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RESUMO

Propriedades bioldgicas, digestéo in vitro e transporte celular de duas frutas nativas da
Mata Atléntica: Cambuci e Uvaia

Nas ultimas decadas, observa-se um crescente interesse no meio cientifico em caracterizar
e estudar as propriedades bioldgicas e nutricionais das frutas nativas do Brasil, visando sua
inclusdo na dieta da populacdo. No entanto, é essencial compreender se 0s compostos bioativos
presentes nessas frutas sdo efetivamente bioacessiveis e disponiveis para 0 organismo, uma vez
que o processo digestivo pode degrada-los ou modifica-los. Nesse contexto, este estudo teve
como objetivo geral avaliar o efeito da digestdo in vitro de duas frutas nativas, o Cambuci
(Campomanesia phaea) e a Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), sobre suas propriedades
bioldgicas. Foi realizada a digestdo in vitro das frutas pelo método INFOGEST, seguida pelo
transporte epitelial em células Caco-2. Posteriormente, avaliou-se o extrato, a fragdo
bioacessivel e as fracdes transportadas quanto as atividades anti-inflamatoria e antioxidante
celular (AAC), desativacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e identificou-se 0s
compostos fendlicos presentes pela analise em LC-ESI-IT-MS/MS. Além disso, foi conduzida
uma simulacédo de digestdo da Uvaia reconstituida e dos produtos emulsionados, analisando o
efeito da presenga de lipideos na bioacessibilidade do [B-caroteno. Quanto a AAC, as
concentracOes eficazes para reducdo de 50% de fluoresceina (EC50) foram de 17,91+0,3
mg/mL para o Cambuci e 20,3+0,56 mg/mL para a Uvaia. As fracdes digeridas e basolaterais
de ambas as frutas, quando utilizadas em concentrac6es superiores a 200 pg/mL, demonstraram
a capacidade de reduzir a via inflamatoria NF-kB, bem como as citocinas TNF-a e quimiocina
CXCL2/MIP-2. Em relagdo as atividades antioxidantes, ambas as frutas exibiram a capacidade
de desativar ERO, inclusive apds a digestdo in vitro e o transporte através das células Caco-2.
Na Uvaia foram identificados compostos fendlicos como o &cido eldgico, o acido tri-O-
metilelagico, derivados de acido cumarico, acido 4'-O-metilelagico 3-(2 ,3 -di-O-acetil)-o-L-
ramnosideo, quercetina-3-O-pentosideo e quercetina-galoil-ramnosideo, entre outros. Apds a
digestdo e transporte celular, foram identificados o acido malico e o acido cindmico na Uvaia.
No Cambuci, foram identificados kaempferol 7-O-hexuronida, quercetina-galoil-ramnosideo,
acido cafeico-hexose-desoxihexose, acido 3,7-O-diferuloil-4-O-cafeoil quinico, &cido tri-
cafeoilquinico, 1,2,6-Tri-O-galloyl-p-D-glucose, e dimero de Procianidina B. Além disso, 0
acido quinico foi identificado na fracdo digerida e basolateral do Cambuci. Quanto a toxicidade
em larvas de Galleria mellonella, a Uvaia ndo demonstrou toxicidade, enquanto o Cambuci
apresentou EC50 de 136,0 g/Kg. Quanto a bioacessibilidade do B-caroteno em produtos
emulsionados, o derivado da Uvaia incorporado a emulsdo contendo 17,0% de dleo de soja
exibiu uma bioacessibilidade de 16,9%, em contraste com os 10,7% observados na Uvaia
reconstituida. Esse resultado ressalta que a presenca de lipideos promoveu a micelarizagdo do
B-caroteno. Assim, tanto a Uvaia quanto o Cambuci demonstraram possuir propriedades
bioativas significativas, mesmo ap6s a simulacdo do processo digestivo e o transporte através
da barreira intestinal, destacando-se como importantes frutas nativas brasileiras com potencial
impacto positivo na saude dos consumidores.

Palavras-chave: Frutas nativas; Atividade bioldgica; Cambuci; Uvaia;Campomanesia
phaea ; Eugenia pyriformis Cambess



ABSTRACT

Biological properties, in vitro digestion and cellular transport of two native fruits of the
Atlantic Forest: Cambuci and Uvaia

In recent decades, there has been a growing interest in the scientific community in
characterizing and studying the biological and nutritional properties of native Brazilian fruits,
with the aim of incorporating them into the population's diet. However, it is essential to
understand whether the bioactive compounds present in these fruits are effectively
bioaccessible and available to the organism, as the digestive process can degrade or modify
them. In this context, this study had the general objective of evaluating the effect of in vitro
digestion of two native fruits, Cambuci (Campomanesia phaea) and Uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess), on their biological properties. The in vitro digestion of the fruits was performed
using the INFOGEST method, followed by epithelial transport in Caco-2 cells. Subsequently,
the extract, bioaccessible fraction, and transported fractions were evaluated for anti-
inflammatory and cellular antioxidant activities (AAC), deactivation of reactive oxygen species
(ROS), and phenolic compound identification by LC-ESI-IT-MS/MS analysis. Additionally, a
simulated digestion of reconstituted Uvaia and emulsified products was conducted to analyze
the effect of lipid presence on the bioaccessibility of p-carotene. Regarding AAC, the effective
concentrations for 50% reduction (EC50) were 17.91+0.3 mg/mL for Cambuci and 20.3+0.56
mg/mL for Uvaia. The digested and basolateral fractions of both fruits, when used at
concentrations above 200 ug/mL, demonstrated the ability to reduce the NF-kB inflammatory
pathway, as well as the cytokines TNF-a and CXCL2/MIP-2. In terms of antioxidant activities,
both fruits showed the capacity to deactivate ROS, even after in vitro digestion and transport
through Caco-2 cells. In Uvaia, phenolic compounds such as ellagic acid, tri-O-methyl ellagic
acid, derivatives of coumaric acid, 4'-O-methyl ellagic acid 3-(2 ,3-di-O-acetyl)-a-L-
rhamnoside, quercetin-3-O-pentoside, and quercetin-galloyl-rhamnoside, among others, were
identified. After cell digestion and transport, malic acid and cinnamic acid were identified in
Uvaia. In Cambuci, compounds such as kaempferol 7-O-hexuronide, quercetin-galloyl-
rhamnoside, caffeic acid-hexose-deoxyhexose, 3,7-O-diferuloyl-4-O-caffeoyl quinic acid, tri-
caffeoylquinic acid, 1,2,6-Tri-O-galloyl--D-glucose, and Procyanidin B dimer were identified.
Furthermore, quinic acid was identified in the digested and basolateral fraction of Cambuci.
Regarding toxicity in Galleria mellonella larvae, Uvaia showed no toxicity, while Cambuci
exhibited an EC50 of 136.0 g/Kg. As for the bioaccessibility of B-carotene in emulsified
products, the Uvaia derivative incorporated into the emulsion containing 17.0% soybean oil
exhibited a bioaccessibility of 16.9%, in contrast to the 10.7% observed in reconstituted Uvaia.
This result highlights that the presence of lipids promoted the micellarization of p-carotene.
Thus, both Uvaia and Cambuci demonstrated significant bioactive properties, even after
simulating the digestive process and transport through the intestinal barrier, emphasizing their
importance as native Brazilian fruits with the potential for a positive impact on consumer health.

Keywords: Native fruits; Biological activity; Cambuci; Uvaia ;
Campomanesia phaea; Eugenia pyriformis Cambess



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil, com a maior biodiversidade do mundo, abriga uma variedade de espécies
frutiferas nativas de alto potencial biolégico. Porém a producdo de frutas no pais, em sua maioria,
concentra-se em espécies exoticas e, como consequéncia, hd uma desvalorizagao de biomas Gnicos
e das frutas nativas brasileiras, que em sua maioria séo ainda desconhecidas (JACOMINO et al.,
2018).

O cultivo e a comercializacdo de frutas nativas podem desempenhar um importante papel
econdmico no pais, com a geracdo de renda de forma sustentavel, desenvolvimento regional,
incentivo a diversificacdo da matriz alimenticia vegetal e preservacdo da biodiversidade. Além
disso, do ponto de vista de salde, estudos recentes reforcam a importancia dessas frutas brasileiras
subexploradas em relacdo ao seu papel biologico, associando seu consumo a prevencao de diversas
doencas cronicas e degenerativas por conta de sua composi¢do rica em bioativos com
caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatérias (SOARES et al., 2019).

As frutas nativas mais conhecidas e presentes na alimentacdo dos brasileiros séo a
jabuticaba, goiaba, maracuja e acai, as quais podem ser facilmente encontradas em comércios.
Dentre os fatores que contribuem para o baixo consumo de diversas outras frutas nativas
brasileiras estdo a consolidacéo da cadeia produtiva de frutas exoticas e a falta de informacgoes
do consumidor (DENARDIN et al., 2015; LAURINDO et al., 2023).

Para aumentar a visibilidade das frutas nativas pela populacdo sdo necessarios
investimentos em marketing e a criacdo de canais de comercializacdo, aliados a acdes de
incentivos governamentais, parcerias com restaurantes e marcas, campanhas de
conscientizacao, eventos tematicos e/ou feiras. Para exemplificar como esse conjunto de acGes
pode ter efetividade, pode-se citar o exemplo do acai. Essa fruta nativa da regido amazonica,
antes consumida apenas localmente por comunidades da regido norte do Brasil, ganhou
visibilidade nos altimos anos como um alimento saudavel e nutritivo. Isto foi em grande parte
devido a disseminacdo do seu potencial energético e antioxidante, e no contexto atual o acai se
tornou uma das frutas mais conhecidas no mundo, sendo consumida em sobremesas, sucos,
sorvetes e diversos outros produtos (FREITAS et al., 2019; ).

E portanto de grande importancia destacar que ainda s&o necessarios estudos quanto as
potencialidades bioldgicas e aplicages de diversas outras frutas nativas brasileiras subexploradas,

principalmente em relacdo aos seus beneficios para a saude, bioacessibilidade, composi¢cdo
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quimica, propriedades nutricionais, melhoramento genético, reproducdo, pés colheita, dentre
outros parametros, de maneira a tornar a cadeia de exploracéo desses recursos sustentavel.

No contexto atual das pesquisas em torno das frutas nativas, é crescente o interesse pela
composicao quanto aos compostos bioativos, que sdo fitoquimicos encontrados em alimentos e
que promovem efeito benéfico para a satde atraves da modulagéo de processos metabolicos. As
principais fontes de compostos bioativos de origem vegetal sdo os compostos fendlicos,
carotenoides, tocoferdis, organossulfurados, dentre derivados dessas classes (HAMINIUK et al.,
2014; MERCADANTE et al., 2017; SILVA et al., 2019).

A caracterizacdo de compostos bioativos de um alimento é importante pois pode dar
indicios sobre seu potencial bioldgico. Para prever a eficacia nutricional ap6s a sua ingestéo, sao
necessarios estudos de digestibilidade e absorcdo. Tendo a digestdo como um processo que
submete o alimento a uma série de reacdes que transformam seus metabolitos, estudos de
bioacessibilidade de compostos bioativos fornecem informagdes importantes sobre sua liberacdo
da matriz alimentar, transformacdes sofridas no trato gastrointestinal e absor¢do no organismo
(ALENCAR et al., 2023; CARBONELL-CAPELLA et al., 2014; DE PAULO FARIAS et al.,
2021).

De acordo com o exposto, este estudo visou contribuir com o conhecimento cientifico
sobre frutiferas nativas brasileiras, ao se avaliar o potencial bioativo de duas frutas espécies da
Mata Atlantica: o Cambuci (C. phaea) e a Uvaia (E. pyriformis Cambess).

No capitulo 1 foi feito um monitoramento do potencial antioxidante e anti-inflamatério
do Cambuci e da Uvaia, observando-se os efeitos apds a digestdo gastrointestinal simulada e
do transporte epitelial em células Caco-2 sobre os compostos fendlicos, capacidade
desativadora de espécies reativas de oxigénio (ERO), atividade anti-inflamatoria, atividade de
antioxidante celular (AAC) e toxicidade in vivo.

No capitulo 2, visando a diversificacdo de produtos derivados de frutas nativas, foram
propostos quatro modelos de produto emulsionado preparado com Uvaia liofilizada e
reconstituida e diferentes fontes de lipideo. Esta parte do trabalho teve como objetivo especifico
analisar a bioacessibilidade do B-caroteno nessas condigdes, o qual é um carotendide presente

em grande quantidade na Uvaia.
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1.1. Revisdo Bibliografica
1.1.1. Duas frutas nativas subexploradas da familia Myrtaceae: Cambuci e Uvaia

A familila Myrtaceae é considerada uma das familias mais bem representadas no Brasil.
Fortemente concentradas na Mata Atlantica, as espécies frutiferas da familia Myrtaceae
representam grande importancia para a biodiversidade desse bioma. Dentre essas, as frutas mais
populares para os brasileiros estdo a goiaba (Psidium guajava L.), pitanga (Eugenia Uniflora L.)
e jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart) O Berg.). No entanto, pertencem a essa famillia diversas
outras espécies nativas e pouco exploradas, descritas na literatura com alto potencial bioldgico e
de consumo (DONADO-PESTANA et al., 2018; TAVER et al., 2022).

A estruturacdo da exploracdo e comércio de frutas da familia Myrtaceae sdo necessarios
para, além de promover o desenvolvimento de comunidades das areas da Mata Atlantica, evitar a
extincdo dessa espécies, uma ameaca atual decorrente da degradacdo e desmatamento exacerbados
nesse bioma (FREITAS et al., 2019; JUNIOR et al., 2020; SILVA et al., 2014).

