1,15 (m) 20,16,16,21 16,12

9 51,6 1,49 (m) 7.8

14 514 1,43 (m) 7,6,8,9,13

13 444

24 42,6 1,78 (m) 28, 25, 23 23,22, 25, 28,
27,26

20 39,6 1,94 (m) 23,17, 22

16 39,2 1,86 (m) 16', 17 18

16 1,16 (m) 16, 17 13,14, 18




4 36,9 2,05 (dd, 13,6, 5,4) 4,3 5,3, 10, 2
4 1,82(dd, 136, 114) 4,3 5,3,2

10 36,8

1 34,6 1,88 (m) 1,2,2,19 6,5,3,10,2, 19
1 1,63 (m) 1,2,2',19 5,3,10, 2, 19
25 32,9 1,39 (m) 27,26, 24 27,26, 24
2 29,9 1,75 (m) 2,3,1,1

2 1,45 (m) 23,1, 1

12 27,9 1,70 (m) 12,11, 11

12 1,26 (m) 12

15 23,3 1,39 (m) 15

15° 1,13 (m) 15

11 20,5 1,53 (m) 12,11°

11 1,33 (m) 12,11

21-Me 20,8 0,98 (d, 6,6) 20, 17 22,17, 20
28Me 174 0,89 (d, 6,9) 24 23, 25, 24
19Me 18,1 0,87 (s) 1,1 5,9, 10, 1
27-Me 19,9 0,82 (d, 6,6) 25 24, 25, 26
18Me 127 0,80 (s) 14,17, 13
26Me 19,5 0,80 (d, 6,6) 25 24, 25, 27
OH 2.1

O sinal em & 3,96 foi atribuido a H3, e esse acoplamento sugeriu que o
grupo OH fosse equatorial. O espectro de COSY mostrou correlagées do H3 com
hidrogénios em § 2,05, 1,82, 1,75 e 1,42, sendo estes os sinais dos hidrogénios
H4, H4’, H2 e H2’, respectivamente. Também pelo espectro de COSY, observando
sinais de H2 e H2’ em & 1,63 e 6 1,88, foi possivel estabelecer as posi¢coes de H1’
e H1, respectivamente. As correlagées nos espectros de HMBC de H6(d 6,23)
com C5 (8 79,3) e H7 (8 6,49) com C8 (® 82,0) foram consistentes com os outros
dois hidrogénios do anel peréxido nos carbonos C5 (6 79,3) e C10 (o 36,8). As
correlagoes do sinal em o 0,87 (19-Me) com os carbonos C5 (d 79,3), C10 (8 36,8),
C1 (6 34,6) e C9 (0 51,6) foram consistentes com o grupo metila do carbono C10.

O dupleto em & 0,98 foi atribuido ao grupo metila do carbono C20 (21-
Me), com base nas correlagées com os carbonos C20 (3 39,6), C17 (& 56,1) e C22
(6 135,1).

A posicao do grupo 28-Me (dupleto em & 0,89) foi confirmado pela
correlagcao dos carbonos 23 (6 132,2), 24 (6 42,6) e 25 (0 32,9). No espectro de
COSY, ambos 27-Me e 26-Me foram correlacionados com H25, provando a
existéncia do grupo isopropil. A confirmacgao de tal fato veio pelo espectro de
HMBC, que revelou a correlagdo entre ambos os grupos (27-Me e 26-Me).

A correlagdo entre 21-Me e H20 no espectro de COSY (H-H) e outras
correlagoes de 21-Me e H22, H17 e H20 no espectro de HMBC, finalmente,
confirmaram a estrutura da cadeia lateral. As correlagbes a longa distancia do
hidrogénio do 18-Me com os carbonos 14, 17 e 13 levaram ao posicionamento da
cadeia lateral no carbono 17.

A estereoquimica relativa do peroxido de ergosterol foi descoberta pelo
espectro diferencial de NOE diff. (Quadro 16) e confirmada pelos dados da
literatura (BARTON et al., 1972). A irradiagao em 5-Me (& 0,80) nao resultou em



nenhuma intensificagao do sinal de H14, suportando a estereoquimica trans para
a juncao do anel C/D. Uma pequena intensificagao foi observada em H23 e H22, o
que foi consistente com a orientagcdo B da cadeia lateral. Um forte efeito
observado na ressonancia de H7 e uma perda no sinal em H9 deram suporte a
orientagdo a do carbono 8 e também aestereoquimica cis para a jungao B/C do
anel.

A irradiagdao em 3-me (8 0,87) resultou numa intensificagdo dos sinais de
H7, H1 e H1’, sendo consistente com a estereoquimica trans da jung¢ao A/B do
anel com o oxigénio no carbono 5, sendo uma orientacdo B. Na Figura 2B do
Apéndice B esta apresentado o espectro de RMN de “C do peréxido de
ergosterol.

O peroxido de ergosterol ja foi isolado em outras culturas de fungos do
género Ganoderma lucidum (LIN et al., 1990) e Alnus glutinos (KAHLOS e
HILTUNEN, 1989). Em culturas de Aspergillus versicolor nao foi encontrado
nenhum relato de identificagao desse composto.

O peroxido de ergosterol possui atividade antitumoral, relatada em
experimentos realizados em carcinomas humanos (KAHLOS e HILTUNEN,
1989).