Neste ambito, introduz-se a seguir as duas frutas com essas caracteristicas.
1.1.1.1. Cambuci

O Cambucizeiro, cientificamente denominado como Campomanesia phaea (O. Berg)
Landrum, é uma éarvore frutifera nativa do Brasil encontrada na regido da Mata Atlantica,
pertencente a familia boténica Myrtaceae. Seu fruto é popularmente conhecido como Cambuci, e
essa denominacédo deriva do termo tupi guarani "kamu-si”, fazendo alusdo a um objeto de forma
romboide utilizado pelos povos indigenas para consumo de agua. A fruta em questdo apresenta
uma configuracdo morfoldgica similar a mencionada descricdo (MOREIRA et al., 2022;
TOKAIRIN et al., 2018) .

Atualmente, mesmo que regionalmente, a visibilidade do Cambuci vem reconquistando
espaco através de acOes de preservacdo da biodiversidade e diversidade cultural. Um dos
incentivos ao seu comércio é a Rota do Cambuci, um roteiro gastronémico e cultural criado em
2009 para fomentar as potencialidades de comercializagdo desta fruta na regido da Serra do Mar,
onde a fruta e seus derivados tém sido inseridos em comércios locais na forma de polpa ou de
variados produtos artesanais. Atualmente a forma mais comum de consumo do Cambuci € em
polpa congelada, adquirida principalmente por restaurantes de alta gastronomia do estado de S&o
Paulo (TOKAIRIN et al., 2018).
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Os Cambucizeiros séo encontrados de forma nativa em pequenas areas nos estados de
Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Também cultivado em quintais domésticos, a
comercializacdo de Cambuci tem pequena escala e grande parte da producao e comércio sao feitos
por pequenos produtores (BIANCHINI et al., 2016).

Caracterizado como uma fruta de casca lisa e verde (Figura 1), com polpa suculenta de
cor creme, poucas sementes e sabor adstringente, 0 Cambuci € ideal para o preparo de sucos,
xaropes, mousses, geleias, sorvetes e licores. Essa fruta destaca-se ainda por sua caracteristica
sensorial olfativa agradavel, de intenso aroma citrico e adocicado (SANCHES-AZEVEDO et al.,
2017; SILVA et al., 2012).

Figura 1. Aspecto visual do Cambuci (Campomanesia phaea). (FONTE: Do préprio autor)

Quanto as propriedades bioldgicas, o Cambuci € fonte de compostos bioativos que
exercem acao antioxidante e antiinflamatdria, como os compostos fenélicos e vitamina C, além de
fonte de fibras e minerais. Soares et al. (2020) identificaram a quercetina, o acido galico e acido
cumarico, dentre os principais compostos fenolicos glicosilados na polpa da fruta. Os autores
também encontraram atividade antioxidante, por meio da desativacdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e atividade antiinflamatoria, avaliada pelo ensaio de migracéo de neutroéfilos
em camundongos.

Importante ainda destacar que os principais desafios para consolidar a producdo e
comercializacdo do Cambuci sdo:

- Reproducdo, que envolve estratégias de manejo, composicao de solo e necessidade de
polinizadores especificos;

-Colheita, j& que uma mesma arvore pode apresentar frutos com diferentes graus de

amadurecimento, dificultando inclusive a padronizagéo das frutas;
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-Pos-colheita e transporte, tendo-se que o Cambuci € altamente perecivel, fazendo-se
ainda necessario aprofundar estudos sobre armazenamento e conservacao de suas propriedades
(MOREIRA et al., 2022; VALLILO et al., 2005) .

1.1.1.2. Uvaia

A uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess) esta dentre a familia Myrtaceae, e € uma das
espécies frutiferas nativas brasileiras ameacadas de extincdo. Com nome derivado do tupi iwa-ya,
que significa “fruto azedo”, seus frutos sao nomeados Uvaia, mas podem ser conhecidos por
variagdes de nome como uvalha, ubaia ou Uvaia-do-mato. Sendo encontrada com maior
abundancia nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, muitos brasileiros
reconhecem a fruta, porém seu comércio atualmente € praticamente escasso € seu cultivo restrito
a poucos produtores, centros de pesquisas e pomares domésticos. Essa espécie, nativa da Mata
Atlantica, tem sido resgatada em projetos de reflorestamento de area degradadas e de arborizacao
urbana, inclusive para ornamentacédo (FREITAS et al., 2019; JACOMINO et al., 2018).

Os frutos da Uvaia tem caracteristicas quimicas que podem variar, com cores amarela a
laranja, casca fina lisa ou levemente rugosa, formato piriforme ou arredondado (Figura 2), e
geralmente possuem de 2 a 3 sementes. Sua polpa é carnosa e de alto rendimento, sabores que
variam de doce a acido, e aroma adocicado de descri¢do Unica, como resultado de sua composicéo
rica em substancias volateis (SILVA et al., 2019; RAMIREZ et al., 2012).

Figura 2. Aspecto visual da Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess). (FONTE: Do préprio autor)

Quanto as caracteristicas bioldgicas que destacam a Uvaia € relatado que seus frutos
possuem altos teores de compostos bioativos, como os compostos das classes dos fendlicos e dos
carotenoides, que lhe confere atividade antioxidante e antiinflamatoria. As pesquisas recentes
indicam que a injestdo de Uvaia contribui na dieta com alto teores de vitamina C e micronutrientes
como Fe, Cu e Mn (LOPES et al., 2018).
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Na culinaria a Uvaia € considerada uma iguaria gastronémica, tradicionalmente utilizada
em sucos, compotas, geléias, sorvetes e na producdo de cervejas artesanais. Estudos propdem o
uso de Uvaia em produtos alimenticios funcionais tendo a fruta como base (ZILLO et al., 2014;
SGANZERLA & SILVA, 2022).

As aplicacBes da Uvaia estendem-se ainda ao mercado de cosméticos, utilizada em
hidratantes e sabonetes. Além disso, a fruta, que € também rica em terpenos, tem seu valor
agregado a sua capacidade fitoquimica através do uso de suas flores, folhas e frutos para extracéo
de oleos essenciais (FREITAS et al., 2019). Assim, essas informacdes indicam que a Uvaia possui
potencial bioldgico e nutricional para representar parte do mercado de frutas nativas, que indica
sinais de evolucdo no Brasil.

As dificuldades encontradas para a implementacdo do comércio da Uvaia estdo altamente
ligadas a alta perecibilidade do fruto, que torna o transporte e armazenamento desafiadores
(SILVA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2021).

1.1.2. Espécies reativas de oxigénio (ERO) e atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas ou ions que contém oxigénio e
séo altamente reativos devido a elétrons desemparelhados em sua estrutura. Essas ERO incluem
0 peroxido de hidrogénio (H20z), o radical anion superoxido (Oz¢-) e o radical hidroxila (*OH),
entre outros. ERO s&o naturalmente geradas no corpo como subprodutos do metabolismo do
oxigénio, especialmente na mitocondria da célula, onde a maior parte do oxigénio é consumido
para produzir energia. Além disso, ERO sdo formadas durante processos inflamatérios, quando
células do sistema imunoldgico as utilizam para combater patdgenos ou tém sua formacdo
induzida por fatores externos, como poluicdo, exposicao a radiacao, pesticidas e outros agentes
ambientais, o que pode resultar em producdo excessiva dessas espécies e causar efeitos
negativos as células e biomoléculas (MELO et al., 2015; TREMOCOLDI et al., 2018).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante que inclui antioxidantes
enzimaticos, como a superdxido dismutase, a glutationa redutase e a catalase, bem como
antioxidantes ndo enzimaticos, como vitaminas (A, C e E) e minerais (selénio e zinco). Esses
antioxidantes sdo fundamentais para manter o estresse oxidativo controlado. Eles fazem isso
doando elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, transformando-os em formas mais estaveis e
menos reativas. Além disso, os antioxidantes podem inibir a formagdo de ERO, complexar
metais que podem catalisar a producdo de ERO e desativar hidroperdxidos, evitando danos
celulares adicionais (TREMOCOLDI et al., 2018).
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No entanto, quando a producdo de ERO supera a capacidade do sistema antioxidante
do corpo de neutraliza-las, ocorre o estresse oxidativo, que é um processo associado a varias
condicBes patoldgicas, como doencas cardiovasculares, cancer, doengas neurodegenerativas,
diabetes e envelhecimento acelerado (ALIA et al., 2006).

Compostos bioativos com agdo antioxidante podem ser obtidos por meio da dieta,
como é o exemplo dos compostos fenolicos, carotenoides e vitaminas, encontrados em frutas,
legumes e verduras. Portanto, manter uma dieta rica em antioxidantes provenientes de alimentos
como frutas, legumes e verduras é fundamental para promover a salude e reduzir o risco de
doencas associadas ao estresse oxidativo. Além disso, é importante adotar um estilo de vida
saudavel, evitando fatores de risco, como exposi¢cdo excessiva a radiacdo solar, poluicdo do ar
e consumo excessivo de alcool, dentre outros fatores que podem aumentar a producéo de ERO
no corpo (GRANATO et al., 2018).

De forma geral, os compostos antioxidantes dos alimentos podem atuar:

- Capturando ERO, doando elétrons ou hidrogénio para os radicais livres de oxigénio,
tornando-os mais estaveis e menos reativos e reduzindo a capacidade destes metabdlitos de
danificar as células;

- Como quelante de metais, ao se ligarem a ions metalicos que podem catalisar a formacgéo
de radicais livres no corpo. Ao quelar esses metais, 0s compostos fendlicos, por exemplo, podem
prevenir a formacdo de radicais livres;

- Inibicdo de enzimas que produzem ERO no organismo (LOPES et al., 2018;
OLENNIKOV et al., 2020; SILVA et al., 2019).

1.1.3. Compostos fenolicos na dieta

Os compostos fenolicos, ou polifenois, sdo metabdlitos secundarios abundantemente
presentes em plantas, vegetais e frutas, fornecendo a estes organismos protecéo fisica e quimica
a estresses como ataques de patdgenos, insetos e radiacdo UV. Essa classe tem em sua estrutura
guimica um anel aromatico contendo uma ou mais hidroxilas substituintes (CHANG et al.,
2019; RASERA et al., 2023; RATHEE et al., 2009).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos esta ligada ao seu potencial antioxidante,
ja que os grupos hidroxila tem facilidade em doar elétrons e/ou hidrogénios, tornando-os
sequestradores de radicais livres ou quelantes de metais. Assim, esse grupo tem grande

relevancia dentre os antioxidantes naturais, além de relacionados as atividades antiinflamatoria,
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antiproliferativa, dentre outras, que contribuem na prevencao e tratamento de diversas doencas

relacionadas ao estresse oxidativo (FLAMINI, 2003).

As frutas e vegetais sdo fontes notaveis de compostos fendlicos, como acidos

fenolicos, taninos e flavonoides, onde estdo presentes de forma soltvel (livre ou esterificado)

ou insolavel (ligado a macromoléculas da parede celular, como por exemplo a celulose).

A Figura 3 apresenta os principais compostos fenolicos que podem ser encontrados

nos alimentos.

‘ Compostos fendlicos da dieta ‘
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Figura 3. Principais compostos fendlicos da dieta. (FONTE: Adaptado de Spinola (2018))

Os flavonoides constituem o maior grupo dentre os compostos fendlicos e em frutas e

vegetais encontram-se muitas vezes de forma conjugada a glicosideos. As antocianidinas,

importantes pigmentos de plantas, sdo uma subclasse dos flavonoides. Sdo encontradas em

uvas, mirtilos, amoras, repolho roxo, dentre outros vegetais e frutas de mesma tonalidade.

Flavondis como quercetina, kaempferol e miricetina sdo encontrados em diversas frutas e

vegetais, dentre eles couve e espinafre. As flavonas s&o menos abundantes na dieta, sendo

encontradas em gréos e chas, como luteolina e apigenina. Quanto as isoflavonas, como

genisteina e daidzeina, sdo conhecidas por sua abundancia na soja. O subgrupo das flavanonas,

que tem como principais exemplos a naringenina e a hesperidina, podem ser encontrados em

frutas citricas. O ultimo grupo da familia de flavonoides é o dos flavan-3-0is, altamente

presentes em vegetais e chas, como o cha verde, a exemplo da catequina SPINOLA, 2018).
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Os é&cidos fendlicos sdo classificados em hidroxicinamicos, como &cido cafeico, e
hidroxibenzdicos, como os acidos galico e vanilico. Esse grupo pode ser encontrado em frutas,
cereais, ervas, dentre outros (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2010).

Polimeros de flavan-3-6is sdo da classe de taninos condensaveis, ou proantocianidinas.
Os taninos hidrolisaveis sdo esterificados com os &cidos hidroxibenzoicos. Os taninos séo
encontrados em frutas, folhas, café e vinho, fornecendo sabor adstringente aos alimentos
(CHANG et al., 2019).

Apobs a ingestdo, os compostos fenolicos dos alimentos sofrem alteragdes fisico-
quimicas e a liberacdo desses compostos da matriz alimentar ocorre pelas reagdes enzimaticas
da digestao gastrointestinal. A bioacessibilidade dos compostos fenolicos depende da parcela
retida na fase aquosa, ou seja, que ndo sofreu precipitacdo ou complexacdo junto aos sais
minerais e enzimas. Suas formas livres podem ser absorvidas no intestino delgado onde, dentro
das células intestinais, passam por rea¢des de carboxilacdo, clivagem, descarboxilacéo, dentre
outras (CARBONELL-CAPELLA etal., 2014).

Ainda sobre a digestdo e absor¢do de compostos fendlicos, estudos recentes
consideram no processo a agdo dos compostos fendlicos insollveis, conjugados a
macromoléculas da parede celular, que podem representar uma parcela consideravel dos
fenolicos totais. Estes podem ser liberados por processos térmicos, hidrolise enzimatica ou
fermentacdo, por exemplo (RASERA; DE CAMARGO; DE CASTRO, 2023).

A complexidade dos mecanismos de absor¢do dos compostos fenolicos pode ser
observada na fase intestinal, em que a pancreatina pode agir liberando flavonoides
monoglicosideos acoplados com lipase e extratos biliares, facilitando sua absorcdo pelo
intestino. Por outro lado, os grupos hidroxilas dos compostos fenolicos podem sofrer acdo de
degradacdo ou precipitacdo nessa etapa, devido as reacdes enzimaticas e de mudanca de pH,
que alteram a estabilidade desses compostos. Nesse processo, pode ocorrer a formacdo de
derivados fendlicos de alto peso molecular e baixa solubilizacdo e que influenciam a
bioacessibilidade e o potencial bioativo dos compostos fenolicos, sabendo-se que estes estdo
relacionados as estruturas fenolicas (LI et al., 2016).

Estudos recentes demonstram que mesmo os compostos fendlicos ndo absorvidos
podem ter a¢do bioldgica no organismo, ja que estes podem ser catabolizados pela microbiota
do cdlon, por reacdo de fermentacdo. A microbiota é formada por uma variedade de

microrganismos que secretam enzimas que aumentam a solubilidade destes compostos, que nao
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foram extraidos na digestéo, convertendo-os em compostos de menor peso molecular (NEVES
etal., 2018).

Na literatura, os dados mais consistentes sobre absorc¢éo e metabolismo dos compostos
fenolicos sdo em torno dos flavonoides, como isoflavonas, quercetina, catequinas e acidos
fendlicos (ALENCAR et al., 2023; CARBONELL-CAPELLA et al., 2014; RASERA; DE
CAMARGO; DE CASTRO, 2023; SPRICIGO et al., 2021).

1.1.4. Carotenoides: p-caroteno e acdo provitaminica

Carotenoides sao uma classe de compostos lipossollveis encontrados naturalmente em
frutas, vegetais, flores, animais, microorganismos e algas, na forma livre ou esterificados com
acidos graxos. Eles conferem os pigmentos amarelo, alaranjado e vermelho, com a funcéo de
aumentar a atratividade das frutas, por exemplo, para estimular seu consumo e dispersao de
sementes. Os carotenoides também estdo presentes em vegetais e frutas de coloracdo verde,
tendo a sua cor mascarada pela clorofila (MERCADANTE et al., 2017).

Quimicamente, os carotenoides sdo classificados em carotenos e xantofilas. Os
carotenos sao formados apenas por &tomos de carbono e hidrogénio e as xantofilas possuem
também oxigénio em sua estrutura, ligado em grupos funcionais adicionais, como hidroxila e
carbonila (SILVA et al., 2014).

Dentre os carotenos, o -caroteno € o mais conhecido. Esse carotenoide tem funcédo
biol6gica importante, pois possui atividade provitamina A. O grupo das xantofilas inclui luteina
e zeaxantina como mais conhecidas, sendo que essas ndo sao provitaminicas (MERCADANTE
etal., 2017).

A acdo provitaminica do B-caroteno inicia-se com a clivagem desse composto, que
sofre converséo a diferentes formas de vitamina A. Na Figura 4 sdo apresentadas as reacoes de

clivagem simétrica e assimétrica do -caroteno, que ocorrem naturalmente no figado.
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Figura 4. Reacdes de clivagem do B-caroteno. (FONTE. Adaptado de (KOPEC & FAILLA, 2018))

Nesse processo, a vitamina A (retinol) é convertida em retinal, por acdo da enzima
retinol dioxigenase, € o retinal pode ser convertido em acido retindico ou em retinol. A vitamina
A é essencial para a satde da visdo, pele e manutencéo da integridade do sistema imunologico
(KOPEC & FAILLA, 2018).

Estudos recentes demonstram que a ingestao de alimentos ricos em carotenoides pode
inibir doencas, por esses compostos apresentarem propriedades antioxidantes, antiinflamatorias
e imunomodeladoras (PEIXOTO et al., 2013). Da classe das frutas, os carotenoides
predominantes sdo o -caroteno, B-criptoxantina, licopeno e zeaxantina.

Durante a digestéo, para serem absorvidos pelo intestino, os carotenoides devem ser
liberados da matriz alimentar em forma de goticulas de 6leo. Essas goticulas sdo emulsificadas
no intestino pelos sais biliares, formando micelas compostas por &cidos biliares e &cidos graxos
livres, monoglicerideos e fosfolipideos. Essas micelas sdo entdo absorvidas pelas células
epiteliais que revestem o trato intestinal, por mecanismo de difuséo passiva (PARKER, 1996).

A bioacessibilidade dos carotenoides tem sido investigada em pesquisas in vitro e
observa-se que as principais variaveis investigadas e que exercem influéncia na absorcéo destes
compostos pelo organismo sdo: o processamento da matriz alimentar, quantidade de fibra do
alimento e presenca de lipideo (MERCADANTE et al., 2017).

A presenca de fibra pode diminuir a bioacessibilidade dos carotenoides, por dificultar
a formacdo de micelas na digestdo. Quanto ao tratamento térmico de alimentos, como
cozimento, esse tem sido relatado como responsavel por tornar a bioacessibilidade de
carotenoides mais eficiente, convertendo esses compostos em formas mais facilmente

absorvidas. Outra evidéncia é de que a absorcdo dos carotenoides pelo organismo pode ser
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otimizada quando o alimento é consumido na presenca de lipideos, ja que eles séo lipossoluveis
(KOPEC & FAILLA, 2018).

1.1.5. Atividade anti-inflamatodria e fator de transcricdo NF-kB

O processo de inflamacdo € uma complexa resposta de protecdo do organismo
desencadeada em resposta a lesbes de origem bioldgica, fisica ou quimica. Essa resposta
envolve a liberagdo de diversas proteinas mediadoras inflamatorias, tais como citocinas,
quimiocinas, receptores e moléculas de adesdo. Muitas dessas proteinas sdo naturalmente
expressas em células sob condi¢fes normais, mas 0 aumento significativo de sua producéo pode
indicar a persisténcia de um estado inflamatorio agudo (BLANCO; CONDINO NETO, 2003).

Um dos eventos centrais na resposta inflamatoria é a ativacéo do fator nuclear Kappa
B (NF-kB). Esse fator desempenha um papel crucial na transcri¢ao de diversos genes, incluindo
aqueles envolvidos na resposta inflamatdria. Esses genes abrangem uma variedade de funcdes,
como a producdo de enzimas de defesa antioxidante, citocinas pré-inflamatérias como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferons alfa (INF-a) e beta (INF-B), bem como moléculas
de adesdo, como ELAM-1 e ICAM-1. Quando inativo, o NF-kB encontra-se no citoplasma,
ligado a uma proteina inibitoria chamada IkB (RATHEE et al., 2009).

A ativacdo do NF-kB pode ser desencadeada por estimulos extracelulares, como
citocinas pré-inflamatorias, o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), proteinas virais, fatores
indutores de estresse e ativadores de linfécitos, entre outros. Quando ativado, o NF-kB é
translocado para o ndcleo celular, onde se liga a sequéncias especificas de DNA, promovendo
a transcricdo de genes alvo. Esse processo de ativacdo envolve uma série de mecanismos de
transducéo de sinais intracelulares complexos (SOARES et al., 2019).

Os ensaios em culturas celulares representam uma das abordagens mais viaveis para
avaliar a atividade anti-inflamatoria de uma substancia, e muitos estudos relevantes se baseiam
no entendimento do mecanismo de ativacdo do NF-kB. De forma resumida, esses ensaios
envolvem a exposicdo das células a substdncia em analise, seguida da mensuragdo de
marcadores relacionados a resposta inflamatoria, como citocinas pro-inflamatorias (INFANTE
etal., 2016; LAZARINI et al., 2020; SARDI et al., 2017).

Produtos naturais sdo frequentemente investigados por seu potencial terapéutico em
doencas inflamatdrias, sendo a inibicdo do NF-kB um dos principais mecanismos de acao
atribuidos a essas substancias (LAZARINI et al., 2020). O entendimento desse mecanismo e a
identificacdo de compostos capazes de moduld-lo tém implicacbes significativas no

desenvolvimento de terapias anti-inflamatérias e na promogéo da saude.
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Alencar et al. (2023), utilizaram macrdfagos transgénicos RAW 264.7 transfectados
para investigar a atividade anti-inflamatoria do extrato etanolico de prépolis vermelha,

avaliando a reducéo da ativacdo do NF-kB, e os niveis de TNF-o e CXCL2/MIP-2.
1.1.6. Modelo INFOGEST de digestao in vitro

Os estudos de digestdo in vitro representam uma abordagem valiosa e de maior
acessibilidade em comparacédo a estudos epidemioldgicos, oferecendo uma alternativa eficaz
para avaliar as transformacGes de compostos bioativos em alimentos. Esses modelos in vitro
podem ser divididos em duas categorias principais: dindmicos e estaticos. Os modelos
dindmicos buscam replicar mais fielmente a cinética da digestéo, controlando a liberagdo de
fluidos, enzimas e variagdes de pH ao longo de um periodo de tempo determinada (MINEKUS
etal., 2014).

No entanto, esses modelos tendem a ser mais complexos em termos de execucdo e
exigem recursos adicionais. Por outro lado, os métodos estaticos simplificam o processo,
dividindo a simulacéo da digestdo em etapas que representam as fases oral, gastrica e intestinal.
Nessa categoria, as variaveis da digestdo simulada sdo controladas por meio de abordagens
estaticas, tornando o processo mais acessivel e de execucdo mais simples (QUATRIN et al.,
2020).

A fim de promover a reprodutibilidade nos estudos de digestdo in vitro, a rede
INFOGEST desenvolveu um protocolo que padroniza um modelo estatico de simulacdo da
digestdo de alimentos. Esse protocolo considera varias condi¢Bes inerentes ao processo
digestivo como temperatura, variagdes de pH, tempo de execucgédo, concentracfes de fluidos
salivares, gastricos e intestinais, enzimas e sais biliares. Além disso, o protocolo leva em
consideracdo as caracteristicas especificas de diferentes matrizes alimentares (BRODKORB et
al., 2019).

O modelo INFOGEST ¢ particularmente relevante para a avaliacdo da liberacdo de
fitoquimicos, como polifendis e carotenoides, de alimentos para a fase aquosa durante a
digestdo simulada. Essa abordagem é apropriada para estudos de frutas e oferece uma maneira
padronizada e confiavel de avaliar como 0s compostos de interesse s@o liberados e se tornam
disponiveis para absor¢do no intestino. Um aspecto importante abordado pelo protocolo
INFOGEST é o preparo adequado das frutas quando utilizadas como matriz, que requer uma
etapa de maceragdo para atender as especificagdes de consisténcia necessarias para a simulacdo
da digestdo (BRODKORSB et al., 2019).
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Citando ainda matrizes de produtos naturais brasileiros, Saliba et al. (2023) utilizaram
0 modelo INFOGEST para avaliar o impacto da digestdo simulada nos fitoquimicos presentes
em propolis orgénicas do sul do Brasil, que se mostraram resistentes ao trato gastrointestinal,

mantendo sua atividade bioldgica dentro do esperado.
1.1.7. Transporte epitelial em células Caco-2

As células Caco-2 constituem uma linhagem de células humanas, derivadas de um
adenocarcinoma de célon, que em cultura sdo capazes de diferenciar-se espontaneamente em
monocamadas, exibindo caracteristicas funcionais e morfologicas de capacidade absortiva
semelhantes aos enterocitos do intestino delgado (LEA, 2015).

No intestino, o transporte de nutrientes bioacessiveis do trato gastrointestinal ocorre
por uma Unica camada de células epiteliais que formam uma barreira seletiva. Esse processo
possui complexidade por envolver diferentes vias de transporte de compostos da regiao apical

para a basolateral, como apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Esquematizacdo de rotas e mecanismos de transporte no epitélio intestinal. (FONTE:
(BALIMANE, HAN e CHONG, 2006).

A via mais comum de transporte de compostos € por absorcdo passiva (sem gasto
energético) que ocorre pela rota transcelular (1), pelo interior dos enterdcitos, ou pela rota
paracelular (4), nos espacos intercelulares. A absor¢ao por carreadores ocorre via transporte
ativo (2) ou difusdo facilitada (3). Na porcdo apical localizam-se ainda transportadores de
membrana (5), enzimas (6) e receptores envolvidos no processo de endocitose (7), todos
importantes para a protecdo da barreira intestinal e metabolizagdo e absor¢do de compostos
(NATOLI et al., 2012).

O modelo de transporte epitelial de compostos utilizando células Caco-2 tem sido

amplamente utilizado em estudos in vitro. Quando adequadamente reconstituidas, as células
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Caco-2 diferenciam-se em monocamadas homogéneas e altamente polarizadas, com capacidade
de absorc¢do via microvilosidades, formacédo de juncGes oclusivas e expressao da maioria das
enzimas e transportadores intestinais (HUBATSCH; RAGNARSSON; ARTURSSON, 2007).

A representacdo dessa aplicacdo pode ser observada na Figura 6.