Quadro 16 - Dados de NOE para o perdxido de ergosterol

Irradiacéo NOE

0,80 (18) H-7 (6,3%),H-23, H22, H-20 (6,3%), H15", H-16", H
12°, H-11°, H21

0,87 (19) H-6 (3,4%), H-4" (6,8%), H1" (3%), H-11+11" (13,6%),
H-7 (1%)

0,98 (21) H-23 (2,3%), H-22 (2,5%), H20 (9,7%), H18

20,5 (H4) H-6 (2%), H-3 (5,7%), H4" (15%)

3,96 (H3) H-4 (3,6%), H-2 (3,6%), H1" (3,6%)

5,13 (H-23) H-20 (8,2%), H-24 (8,2%), H21 (1,4%), H27, H-26

521 (H22) H-20 (4,2%), H24 (5,8%), H-17 (4,2%), H23 (0,8%)




5. RESUMO E CONCLUSOES

Neste estudo, foi testado o efeito de produtos fermentados por fungos
dos géneros Monascus ruber e Aspergillus versicolor sobre os niveis séricos de
colesterol total, HDL-colesterol e ftriacilglicerdis, em ratos, por meio de ensaios
de curta e longa duragdo. No primeiro experimento, de curta duracdo, com
aplicacdo de Triton, os animais receberam os exiratos metandlicos do arroz
fermentado pelos fungos M. ruber e A. versicolor, em doses de 2,0 g/ animal,
além do arroz fermentado pelo fungo M. ruber, administrados na dieta. No
segundo experimento, foi fornecido a dieta o amoz fermentado por M. ruber
mais colesterol e acido cdlico na dieta, com a finalidade de se determinar a
atividade hipolipidémica desse alimento. Os resultados nado foram totalmente
satisfatorios, mas apresentaram tendéncia de reducdo do colesterol total em
grupos de animais tratados com o arroz fermentado por M. ruber.

A busca de monacolinas nos meios fermentados por M. ruber e Aspergillus
versicolor revelou que nenhuma forma dessa classe de compostos foi detectada por



meio da analise em CLAE, vendo-se a necessidade de novos estudos para se
conhecer as propriedades biolégicas desse produto fermentado.

Aliado a este estudo, foi feito o estudo quimico dos extratos
metandlicos de M. ruber e A. versicolor, em que se identificou por meio de
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) a auséncia da mevinolina.
Entretanto, realizou-se um estudo do extrato de A. versicolor utilizando
fracionamento em coluna de silica-gel, onde foram isolados e determinados,
por meio de RMN (ressonancia magnética nuclear)) EM e [V, dois novos
compostos da classe das lactonas, desconhecidas até entdo na literatura,
sendo, portanto, consideradas inéditas. Estas lactonas foram testadas
biologicamente, determinando-se a atividade inseticida de uma delas, com
reducdo de 72,5% em relagdo ao grupo-controle (CARVALHO et al., 2001).
Ainda do extrato de A. versicolor foi isolado o perdxido de ergosterol, ao qual,
segundo a literatura, € atribuida propriedade anticarcinogénica, que nao foi
determinada neste estudo (CARVALHO et al., 2000).
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APENDICE A

Quadro 1A - Resumo da andlise de variancia de colesterol total, colestero-HDL
e triacilglicerdis de ratos submetidos a diferentes dietas

Quadrado médio
FVv GL
Colesteral total HDL Triacilglicerdis

Tratamentos (5) 401,9803 ns 64,3834 * 1.007,1330 *

Controles (C) 1 784,0000 ns 150,0625 ** 12,2500 ns

Tratados (T) 3 245,2828 ns 11,3636 ns 1.050,2500 ns

CvsT 1 488,2531 ns 137,7607 * 1.872,6650 *
Residuo 42 193,3415 18,9940 389,1964
CV (%) 12,31 12,85 26,38

** F significativo a 1% de probabmdade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Quadro 2A - Resumo da andlise de varidncia de colesterol total, colesterol HDL
e triacilglicerdis de ratos submetidos a diferentes dietas

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total" HOLY Triacilglicer(’)is”
Tratamentos (3) 0,0518 * 0,0464 ** 0,2729 **
Controles (C) 1 0,0938 * 0,1113 ** 0,7124 =
Tratados (T) 1 0,0178 ns 0,0075 ns 0,0518 ns

CvsT 1 0,0438 ns 0,0204 ns 0,0545 ns



Residuo 28 0,0132 0,0053 0,0215

CV (%) 5,66 4,65 8,35

** F significativo a 1% de probabmdade.

* F significativo a 5% de probabilidade.

ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
1/ Valores transformados para log (x).

Quadro 3A - Resumo da andlise de varidncia de ganho de peso, consumo e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de ratos submetidos a
diferentes dietas

Quadrado médio

FVvV GL

Ganho de peso“ Consumo oA
Tratamentos (3) 0,0584 ** 235,4753 ns 0,0481 **
Controles (C) 1 0,0873 ** 668,2226 ns 0,0513 **
Tratados (T) 1 0,0878 ** 0,1406 ns 0,0923 **
CvsT 1 0,0001 ns 38,0627 ns 0,0007 ns

Residuo 28 0,0096 190,7104 0,0055
CV (%) 5,26 10,70 -29,65

** F significativo a 1% de probabmdade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
1/ Valores transformados para log (x).



APENDICE B
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Figura 1B - Espectro de RMN de '°C (75 MHz, DMSO-ds) da fragdo M1(5).
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Figura 2B - Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCl3) do perdxido de
ergosterol.