Figura 6. Representagdo esquematica de monocamadas de células Caco-2 em pogo Transwell: (A)
Compartimento apical (B) Compartimento basolateral (C) Juntas oclusivas. (FONTE. Adaptado de (SUN et al.,
2008))

No experimento de transporte absortivo, 0s compostos séo adicionados na porgao
apical (A) e em seguida a fracdo transportada da por¢do basolateral (B) é coletada e analisada
para avaliacdo da taxa de passagem.

Rotineiramente, a forma mais utilizada para verificar se as jun¢des oclusivas estdo bem
definidas, indicando integridade da monocamada de células Caco-2, é por medicdo da
resisténcia elétrica transepitelial (TEER). O procedimento é feito com auxilio de um voltimetro
gue mede a TEER através de microeletrodos posicionados nas porcdes apical e basolateral
(NATOLI et al., 2012).

No cultivo de células Caco-2, as varidveis que mais influenciam para a boa
reprodutividade da cultura sdo a origem da linhagem celular, qualidade do soro animal,
guantidade de suplementos do meio de cultivo e 0 nimero da passagem celular. Deve-se
destacar ainda a complexidade requerida no laboratério de cultivo, que demanda de
profissionais capacitados para manipulacdo de células e um ambiente controlado em relacéo a
contaminages externas. Uma vez estabelecido o protocolo, o uso de células Caco-2 torna-se
ideal para prever o transporte de compostos bioativos em humanos (LEA, 2015).

Kobayashi et al. (2012), em estudo de avalicdo dos mecanismos de absorcdo de
compostos fendlicos em células Caco-2, observaram que os flavonoides erodictiol e hesperetina

foram transportados tanto por transporte ativo como por difuséo passiva.
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1.1.8. Atividade antioxidante celular (AAC) em modelo de células Caco-2

Os modelos de estudos da atividade antioxidante celular (AAC) sdo promissores, pois
permitem uma perspectiva bioldgica mais aprofundada sobre a acdo antioxidante de compostos
e representam um meio termo entre ensaios in vitro e in vivo.

Os ensaios de AAC foram descritos em estudos pioneiros utilizando-se células
hepéticas (KIRBY; VOUROS; KARGER, 1977). Kellet et al. (2018), consideram que
atualmente os modelos que utilizam células Caco-2 em ensaios de AAC sdo adequados no
fornecimento de informac6es sobre a absorcédo epitelial e 0 metabolismo de compostos com
potencial antioxidante encontrados na dieta.

No método de AAC, monitora-se a inibi¢do da oxidacao causada por radicais peroxila,
no interior da célula. A medicdo é acompanhada através do composto DCFH-DA, uma sonda
fluorescente que, em sua forma de éster, adentra-se facilmente na célula Caco-2. Esse

mecanismo é quimicamente representado na Figura 7.

Diacetato de 2',7'-diclorofluorescina
{DCFH-DA) — N3o fluorescente

o

CH, cn,

lEsterases celulares

| 'COOH
2',7'-diclorofluorescina
(DCFH) — Ndo fluorescente

0

]Espécies reativas de oxigénio

2',7’diclorofluorescina
(DCF) — Fluorescente

Figura 7. Reacdo quimica do Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) ap6s interagdo com células
Caco-2. FONTE: (Adaptado de KELLET et al., 2018)
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Dentro da célula a sonda sofre desacetilagdo e é encontrada na forma mais oxidavel
(DCFH). E acrescentado entdo o ABAP, um gerador de radicais livres peroxila. Se a amostra
testada contem compostos com capacidade antioxidante, esses compostos, uma vez dentro das

células, elimina os radicais livres formados (por diferentes vias) e protege o DCFH de sofrer
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oxidacéo, ou seja, impede a oxidacdo da sonda em DCF. No ensaio os resultados sao calculados
pelo valor relativo de reducéo de fluorescéncia, expressos em porcentagem.

Na literatura, a maioria dos estudos utilizam a linhagem celular hepatica HepG2 na
analise da AAC, portanto € necessario maior aprofundamento sobre o uso de células Caco-2
para essa finalidade, gerando assim meios de comparagdo de resultados, padronizacdo de
varidveis de ensaio e elucidacdo da acdo antioxidante de compostos no interior das células
(KELLET etal., 2018; MARTINELLI et al., 2021).

1.1.9. Toxicidade in vivo em modelo Gallerias mellonella

A espécie G. mellonella, pertencente a familia Pyralidae, é conhecida como mariposa
da cera e possui um ciclo de vida que inclui ovos, larvas, pupas e adultos, sendo nativa da Africa
e da Europa. Essas mariposas (Figura 8) tém sido identificadas como pragas, especialmente em
colmeias de abelhas, onde se alimentam de mel, cera e pdlen, além de representarem potenciais
vetores de patdgenos para as abelhas. Estudos sobre a biologia dessa larva revelaram que elas
possuem um sistema imunologico estrutural e funcionalmente semelhante ao dos vertebrados
(COSKUN et al., 2006; ELLIS et al., 2013).

Figura 8. Aspecto visual de Gallerias mellonellas em fases: (A) Larvas em diferentes estagios de crescimento
(B) Pupa (C) Mariposa. (FONTE: Do proprio autor)

Devido a essa semelhanca, o0 modelo de G. mellonella tem sido considerado uma
alternativa ética e economicamente viavel em comparagdo com o uso de vertebrados em estudos
de toxicidade in vivo. Em laboratério, as larvas passam por cuidados especificos para garantir
seu bem-estar e minimizar o sofrimento, sendo alimentadas com cera de abelha, polen e racGes
formuladas com base em cera e mel (SARDI et al., 2017).

Os testes de toxicidade com larvas de G. mellonella geralmente séo conduzidos na fase
final do estado larval, quando atingem um peso entre 180 e 350 mg e um comprimento de 250

a 300 mm. A avaliacdo da toxicidade é baseada na taxa de sobrevivéncia das larvas apds a
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exposicdo a uma substancia ou amostra por um periodo de tempo pré-definido (SUAY-
GARCIA et al., 2019).

Esse modelo tem se mostrado eficaz na avaliacdo da toxicidade de véarias matrizes
alimentares, incluindo espécies de frutas nativas brasileiras (SARDI et al., 2017; SOARES et
al., 2019). Na éarea de fitoquimicos naturais, Lazarini et al. (2020) utilizaram o modelo G.
mellonella para investigar a toxicidade de extratos de frutas nativas da espécie Eugenia
neonitida Sobral.

Em suma, os principais aspectos que tornam esse modelo uma abordagem valiosa na
avaliacdo da seguranca e toxicidade de alimentos, incluindo as frutas nativas séo:

- Semelhanga ao sistema imunoldgico humano, ja que as G. mellonella possuem
celulas imunoldgicas, como hemacitos, que sdo analogas aos glébulos brancos humanos, e
produzem moléculas de defesa imunoldgica semelhantes as citocinas;

- Relativa facilidade de manutencdo em laboratério, exigindo instalacbes pouco
complexas em comparacao a outros modelos com mamiferos;

- Etica e reduc&o no uso de animais, promovendo a reducéo no nimero de vertebrados
usados em experimentacdo, alinhando-se aos principios de refinamento na pesquisa cientifica.

Embora existam diferencas significativas entre as respostas biolégicas de larvas e
mamiferos, este modelo representa uma abordagem valiosa na avaliacdo da toxicidade de
substancias naturais (WIJESINGHE et al., 2020).
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2. CAPITULO 1 - MUDANCAS DO PERFIL FENOLICO, PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES E ANTI-INFLAMATORIA DE Campomanesia phaea E Eugenia
pyriformis  APOS A DIGESTAO GASTROINTESTINAL SIMULADA E
TRANSPORTE EM CELULAS CACO-2

Resumo

Os compostos fendlicos presentes em dietas ricas em frutas e vegetais tém
despertado interesse devido aos seus efeitos benéficos para a sadde, incluindo a
reducao do risco de doengas como cancer, esclerose e outras condi¢des relacionadas
ao envelhecimento. Os mecanismos subjacentes a esses efeitos na saude abrangem
a protecdo contra os danos causados pelos radicais livres e outras espécies reativas
de oxigénio (ERO), bem como a mitigacdo da inflamacdo. No entanto, ha uma
lacuna nos estudos quando se trata da identificacdo de compostos bioativos e da
avaliacdo das atividades antioxidantes e anti-inflamatorias de frutas nativas apds
ingeridas, e a compreensao desses efeitos é fundamental para validar os beneficios
obtidos apds sua ingestdo. Neste capitulo sdo apresentados resultados sobre o
potencial bioativo, que envolve atividades antioxidantes e anti-inflamatoria e
toxicidade in vivo do Cambuci (Campomanesia phaea) e da Uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess), antes e apds submetidas a digestdo in vitro acoplada ao
modelo de absorcdo intestinal utilizando células Caco-2. As propriedades
biolégicas avaliadas foram a atividade antioxidante celular em células Caco-2,
atividade anti-inflamatéria por ensaio de ativacao do fator de transcricdo NF-kappa
B (NF-xB) seguida pela quantificagdo da citocina TNF-a ¢ a quimiocina
CXCL2/MIP-2, capacidade desativadora de ERO e toxicidade in vivo em modelo
Galleria mellonella. Os resultados mostraram que, de forma geral, o Cambuci e a
Uvaia sdo duas frutas nativas que possuem grande potencial bioativo ainda ap6s
digeridas, apresentando atividade antioxidante intracelular, em que o Cambuci
mostrou fluorescéncia reduzida em 50% na concentragéo de 17,91+0,3 mg/mL,
demonstrando maior AAC do que a Uvaia, a qual apresentou concentracdo de
20,3£0,56 mg/mL para essa mesma porcentagem de reducdo. Para a atividade anti-
inflamatdria, as fracbes digeridas e basolaterais das duas frutas na concentracao
acima de 200 pg/mL exerceram efeito na reducdo da via de inflamagdo NF-kB, da
citocina TNF-a e quimiocina CXCL2/MIP-2. Em relacdo a capacidade para
desativar ERO, o Cambuci e a Uvaia apresentaram atividade antioxidante antes e
apos digestdo in vitro e passagem pela barreira de células Caco-2, porém
apresentando comportamento distinto para cada espécie em questao.

Palavras-chave:Frutas nativas;Compostos fenolicos; Atividade
antioxidante;Atividade anti-inflamatéria; Campomanesia phaea ;  Eugenia
pyriformis Cambess
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CHANGES IN THE PHENOLIC PROFILE, ANTIOXIDANTS AND ANTI-
INFLAMMATORY PROPERTIES OF Campomanesia phaesa AND Eugenia
pyriformis AFTER SIMULATED GASTROINTESTINAL DIGESTION AND
TRANSPORT IN CACO-2 CELLS

Abstract

The phenolic compounds present in diets rich in fruits and vegetables have
attracted interest due to their beneficial effects on health, including reducing the
risk of diseases such as cancer, sclerosis, and other age-related conditions. The
underlying mechanisms for these health effects include protection against damage
caused by free radicals and other reactive oxygen species (ROS), as well as the
mitigation of inflammation. However, there is a gap in studies when it comes to the
identification of bioactive compounds and the assessment of antioxidant and anti-
inflammatory activities of native fruits after ingestion, and understanding these
effects is crucial to validate the benefits obtained after consumption. In this chapter,
results are presented on the bioactive potential (including antioxidant and anti-
inflammatory activities and in vivo toxicity) of Cambuci (Campomanesia phaea)
and Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), before and after undergoing in vitro
digestion coupled with an intestinal absorption model using Caco-2 cells. The
biological properties evaluated included intracellular antioxidant activity in Caco-
2 cells, anti-inflammatory activity through NF-kappa B (NF-kB) transcription
factor activation assay followed by quantification of TNF-o cytokine and
CXCL2/MIP-2 chemokine, ROS scavenging capacity, and in vivo toxicity in the
Galleria mellonella model. The results showed that, overall, Cambuci and Uvaia
are two native fruits that have significant bioactive potential even after ingestion,
exhibiting intracellular antioxidant activity. Cambuci showed a 50% reduced
fluorescence at a concentration of 17.91+0.3 mg/mL, demonstrating a higher AOC
than Uvaia, which had a concentration of 20.3+0.56 mg/mL for the same percentage
of reduction. For anti-inflammatory activity, the digested and basolateral fractions
of both fruits at concentrations above 200ug/mL had an effect on reducing the NF-
kB inflammation pathway, TNF-o cytokine, and CXCL2/MIP-2 chemokine.
Regarding the ability to scavenge ROS, Cambuci and Uvaia exhibited antioxidant
activity before and after in vitro digestion and passage through the Caco-2 cell
barrier, but with distinct behavior for each species.

Keywords: Native fruits; Phenolic compound; Antioxidant activity;anti-
inflammatory activity; Campomanesia phaea;Eugenia pyriformis Cambess
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2.1. Introducao

A atividade biologica dos compostos fendlicos que compdem as frutas estd dentre os
motivos pelos quais o consumo de frutas estd associado & beneficios para a saude.
Quimicamente, os compostos fenolicos, tais como acidos fenolicos, cumarinas e flavonoides,
sdo caracterizados por apresentarem anéis aromaticos (C6) ligados a um ou mais grupos
hidroxila (-OH). No contexto vegetal, esses compostos podem ser encontrados na forma livre
ou complexados com proteinas e aclcares, desempenhando um papel fundamental no
metabolismo secundério das plantas, influenciando processos como pigmentacao, crescimento,
reproducdo e defesa contra patogenos (INFANTE et al., 2016; MELO et al., 2015).

No organismo humano, os compostos fendlicos exercem acdo antioxidante, atuando
na protecao das células contra os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO). A
ocorréncia normal de ERO estd intrinsecamente ligada ao metabolismo aerébio, mas um
desequilibrio no sistema antioxidante pode resultar em danos oxidativos a componentes
celulares, como proteinas e lipideos. Esse processo esta associado a disfuncbes celulares e
metabolicas que desempenham um papel importante no desenvolvimento de doencas cronicas,
como Alzheimer, diabetes tipo 2, doenca de Parkinson, obesidade, entre outras (BASTOS et
al., (2009).

No entanto, a relacdo entre o consumo de alimentos ricos em compostos fenolicos,
como varias frutas, e a reducao do risco de doencas requer uma investigacdo mais aprofundada,
especialmente para cada tipo de matriz alimentar. Durante o processo de digestéo, apenas uma
fracdo dos compostos fendlicos presentes no alimento € liberada e solubilizada, e somente uma
parte desses compostos é absorvida pelo intestino e disponibilizada para o organismo
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020). Portanto, sdo necessarios mais dados sobre a absor¢ao
desses compostos bioativos e seus efeitos bioldgicos ap6s a digestdo. Nesse contexto, 0s
modelos in vitro apresentam uma vantagem significativa de custo em comparagdo aos estudos
in vivo.

Os estudos de digestdo in vitro oferecem uma alternativa viavel para investigar as
mudangas estruturais, a digestibilidade, a liberacéo e a absorcdo de componentes alimentares
sob condic¢des simuladas do trato gastrointestinal. A simulacdo da digestdo gastrointestinal €
baseada nos parametros fisiologicos humanos, como pH, concentracdo de sais, enzimas e
temperatura, € tem sido amplamente aplicada em diversas areas das ciéncias alimentares e
nutricionais (BRODKORSB et al., 2019; MINEKUS et al., 2014).
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Para avaliar a absorcdo intestinal de compostos alimentares, 0 modelo de células Caco-
2 tem sido amplamente utilizado recentemente. Essas células provenientes de carcinoma
humano possuem a capacidade de se diferenciar em uma monocamada com caracteristicas
morfoldgicas e funcionais semelhantes as células enterdcitas saudaveis que compdem a barreira
intestinal (WAN et al., 2015; VILLALVA et al., 2018).

Nesse contexto, destacam-se duas frutas nativas pouco conhecidas, porém de notével
potencial bioldgico: a Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) e o Cambuci (Campomanesia
phaea). Ambas pertencentes a familia Myrtaceae, sdo origindrias da Mata Atlantica e
sensorialmente se destacam por suas caracteristicas aromaticas distintas.

O objetivo geral deste trabalho foi explorar o potencial bioativo do Cambuci (C.
phaea) e da Uvaia (E. pyriformis Cambess), por meio da avaliagdo da composicdo fenodlica,
atividades antioxidante celular (AAC) e anti-inflamatéria, capacidade de desativacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a toxicidade in vivo, antes e apds simulacao da digestédo
gastrointestinal (fracdo digerida) e do transporte epitelial em monocamadas de células Caco-2

(fracéo basolateral).
2.2. Material e Métodos
2.2.1. Coleta das amostras

O Cambuci (C. phaea) foi coletado em uma plantacdo comercial de plantas nédo
clonadas, localizada no municipio de Natividade da Serra/SP (23°31'53” S e 45°27'45” O -
Altitude: 624m) e a Uvaia (E. pyriformis Cambess) em uma propriedade privada em Cabo
Verde/MG (21°28'10” S e 46°22'54” O - Altitude: 836m). As frutas coletadas manualmente de
diferentes arvores em estagio de maturacao avaliados por inspecao visual prontas para consumo
e selecionadas considerando auséncia de lesfes e uniformidade de tamanho e cor (Cambuci:
massa entre 40-50¢, casca e polpa verdes; Uvaia: massa entre 15-25g, casca e polpa alaranjadas)
(Figura 9). Foi utilizado Y. de cada fruta (sem semente) com a finalidade de se produzir
amostras representativas de aproximadamente 450g de fruta in natura, que foram utilizadas

para 0 ensaio da digestdo in vitro e nas analises subsequentes.
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Figura 9. Aspecto visual das frutas nativas (A) Cambuci (C. phaea) (B) Uvaia (E. pyriformis Cambess).
(FONTE: Do proprio autor)

2.2.2. Digestao gastrointestinal in vitro

O experimento de simulacdo de digestdo foi conduzido seguindo o modelo estatico
padronizado pela COST INFOGEST 2.0. Uma amostra de 59 de fruta in natura (polpa e casca),
previamente macerada e homogeneizada, foi incubada em condic¢des que simulam as etapas da
digestdo humana (oral, gastrica e intestinal). Na primeira etapa, foram adicionadas a amostra a
solugdo salivar (pH ajustado para 7,0) e a-amilase (75 U/mL; A1031; Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA), incubados a 37°C sob agitacdo, por 2 minutos. Na etapa gastrica, foi
adicionada a solucdo gastrica (pH ajustado para 3,0) e pepsina (2000 U/mL; P7000; Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), incubados a 37°C sob agitacdo, por 2 horas. A digestdo
intestinal foi simulada pela adicdo da solucdo intestinal (pH ajustado para 7,0), pancreatina (100
U /mL; P7545; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) e sais biliares (10 mM; B8756; Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO), incubados a 37°C sob agitacdo, por 2 horas (BRODKORB et al., 2019).

Ao final, o material foi submetido a centrifugacdo e o sobrenadante resultante foi
denominado de fracdo digerida (FDCA: fracdo digerida de Cambuci; e FDUV: fracdo digerida
de Uvaia). Essas fracBes foram liofilizadas, ressuspensas em agua destilada na concentragédo de
10 mg/mL e filtradas em filtros de celulose regenerada de 0,22 um para as analises quimicas e

bioldgicas.
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2.2.3. Transporte em células Caco-2
2.2.3.1 Cultivo celular

As células Caco-2 utilizadas neste estudo foram adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC® HTB-37™), O cultivo das células deu-se em garrafas T75 de acordo com
0 protocolo de Hubatsch et al. (2007), em meio Dulbecco’s Modified Minimum Essential
Medium (DMEM) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) a 37°C, numa
atmosfera umidificada de 10% de CO2 no ar.

2.2.3.2 Ensaio MTT para Viabilidade celular

Células Caco-2 foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 104
células/pogo. Apds 24 h de incubagdo a 37°C o meio foi substituido por DMEM sem FBS, e as
celulas tratadas com as fracGes digeridas (FDCA e FDUV) de Cambuci e de Uvaia, em
diferentes concentracdes. Solucdo Balanceada de Hank’s (HBSS) foi usada como controle. No
final do periodo de tratamento de 4 h, foi adicionado 20 pL (5 mg/mL) de Brometo de 3,4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetraz6lio (MTT). Apds 3 horas de incubacdo o meio contendo
MTT foi removido completamente e o corante formazan foi solubilizado por Dimetilsulfoxido
(DMSO) (100 pL/pogo). A absorbancia foi medida a 570 nM e os resultados foram expressos
como a porcentagem de células viaveis, em que 100% de viabilidade correspondem ao grupo
de controle tratados apenas com HBSS (NATOLI et al., 2012).

2.2.3.3 Ensaio de transporte em Transwell®

Os experimentos de transporte em monocamadas de células Caco-2 foram conduzidos
segundo Hubatsch et al. (2007). As células foram dissociadas das garrafas T75 e cultivadas nos
suportes Transwell® de 6 inserts (Corning Life Sciences, Acton, USA, poro de 0,4 um, 24 mm
didmetros), na concentragdo de 3x10° células por insert. As células permaneceram incubadas a
37 °C atmosfera umidificada de 10% de CO: pelo periodo de 21 dias, tempo necessario para
sua diferenciacdo em enterdcitos absortivos.

No momento do experimento, os inserts foram cuidadosamente lavados com
Solucdo Balanceada de Hank’s (HBSS) suplementada com 25 mM de HEPES (tampdo de
permeabilidade) e a resisténcia elétrica transepitelial (RET) foi avaliada. Foram utilizadas
membranas com resisténcia medida acima de 165 mQ/cm?. Uma aliquota de 75 pL de fragdes

digeridas das frutas, na concentracdo de 125 mg fruta/mL, foram incorporados ao
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compartimento apical (concentracdo pré-determinada por ensaio de MTT). As placas foram
mantidas por 4 horas em estufa a 37°C, e ao final desse tempo a integridade da monocamada
de células Caco-2 foi reavaliada (VILLALVA et al., 2018).

As fracBes basolaterais foram coletadas, liofilizadas e armazenadas a -80°C até o
momento das analises, as quais foram denominadas de fracdo basolateral de Cambuci FBCA e
fracdo basolateral de Uvaia (FBUV). Essas fracfes ressuspensas em agua destilada na
concentracdo de 10 mg/mL e filtradas em filtros de celulose regenerada de 0,22 um para as

andlises quimicas e bioldgicas.
2.2.4. Composi¢do quimica da fracéo fendlica
2.2.4.1. Preparo dos extratos a partir das frutas

Para as andlises quimicas das frutas nativas, apresentadas a seguir, foram feitas
extragdes etandlicas a partir do Cambuci e da Uvaia in natura (polpa e casca), para obtencao
de extratos (ECA e EUV). Os resultados foram expressos em massa de fruta in natura, a titulo
de comparacdo com as fracdes digeridas e transportadas. A extracdo seguiu em regime fechado,
com a adicdo de 10 mL de etanol 80% (v/v) a 1 g de amostra de fruta, previamente liofilizada
e moida, e agitado por 5 minutos em tubos de Falcon. A extracdo foi conduzida em ultrassom
(180W) por 30 minutos, seguida por centrifugacdo e filtracdo. O sobrenadante foi armazenado
a -80°C até o momento de uso nas analises. Para as analises cromatogréaficas, foi feita ainda
extracdo em fase solida (SPE) em Cartuchos de SPE LC-18 (2 g, Supelco, Bellefonte, PA,
EUA), para remocdo de acucar e outros interferentes (BLOOR, 2001).

2.2.4.2. Andlise da composicdo fendlica por LC-ESI-IT-MS/MS

Foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu (Shimadzu Co., Tokyo) com detector UV-
Vis SPD-20A e espectrometro de massa Amazon Speed ETD (Bruker Daltonics Corporation,
Biellerica, MA, EUA) com foste de ionizacdo por eletrospray (ESI) em modo negativo.
Nebulizador: 27psi, Dry gas: 7L/min. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna
Phenomenex Luna C18 (4.6 x 250 mm x 5 um). A fase mdvel foi constituida por uma mistura
de dois solventes: (A) solucdo de &gua e &cido férmico 0,25% e (B) acetonitrila 80%, acido
formico 0,25% e agua 19,75%. Vazdo da fase movel de 1,0 mL min: gradiente iniciou em
10% do solvente B, passando a 20% de B em 10 minutos, 30% de B aos 20 minutos, 50% de B

a0s 30 minutos, 50% de B aos 32 min, 90% de B aos 38 min, retomando novamente a 10% de
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B aos 45 minutos e finalizando a corrida aos 55 minutos. A anélise dos dados foi realizada
utilizando o software MAXIS 3G — Bruker Daltonics 4.3. E a identificacdo dos compostos foi
feita por comparacdo do espectro de massas MS/MS e formulas moleculares disponiveis na
literatura (SOARES et al., 2019).

2.2.4.3. Teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenolicos totais das frutas e suas fracdes digeridas e basolaterais
foi estimado de acordo com o método espectrofotométrico de Folin Ciocalteau, descrito por
Singleton et al. (1999). A absorbancia foi determinada a 740 nm em espectrofotdmetro
SpectraMax M3 (Molecular Devices, LLC,Sunnyvale, CA, USA) e os resultados foram

expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/ 100 g de fruta in natura.
2.2.5. Andlise da capacidade desativadora de espécies reativas de oxigénio (ERO)
2.2.5.1. Sequestro do radical peroxila (ROO.)

A capacidade de sequestro do radical peroxila foi determinada monitorando-se o efeito
das amostras no decaimento da fluorescéncia, provocado pela oxidacdo da fluoresceina
induzida pelo radical peroxila (ORAC). O radical é formado pela decomposicao do dicloreto
de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH). O meio reacional € composto por fluoresceina
(152,4 nM), EBP, e AAPH (41,8mM) e amostra. A cinética de decaimento da fluorescéncia foi
monitorada a cada 10 minutos durante 2 horas, em comprimentos de emissdo e excitacdo de
528 £ 20 nm e 485 £ 20 nm, respectivamente. O Trolox foi o padréo utilizado e os resultados
expressos como valor ORAC (umol Trolox/mg amostra) (MELO et al., 2015).

2.2.5.2. Sequestro do &cido hipocloroso (HOCI)

A capacidade de sequestro do acido hipocloroso (HOCI) foi determinada pelo
monitoramento do efeito do extrato sobre a oxidacdo do DHR (dihidrorodamina 123) para
rodamina 123, induzida pelo acido hipocloroso, como o descrito por Melo et al. (2015), com
modificacOes. O &cido hipocloroso foi obtido a partir de uma solucéo 1% (m/v) de NaOCI com
pH ajustado a 6,2 utilizando solug¢éo 10% de H2SOs. A concentragdo do HOCI foi determinada
em espectrofotdmetro, a 235 nm, utilizando o coeficiente de absor¢do molar de 100 Mcm™. A
atividade sequestrante do HOCI foi determinada com o monitoramento da oxidacdo do DHR

123 (dihidrorodamina) a rodamina 123, em reacdo conduzida a 37°C. As leituras da
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fluorescéncia foram determinadas em leitor de microplacas em emisséo e excitacdo a 528 e 485

nm, respectivamente, com resultados expressos em ICso (ug/mL) (MELO et al., 2015).
2.2.5.3. Sequestro do radical superoxido (O2)

Esta analise tem reacdo iniciada pelo sistema NADH/PMS (metassulfato de fenazina),
em que a capacidade de sequestro do Oz~ é determinada pelo monitoramento do efeito da
amostra sobre a redugdo do NBT (tetrazolio nitroazul) para diformazana, formado pelo radical
superdxido. A leitura foi feita por absorbancia em 560 nm, por 5 minutos e os resultados foram
expressos em ICsp (ug/mL) (MELO et al., 2015).

2.2.5.4. Sequestro do peroxido de hidrogénio (H202)

A andlise do sequestro do peroxido de hidrogénio foi determinada de acordo com o
método descrito por Chisté et al. (2011), com modificacdes. A atividade sequestrante do H20-
foi determinada pelo monitoramento da oxidagdo da lucigenina em reacdo conduzida a 25°C.
As leituras de quimiluminescéncia foram determinadas em leitor de microplacas apds 5 minutos

de incubag&o. Os resultados foram expressos em 1Cso (Mg ou pug/mL).
2.2.6. Atividade antioxidante celular

Para este ensaio as células Caco-2 foram cultivadas como descritas no item 2.2.3.1. A
atividade antioxidante celular foi avaliada segundo a metodologia descrita por Kellet et al.
(2018), com modificacdes. Apos dissociadas, as células foram semeadas em placa preta de 96
pocos Corning Costar®, na concentra¢do de 60x10* células por poco e incubadas por 24 horas
a 37°C, em atmosfera umidificada de 10% de CO..

No momento do experimento, as células foram lavadas com 100 pL de solucdo tampéo
fosfato-salino (PBS). Acrescentou-se entdo 50 pL da amostra (solucdo padrdo de quercetina
nas concentragdes de 12,5 - 400 uM; FDCA e FDUV nas concentragdes de 10 - 31,5 mg/mL)
seguido de 50 pL da solugdo de DCFH-DA a 25uM. A placa foi incubada por 20 minutos a
37°C, em atmosfera umidificada de 10% de CO>. Apos esse tempo, foram feitas 3 lavagens nas
células com 100 pL de solucdo tampéo PBS e em seguida, foram adicionados 100 pL da solugéo
de AAPH 600 pM. A placa foi incubada em leitora de microplacas com detector de
fluorescéncia programada a temperatura de 37°C, e foram realizadas leituras a cada 5 minutos,

durante 90 minutos. A fluorescéncia foi medida a 485 nm de excitacdo e 538 nm de emisséo.
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A capacidade antioxidante celular das amostras foi determinada com base no
percentual de diminuicdo da fluorescéncia e os resultados expressos em % de reducdo, ou,
unidade AAC, obtida pela formula: Unidade AAC = (1 — area abaixo da curva da amostra / area

abaixo da curva do controle) * 100.
2.2.7. Atividade anti-inflamatoria

Macréfagos RAW 264.7 (BCRJ codigo 0212; Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivados
utilizando meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), 1% (v/v) penicilina/estreptomicina e 0,12% (v/v) de
anfotericina-B. As condi¢6es de cultura foram controladas a 37°C em atmosfera imida com 5%
de CO2 no ar. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas, e ao atingir a fase exponencial de
crescimento com confluéncia de 60-80%, as garrafas foram raspadas e ressuspensas em novas
garrafas.

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada pela ativacdo do fator de transcricdo NF-
kappa B (NF-kB) seguida pela quantifica¢do da citonina TNF-a e a quimiocina CXCL2/MIP-
2. No experimento de ativagcdo de NF-kappa B (NF-xB), macrofagos RAW 264.7 transfectados
com gene NF-kB foram semeados (3 x 10° cel/pogo) em placas de 24 pocos e incubadas
overnight (37 °C, 5% C0O2). As células receberam amostras dos extratos das frutas e das fracdes
digeridas e basolaterais, em concentracfes pré-determinadas por MTT, antes da estimulacdo
com LPS (lipoproteinas) (100 ng mL-1) por 4 h. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado,
e as células lisadas com tampdo de lise (TNT) e aliquotas da suspensdo (10 upL) foram
adicionadas a 25 pL do reagente para o ensaio da luciferase (Promega Corporation, Madison,
WI, USA). A quantificagdo da luminescéncia foi realizada usando leitora de microplaca para
luminescéncia (SpectraMax M3, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA) (COOPER
etal., 2010). Com o sobrenadante coletado foram quantificadas a citocina TNF-o ¢ a quimiocina
CXCL2/MIP-2 através do protocolo de ELISA da R&D System. Os resultados obtidos foram

expressos em pg/mL.
2.2.8. Toxicidade in vivo em modelo G. mellonella

O modelo de avaliacdo da toxicidade sistémica com as larvas de G. mellonella descrito
por Megaw et al. (2015), com modificagdes, foi utilizado para determinar o LCsg das amostras.
Em resumo, as larvas de G. mellonella foram mantidas a 28 °C em incubadora BOD até o uso.

Para o experimento, um grupo de larvas (n=30) foram selecionadas pela auséncia de



41

melanizacao e peso unitario entre 0,2-0,3 g e separadas em placas de Petri (10 larvas/placa). O
volume de 10 uL. de amostra (ECA e EUV nas concentracfes de 5 - 136 g/Kg; FDCA e FDUV
brutas) foi injetado na hemocele de cada larva atraves do ultimo proleg esquerdo, utilizando
seringa Hamilton (Hamilton, Reno, NV) de 1 mL. Um grupo controle (n=10) foi feito com
solucéo tamp&o com mono e bifosfato de sédio (pH = 7,4). Apds o procedimento descrito, todos
os grupos foram reincubados a 28°C e 0 monitoramento da viabilidade das larvas ocorreu por
72h, em intervalos de 24h, considerando ndo sobreviventes larvas sem movimento corporal e

de pigmentacdo marrom escura (SARDI et al., 2017).
2.2.9. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e analisados estatisticamente pela
ANOVA. Os experimentos de atividades anti-inflamatéria e antioxidante foram
complementados pelo teste de Tukey, com nivel de significancia p < 0,05. As curvas de
sobrevivéncia de toxicidade em Gallerias mellonellas foram determinadas pelo teste de Log-
rank (Mantel-Cox) e obtidas pelo software GraphPad Prism 6.0.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Andlise da composicédo fendlica por LC-ESI-IT-MS/MS
2.3.1.1 Identificacdo tentativa dos compostos fenolicos da Uvaia e Cambuci

A técnica cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-IT-
MS/MS) permitiu a separacdo e a identificacdo tentativa de 7 compostos fenolicos no extrato

de Cambuci (ECA), incluindo taninos, flavonoides e acidos fendlicos.

Tabela 1. Compostos fendlicos identificados no extrato de Cambuci (ECA) analisados por LC-ESI-IT-MS/MS.

2
# Composto [M-H]- Fragmentos MS RT (min)
m/z m/z
1 Kaempferol 7-O-hexuronide 461,12 461,12; 314, 431, 285, 152 22,3
2 Caffeic acid-hexose-deoxyhexose 488,23 488,23; 325, 375, 343, 339,0 17,0
3 Procyanidin dimer B 577,50 577,50; 407,0 14
4 Quercetin-galoil-rhamnoside 599,20 599,20; 300,89; 301,0; 241, 207 26,2
5 1,2,6-Tri-O-galloyl-B-D-glucose 635,14 635,14; 617,0; 466.01; 315 11,5
6 3,7-O-diferuloyl-4-O-caffeoyl quinic 705,68 705,68; 571,0; 375, 312 40,8
acid
7 Tri-caffeoylquinic acid 711,56 711,56; 503, 533 30,0

Fonte. Do prdprio autor
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O composto 1 foi identificado como Kaempferol 7-O-hexuronida (m/z 461,12), um
flavonoide derivado de kaempferol presente em frutos e anteriormente identificado em uvas
verdes (SUKOVIC et al., 2020). Derivados de Kaempferol ja foram identificados em Cambuci
(DONADO-PESTANA et al., 2015). Outro composto da classe dos flavonoides foi o de numero
4, identificado como Quercetina-galoil-ramnosideo (m/z 599,20), com fragmentacdo
caracteristica de quercetina (m/z 301,0).

Observa-se a presenca de derivados de cidos fenolicos, como o composto 2, que foi
identificado como acido cafeico-hexose-desoxihexose (m/z 488,23), observado anteriormente
em frutos da familia Myrtaceae (SANTOS et al., 2018). Da mesma classe, estdo o composto 6,
Acido 3,7-O-diferuloil-4-O-cafeoil quinico (m/z 705,68), caracterizado pela perda de arcila
(571,0), e 0 composto 7, identificado como Acido tri-cafeoilquinico (m/z 711,56) (SAID et al.,
2017).

Da classe dos taninos hidrolisaveis, o composto 5 foi identificado como 1,2,6-Tri-O-
galloyl-B-D-glucose (m/z 635,14). O composto 3 também esta dentre os taninos, identificado
como um dimero de Procianidina B, com fragmentacdo caracteristica de isémeros de
procianidina do tipo B, de ocorréncia na natureza (CHANG et al., 2019).

Donado-Pestana et al. (2015) identificaram acido elagico e derivados de quercetina em
frutos de C. phaea O. Berg, e sugeriram que esses compostos exerceram atividade anti-
inflamatoria em tecidos adiposos de camundongos.

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos da analise do extrato de Uvaia (EUV).
Tabela 2. Compostos fendlicos identificados no extrato de Uvaia (EUV) e analisados por LC-ESI-IT-MS/MS.

4 Composto [M-H] Fragmentos MS? RT
m/z m/z (min)

1 Ellagic acid 300,94 300,94; 255,30 2,1

2 Tri-O-methylellagic acid 343,42 343,42; 258,74 135,8 10,1

3 Quercetin-3-O-pentoside 436,51 436,51; 301, 394,61

4 Caffeic acid derivative 491,90 491,90; 248,61; 358,00 47,3

5 Coumaric acid derivative 508,10 508,10; 426,21; 376,80 21,9

6 4'-O-Methylellagic acid 3-(2 ,3- 545,21 545,21; 315,0, 345, 417, 403 24,4

di-O-acetyl)-a-L-rhamnoside
7 Quercetin-galoil-rhamnoside 599,19 599,19; 300,93; 301,7; 299,82 25,2

Fonte. Do préprio autor

O composto 1 foi identificado como acido elagico (m/z 300,94). Esse composto possui
grande nimero de grupos hidroxila e pertence a classe dos elagitaninos. Os compostos 2, 4,5 e
6 foram identificados como derivados de acidos fenolicos. O composto 2, acido tri-O-
metilelagico (m/z 343,42), um derivado de acido elagico. O acido elagico é importante por sua
atividade antioxidante de eliminacéo de radicais livres. O composto 4 é um provavel derivado
de acido cafeico, identificado com auxilio da literatura. O composto 5 foi tentativamente
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identificado como derivado de &cido cumarico, devido a fragmentacdo que sugere perdas desse
4cido (SPINOLA, 2018). O composto 6 foi identificado como Acido 4'-O-metilelagico 3-(2 ,3-
di-O-acetil)-a-L-ramnosideo (m/z 545) com auxilio da observacdo da fragmentacdo em ion
metil-elagico (m/z 315,0).

Na classe dos flavonoides, os compostos 3 e 7 séo derivados de quercetina, sendo
identificados como quercetina-3-O-pentosideo (m/z 436,51), quercetina-galoil-ramnosideo (m/z
599,19) e com ion produto m/z 301, formado por possivel clivagem heterolitica da ligagdo O-
glicosidica (ABDEL-HAMEED et al., 2013). Avula et al. (2021) demonstram que glicosideos
de quercetina também suprimiram a producéo de ROS e IL-6 em células RAW264.7.

Rodrigues et al. (2021), identificaram acidos fenolicos e flavonoides na Uvaia, dentre
eles &cidos ascorbico, galico e clorogénico, rutina, quercetina e miricetina. Silva et al. (2014)
identificaram fendlicos glicosilados em sua maioria, como galoil hexosideo e quercetina
desoxihexosideo.

Os compostos fendlicos identificados nos géneros C. phaea e E. pyriformis Cambess
constituem caracteristicas bioativas importantes, de acdo antioxidante e anti-inflamatorias
(JACOMINO et al., 2018; TAVER et al., 2022; TOKAIRIN et al., 2018).

H& uma grande diversidade de compostos fendlicos identificados na literatura para a
Uvaia quanto para o Cambuci. A diferenca qualitativa e quantitativa na composicao entre frutas
da mesma espécie é justificada tanto pelas condi¢bes agrondmicas de cultivo quanto pelas
caracteristicas ambientais, que influenciam na sintese de compostos fenolicos (LORENCONI
etal., 2020; TAVER et al., 2022).

2.3.1.2 Identificacdo tentativa dos compostos fenolicos da Uvaia e Cambuci apdés a

digestdo in vitro e transporte em células Caco-2

Como ¢é possivel observar na Tabela 3, o acido quinico (m/z 191,04) foi identificado
no Cambuci ap6s a digestdo (FDCA) e apds o ensaio de absor¢ao epitelial medido por transporte
em células Caco-2 (FBCA). Na fruta esse composto foi identificado em suas formas derivadas,
como 4cido 3,7-O-diferuloil-4-O-cafeoilquinico e acido tri-cafeoilquinico, indicando a
liberacdo desse composto mediante as condi¢fes do processo de simulagdo da digestdo

gastrointestinal.
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Tabela 3. Compostos fenolicos do Cambuci ap6s digestao in vitro (FDCA) e transporte em células Caco-2 (FBCA)
identificados provisoriamente por HPLC-ESI-MS.

# Composto [M-H]- Fragmentos MS* RT (min)
m/z m/z

FDCA

1 Acido quinico 191,04 191.05; 93.03; 85.02 2,6

FBCA

1 Acido quinico 191,04 191.05; 93.03; 85.02 2,6

Fonte. Do préprio autor.

Nas fragfes FBUV e FDUYV apresentadas na Tabela 4, o composto 1 foi identificado
como fragmento de acido malico (m/z 155,00) e o composto 3 como acido malico (m/z 133,01).
Acido malico esta entre os principais &cidos organicos presentes em frutas, propiciando
caracteristicas de sabor, por exemplo, além de papel antioxidante, protegendo contra diversas
doengas (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2010). Na mesma classe, o composto 2 foi
identificado como &cido cindmico (m/z 129,01). Em relac&o a matriz de origem, ndo foi possivel
identificar nenhum desses 2 compostos (Tabela 1), mas a partir da presenca do mesmo apos a
digestdo, ha indicios de que os acidos cindmico e malico estejam presente na Uvaia na forma

glicosilada, o que dificultou a identificacdo por fragmentacéo.

Tabela 4. Compostos fendlicos da Uvaia apds digestdo in vitro (FDUV) e transporte em células Caco-2 (FBUV)
identificados provisoriamente por HPLC-ESI-MS.

[M-H]- Fragmentos MS? .
# Composto m/z m/z RT (min)
FDUV
1 Fragmento de acido malico 115,00 115,00;118,99 3,4
2 Acido cindmico 129,02 129.02; 120.02; 103.00 4.4
3 Acido malico 133,01 133,01; 115,00; 116,00; 89,02 2,7
FBUV
1  Fragmento de acido malico 115,00 115,00;118,99 34
2 Acido cinamico 129,02 129.02; 120.02; 103.00 4.4
3 Acido mélico 133,01 133,01; 115,00; 116,00; 89,02 2,7

Fonte. Do préprio autor.

Acido cinamico foi anteriormente observado em frutos de Uvaia, antes e apds ensaio
de digestdo in vitro, bem como no extrato da fruta in natura (FARIAS et al., 2021).

A partir da identificacdo de compostos fenolicos da classe dos acidos fendlicos nas
fracdes digeridas e basolaterais das duas frutas, € possivel concluir que o modelo de digestdo in
vitro e o transporte em monocamadas de células Caco-2 favoreceram a liberacéo e absorcéo de

certos fenodlicos.
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Enquanto os resultados do presente trabalho sugerem maior liberacdo de acidos
fenolicos das frutas, Farias et al. (2021) observaram maior degradacdo desse grupo ap6s o
processo digestivo, em ambas as fragdes, quando comparado aos flavondides identificados nos
frutos e sementes de Eugenia pyriformis. Ja Neves et al. (2018) observaram que dentre 0s
compostos fendlicos da casca e da semente da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), a retencéo de
acidos fendlicos foi maior, com bioacessibilidade de até 74%.

Maiores investigacdes sdo necessarias quanto ao efeito da digestdo gastrointestinal da
Uvaia e do Cambuci nos compostos fenolicos destas frutas. Uma série de interacBes que
ocorrem dessas moléculas com os reagentes da digestdo, enzimas, condi¢bes de pH, que pode
ter diminuido a efetividade do processo digestivo ou ter causado degradacdo dos compostos
fenolicos. As estruturas quimicas sofrem por reacdo de hidrdlise, descarboxilacdo, ou
conjugacéo, levando a perdas com a de grupos hidroxila (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2010).

Ainda assim, os resultados observados apds o transporte de fendlicos expostos as
monocamadas de células Caco-2 mostram que certos compostos foram transportados para a
fracdo basolateral, indicando potencial biodisponibilidade de fendlicos do Cambuci e da Uvaia

apos consumidos in natura.
2.3.2. Teor de compostos fenolicos totais

Os resultados dos teores de compostos fenolicos totais por Folin-Ciocalteu podem ser
observados na Tabela 5. O Cambuci apresentou valor de 506,18 mg de equivalentes de acido
galico por grama de fruta in natura (mg EAG/100 g). Apds a simulacdo do processo digestivo,
observou-se uma diminuicéo nesse valor, que atingiu 283,63 (mg EAG/100 g), representando
uma perda aproximada de 44% em relacdo ao teor original de compostos fendlicos totais
presentes na fruta. Subsequentemente, ao analisar a fracdo resultante do experimento de
transporte através das células Caco-2, constatou-se uma significativa reducdo, culminando em
29,21(mg EAG/100 g).

Tabela 5. Quantificacdo dos compostos fendlicos totais.

(mg EAG/100 g)

Fruta in natura* Fracdo digerida Fracdo basolateral
Cambuci 506,18+3,82 283,63+1,16 29,21+3,36
Uvaia 394,18+1,45 407,93+3,51 30,27+1,00

Fonte. Do prdprio autor.

EAG= equivalente em acido gélico.

*Ensaio realizado pelo método Folin-Ciocalteu nos extratos etanélicos ricos em compostos fenolicos e expressos
em massa de fruta in natura.
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No caso da Uvaia, a quantificacdo mostrou um teor de 394,18 (mg EAG/g). Apds o
processo de digestdo simulada, houve um incremento no teor de compostos fendlicos totais,
resultando em um valor de 407,93 (mg EAG/g). Isso sugere uma maior eficacia na liberacéo
desses compostos apds o processo de digestdo. No entanto, ao analisar a fracdo basolateral apos
0 experimento de absorc¢éo celular, observou-se uma reducdo significativa, resultando em 30,27
(mg EAG/g), o que representa uma diminuicdo de cerca de 76% em relacdo ao teor original
presente na fruta.

Essa variacdo pode ser atribuida a fatores relacionados as transformacfes que 0s
compostos fenolicos podem sofrer durante a digestdo, bem como a reducgédo esperada desses
valores apds o processo de transporte através do epitélio intestinal. E importante ressaltar que
apenas uma fracdo dos compostos bioativos dos alimentos alcanca efetivamente a fracdo
basolateral e torna-se biodisponivel no organismo (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

2.3.3. Capacidade desativadora de espécies reativas de oxigénio

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos pelos ensaios de capacidade desativadora
de espécies reativas de oxigénio, que foram realizados utilizando as frutas e nas suas fracGes
digeridas e basolaterais.

Em relacdo ao valor ORAC, o Cambuci apresentou incremento no valor da atividade
antioxidante apds a digestao in vitro, de 5,56 no ECA para 29,43 umol TE/g na FDCA. Apds o
ensaio de transporte celular, observou-se perda de atividade, com valor ORAC final de 1,58
pmol TE/g para a FBCA.

Para a Uvaia, foi observado 0 mesmo comportamento de aumento do valor ORAC na
fracdo FDUV em relacdo ao EUV, de 2,06 para 35,05 pumol TE/g. Apos o transporte celular,
apesar da reducdo da atividade antioxidante em relacdo a fracdo digerida, a Uvaia apresentou
maior valor ORAC para a FBUV (9,75 umol TE/g) do que para EUV (2,06 umol TE/qg),
mostrando que a digestdo favoreceu a atividade antioxidante na fracdo gastrointestinal e

transportada.
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Tabela 6. Dados da atividade antioxidante medida pela de capacidade desativadora de espécies reativas de oxigénio
(ERO)

. ROO- HOCI 02~ H202
Espécie Fracéo
(umol TE/g)* Ecso (ng/mL) Ecso (mg/mL) Ecso (mg/mL)
ECA* 5,56 + 0,06° 252,44 + 3,97°¢ 6,68 £ 0,592 3,24 £ 0,282
Cambuci
FDCA 29,43 + 1,242 19,42 £ 1,772 21,78 +0,35° 12,27 + 0,60°
(C. phaea)
FBCA 1,58 + 0,01° 116,09 + 13,42° 6,10 + 0,312 2,09 0,052
. EUV* 2,06 £ 0,22c 98,02+ 1,67b 4,56 + 0,632 8,95+ 0,412
Uvaia
(E. pyriformis FDUV 35,05 + 1,902 115,96 +6,73? 4,35+ 0,152 10,91 + 0,90¢°
Cambess)
FBUV 9,75 +0,02° 270,07 +13,88° 35,96 +0,63° 15,57 + 0,16°

Fonte. Do préprio autor

FDCA: Fracdo digerida de Cambuci; FBCA: Fracdo basolateral de Cambuci; FDUV: Fragdo digerida de Uvaig;
FBUV: Fracdo basolateral de Uvaia

TE: equivalente Trolox. ECso: a concentracdo para retardar a fase de laténcia em 50%. Valores expressos como
média (n = 3) + desvio padrédo

(a) (b) e (c) representam as diferencas significativas, conforme ANOVA seguida do teste de Tukey, utilizando
valor de o de 5%.

*ECA e EUV: Ensaio realizado nos extratos etandlicos ricos em compostos fenolicos e expressos em massa de

fruta in natura.

Quanto ao ensaio do acido hipocloroso, 0 Cambuci se destacou quanto a capacidade
de recuperacdo da atividade apos a digestdo e absor¢do em células Caco-2. Apoés digerida, foi
requerida menor concentracdo para desativar 50% dessa ERO, indicando a liberacdo de
compostos na FDCA que possuem maior capacidade em desativar o acido hipocloroso. O acido
hipocloroso é uma espécie reativa altamente oxidante, produzida naturalmente em neutrofilos
pela mieloperoxidase, que catalisa a reacdo de oxidacdo de ions cloreto pelo peroxido de
hidrogénio.

A FBCA apresentou menor ECso (116,09 pg/mL) do que a ECA (252,44 pg/L). Ja para
a Uvaia houve um aumento dos valores de EC50 com o processo de digestdo e transporte, de
98,02 ug/L na EUV, 115,96 pg/L na FDUV e 270,07 pug/L na FBUV, ou seja, necessitando de
maior concentracao para desativar o acido hipocloroso.

Quanto ao sequestro do anion superédxido, apés a digestdo in vitro 0 Cambuci mostrou
perda da capacidade de desativacdo, com valor de EC50 de 6,68 mg/mL naECA e 21,78 mg/mL
para a FDCA. No entanto, apds o ensaio de transporte celular, houve recuperacao da atividade
antioxidante, pois o valor do EC50 da FBCA foi de 6,10 mg/mL. J4& a Uvaia, apesar de

apresentar maior capacidade de desativacdo do anion superdxido na fruta (4,56 mg/mL) e
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manutencdo dessa capacidade apos a digestdo (4,35 mg/mL), na atividade medida para a fracao
basolateral, foi necessaria maior concentracdo da FBUV (35,96 mg/mL) para desativar a fase
de laténcia dessa ERO em 50%.

No ensaio do H202, 0 Cambuci (ECA) apresentou menor valor de ECsg (3,24 mg/mL)
do que a EUV (8,95 mg/mL). Observa-se que apos a digestdo, a Uvaia apresentou maior
capacidade antioxidante na fracdo FDUV (10,91 mg/mL). Porém, ao analisar as fracGes
basolaterais, nota-se que a Uvaia sofreu outro decaimento de atividade, com EC50 da FBUV
de 15,57 mg/mL. Ja o Cambuci aumentou sua capacidade antioxidante apos o transporte em
monocamadas de células Caco-2, com valor de EC50 de 2,09 mg/mL para a FBCA.

O perdxido de hidrogénio (H20-), embora ndo seja considerado um radical livre, uma vez
que ndo possui elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, atua na producao do radical
hidroxila (OHe) por meio de reagdes de Fenton ou de Haber-Weiss. A formagao de OHe é relevante
devido a sua alta reatividade e capacidade de desencadear processos prejudiciais ao organismo
(ALIA et al., 2005).

Os dados observados com relacdo a atividade antioxidante destacam a importancia de
uma avaliacéo individual das frutas nativas brasileiras no contexto de seu potencial bioativo frente
a diversas espécies reativas de oxigénio (ERO). De maneira global, as analises demonstraram que
tanto o Cambuci quanto a Uvaia possuem a capacidade de desativar essas espécies reativas de
oxigénio, mesmo apds serem submetidas a processos de digestdo simulada in vitro e ao transporte
através das células Caco-2. Esses resultados indicam perspectivas promissoras quanto ao potencial
antioxidante dessas frutas ap6s serem consumidas.

O aumento na atividade antioxidante observado ap6s o processo de digestdo pode ser
explicado pela provavel liberacdo de novos metabdlitos de oxidacdo, os quais podem apresentar
uma atividade antioxidante (capacidade sequestrante) superior & de seus precursores. E relevante
mencionar que esses metabolitos podem ou ndo pertencer a classe dos compostos fenolicos.

Durante o processo de digestdo e transporte epitelial, a acdo das enzimas, a presenca de
sais biliares, a interagdo com as fibras alimentares da fruta e as complexas vias de absorcao celular
podem resultar em modificagdes nas estruturas quimicas dos compostos fenolicos. Isso é
particularmente notavel nos grupos hidroxila, os quais estdo intimamente associados ao potencial
antioxidante de um dado composto (QUATRIN et al., 2020; WOJTUNIK-KULESZA et al.,
2020).
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2.3.4. Atividade antioxidante celular (AAC) em células Caco-2

Os ensaios baseados em atividade antioxidante celular sdo importantes pois fornecem
uma perspectiva bioldgica do comportamento antioxidante em sistemas vivos (Kellet et al.,
2018).

Neste ensaio, foram utilizadas células Caco-2 expostas as fracoes digeridas de Cambuci
e de Uvaia nas concentracfes de 10,41 a 31,25 mg de fruta/mL. Quercetina foi utilizada como

padrdo, em faixa de concentracdo que variou de 12,5 a 400 uM (Figura 10).
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Figura 10. Atividade antioxidante celular (AAC) de padrées de quercetina (12,5 a 400 uM). (FONTE: Do
préprio autor)

Dentre as fracGes digeridas das frutas, FDCA (Figura 11) mostrou fluorescéncia
reduzida em 50% na concentracdo de 17,91+0,3, demonstrando ligeiramente maior AAC do
que FDUV (Figura 12), com concentracdo equivalente a 20,3+0,56 para essa mesma
porcentagem de reducdo. Observa-se que os dados da FBCA e FBUV se comportaram com

relativa similaridade ao padréo de quercetina, que a 100uM apresentou redugdo de 53,1+3,37%.
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Figura 11. Atividade antioxidante celular (AAC) da fracdo digerida de Cambuci (FDCA). (FONTE: Do

préprio autor)
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Figura 12. Atividade antioxidante celular (AAC) da fracdo digerida de Uvaia (FDUV). (FONTE: Do

préprio autor)

Kellet et al. (2018), consideraram o modelo de AAC em células Caco-2 apropriado para
este ensaio, observando uma reducéo de 63,6% no padréo de quercetina na concentracdo de 50
MM e com comportamento da curva semelhante a observada neste estudo, o que contribui para
a validacdo deste ensaio. N&o foram encontrados dados na literatura acerca da AAC de fragoes
digeridas de frutas, o que ressalta a importancia dos resultados encontrados. De qualquer forma,

ainda s@o necessarios mais estudos para avaliacdo da capacidade antioxidante celular de
alimentos (WOLFE & RUI, 2007).
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Estes dados de AAC podem ser considerados complementares as atividades
antioxidantes avaliadas pelas ERO das frutas apos a digestdo simulada, pois demonstram o

poder antioxidante medido em condicGes intracelulares.
2.3.5. Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria do Cambuci e Uvaia foi avaliada pelo conjunto de ensaios
de ativacdo do fator de transcricdo NF-kappa B (NF-kB), quantifica¢do da citonina TNF-a ¢ a
quimiocina CXCL2/MIP-2 em células RAW expostas a (ECA e EUV), fracBes digeridas
(FDCA e FDUV) e basolaterais (FBCA e FBUV). Os resultados encontrados estéo apresentados
nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Atividade anti-inflamatoria das frutas nativas: viabilidade celular (A) Cambuci in natura
(ECA) (E) Uvaia in natura (EUV); niveis de ativacdo do NF-kB (B) ECA (F) EUV; ativacdo do TNF-a (C) ECA
(G) EUV; redugdo da quimiocina CXCL2/MIP-2 (D) ECA (H) EUV. (FONTE: Do préprio autor)

Nota: No ensaio os macréfagos foram tratados com extratos etanélicos ricos em compostos fendlicos em diferentes
concentracfes por 30 min antes da estimulagdo com LPS (10 ng/mL). O grupo controle negativo foi tratado com
o0 veiculo. Os resultados sdo expressos como média (n = 3) £ desvio padréo (DP) e as barras indicam o DP. (a) (b)

e (c) representam as diferencas significativas, conforme ANOVA seguida do teste de Tukey, utilizando valor de
o de 5%.

*ug de fruta in natura/mL tampdo; ensaio realizado com extratos etanolicos ricos em compostos fendlicos.

Na figura 13 observa-se que pelo ensaio de MTT (A) e (E), as concentracdes testadas
de ECA e EUV apresentaram viabilidade celular acima de 90%, sendo entdo consideradas
adequadas para o estudo. Contudo, quando analisados os efeitos dessas fraces de 200, 300 e
600 pg/mL nenhuma das amostras obtidas a partir das frutas mostraram reducéo na ativagéo de

NF-kB, sugerindo que nessas concentracdes essas frutas ndo demonstraram papel na modulagédo
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de processos inflamatorios. A mesma tendéncia foi observada para os experimentos realizados
com a citocina TNF-a e a quimiocina CXCL2/MIP-2.

Diante da identificacdo tentativa dos compostos fenolicos das frutas, tanto para o
Cambuci quanto para a Uvaia, eram esperados efeitos na atividade anti-inflamatoria, sugerindo
a necessidade de se testar concentragdes maiores, uma vez que essas fracdes demonstram

desativar as ROS, que estdo envolvidas na ativagdo do NF-«B.
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Figura 14. Atividade anti-inflamatéria do Cambuci ap6s digestao in vitro e transporte em células Caco-2:
viabilidade celular (A) fracéo digerida de Cambuci (FDCA) (E) fragéo basolateral de Cambuci (FBCA); niveis
de ativagdo do NF-kB (B) FDCA (F) FBCA; ativacdo do TNF-a (C) FDCA (G) FBCA; redugdo da quimiocina

CXCL2/MIP-2 (D) FDCA (H) FBCA. (FONTE: Do pr6prio autor)

Nota: No ensaio os macrofagos foram tratados com as frages obtidas ap6s e digestdo e transporte celular de
Cambuci em diferentes concentragdes por 30 min antes da estimulacdo com LPS (10 ng/mL). O grupo controle
negativo foi tratado com o veiculo. Os resultados sdo expressos como média (n = 3) + desvio padrdo (DP) e as
barras indicam o DP. (a) (b) e (c) representam as diferencas significativas, conforme ANOVA seguida do teste de
Tukey, utilizando valor de a de 5%.

Pelo ensaio de MTT (Figura 14), a fracdo digerida do Cambuci (FDCA) na concentracéo
de 600 pg/mL apresentou 100% de viabilidade (A). Para FBCA (E), a maior viabilidade (100%)
foi observada na concentracdo de 300 pg/mL. Contudo, as trés concentragdes testadas (200,
300 e 600 pg/mL) foram consideradas adequadas para a analise, pois apresentaram viabilidade
>90%. Os dados em (B) mostram reducdo de 84% na ativacdo de NF-kB para FDCA e 40%
para FBCA (F) na concentragédo de 600 pg/mL. Estes resultados sugerem que o Cambuci
desempenhou um papel na modulacdo de processos inflamatdrios apos digestdo e transporte

pelas células epiteliais.
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Nos resultados obtidos pelo teste ELISA, foram quantificadas a citocina TNF-a (C) e
(G) e a quimiocina CXCL2/MIP-2 (D) e (H). A FDCA apresentou reducdo de TNF-a de 66%
na concentracdo de 600 ug/mL, mas apos o transporte celular a FBCA mostrou perda na reducdo
dessa citocina. J& para o teste utilizando quimiocina, FDCA e FBCA apresentaram resultados
com valores proximos, de respectivamente 22 e 24%, tendo o Cambuci exercido maior efeito
na reducdo da CXCL2/MIP-2 ap6s o experimento em células Caco-2 e aumentando a
perspectiva de atividade anti-inflamatoria dessa fruta apds ingerida.

Para a Uvaia, as concentragoes de 200-600 pg/mL (Figura 15) apresentaram viabilidade
celular acima de 90% para FDUV (A). As células RAW tratadas com as concentragdes de 300
pg/mL e 600 pg/mL dessas fragdes apresentaram reducdo significativa na ativacdo de NF-kB,
de 54% e 75%, respectivamente. Os dados obtidos apos o teste ELISA indicam que para TNF-
o essas mesmas concentragdes foram capazes de impactar na redugdo da citocina em até 62%.
Para o teste com CXCL2/MIP-2, a concentracdo de 600 pg/mL de FDUV exerceu efeito de
reducao de 28% dessa quimiocina.
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Figura 15. Atividade anti-inflamatdria da Uvaia apds digestdo in vitro e transporte em células Caco-2:
viabilidade celular (A) fracdo basolateral de Uvaia (FDUV) (E) fracdo digerida de Uvaia (FDUV); niveis de
ativacdo do NF-kB (B) FDCA (F) FDUV; ativacdo do TNF-a (C) FDCA (G) FDUV; redugdo da quimiocina

CXCL2/MIP-2 (D) FDCA (H) FDUV. (FONTE: Do proprio autor)

Nota: No ensaio os macréfagos foram tratados com as fragdes obtidas apds e digestdo e transporte celular de
Cambuci em diferentes concentragdes por 30 min antes da estimulagdo com LPS (10 ng/mL). O grupo controle
negativo foi tratado com o veiculo. Os resultados sdo expressos como média (n = 3) + desvio padrdo (DP) e as

barras indicam o DP. (a) (b) e (c) representam as diferencas significativas, conforme ANOVA seguida do teste de
Tukey, utilizando valor de a de 5%.
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Para a fracdo FBUV houve reducdo de 52% na ativacao do fator de transcricdo NF-kB,
na concentracdo e 600 pg/mL. Essa mesma concentracdo também foi capaz de reduzir em 49%
a citocina TNF-a e em 22% a CXCL2/MIP-2. Ainda para a CXCL2/MIP-2, as concentragoes
de 200 pg/mL e 300 pug/mL exerceram reducédo de 12 e 14%, respectivamente.

O TNF-a e CXCL2/MIP-2 sdo importantes referéncias na investigacdo do potencial
anti-inflamatorio de compostos, uma vez que sdo associadas a respostas inflamatorias.
Neutréfilos e macrofagos atuam liberando essas citocinas que aumentam o foco inflamatorio
dos tecidos celulares, podendo levar a doencas degenerativas graves, esclerose e cancer, dentre
outras (HYE et al., 2007; VILLALVA et al., 2018).

Esses resultados apresentados apo6s a fruta digerida e transportada em monocamadas de
celulas epiteliais sdo de suma importancia e proporciona indicios de que a inser¢do de Cambuci
e Uvaia na dieta pode impactar positivamente na salde, por possivelmente apresentar acao anti-
inflamatdria. Enquanto as concentragdes testadas a partir dos extratos etanélicos da Uvaia e do
Cambuci ndo exerceram impacto na reducéo das citocinas, ao se observar os dados apresentados
ap6s a simulacdo da digestdo e transporte celular, concentracGes equivalentes mostraram

significativa atividade anti-inflamatdria.
2.3.6. Toxicidade aguda in vivo

O modelo de toxicidade com G. mellonella foi utilizado para estimar a concentracéo
segura de consumo de cada fruta nativa, sendo uma alternativa de baixo custo de analise de
toxicidade in vivo cujos resultados se correlacionam com aqueles observados em mamiferos
(SARDI et al., 2017).

Por este modelo, nenhuma das duas frutas nativas apresentaram toxicidade em doses

comuns de consumo de frutas por seres humanos (Figuras 16 e 17).
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Curva de Sobrevivénciade G. mellonella

© Uvaia (E. pyriformis Cambess)
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Figura 16. Curva de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella. (FONTE: Do préprio autor)

Nota: Organismos expostos as solucdes com extratos de Cambuci nas concentracdes de 5 a 136 g/Kg e a fracdo
digerida bruta. Ensaio realizado em triplicata (n=30) com o extrato etanélico rico em compostos fenélicos de Uvaia
(EUV) e a fracdo digerida bruta (FDCA). Resultados expressos em g fruta in natura/Kg. Controle tampé&o fosfato
foi injetado no grupo controle negativo (n=10).

De acordo com a Figura 16, a Uvaia ndo mostrou efeito letal na sobrevivéncia das larvas
em nenhuma das doses testadas. O Cambuci, conforme os dados da Figura 17, reduziu em
50,0% da populacdo na dose de 136,0 g/Kg de larva. Entretanto, essa concentracdo corresponde
a ingestdo de aproximadamente 6,80 Kg de fruta por um individuo de 50,0 Kg, demonstrando
assim uma toxicidade muito baixa.

Em relacdo as fragdes digeridas das frutas, aplicadas em dose bruta apds a digestdo in
vitro (5g/Kg), ndo exerceram efeito toxico nas larvas.
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Figura 17. Curva de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella. (FONTE: Do proprio autor)

Nota: Organismos expostos as solugdes com extratos de Cambuci nas concentracfes de 5 a 136 g/Kg e a fracéo
digerida bruta. Ensaio realizado em triplicata (n=30) com o extrato etandlico rico em compostos fendlicos de
Cambuci (ECA) e a fracdo digerida bruta (FDCA). Resultados expressos em g fruta in natura/Kg. Controle tampéo
fosfato foi injetado no grupo controle negativo (n=10).
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Lazarini et al. (2020) utilizaram este mesmo modelo para a avaliacdo da toxicidade de

partes de frutos de Eugenia spp. e também ndo observaram efeitos significantes na curva de

sobrevivéncia das larvas. Quanto a toxicidade das fra¢fes oriundas da digestdo simulada in vitro

ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura, 0 que demonstra assim a importancia de

trabalhos nesta tematica.

2.4. Conclusdes

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que:

Uvaia e Cambuci apresentam propriedades bioativas importantes e, portanto,
tém potencial de impactar positivamente na salde;

Ambas frutas exibiram atividades antioxidantes apés digeridas e transportadas,
quanto a capacidade de desativacao de espécies reativas de oxigénio e também
a nivel celular pela avaliacdo da atividade antioxidante celular;

Foi observada atividade anti-inflamatdria nas fracGes digeridas e basolaterais
de Cambuci e Uvaig;

Foram identificados compostos fendlicos ja relatados na literatura com
potencial antioxidante e anti-inflamatério em ambas as frutas;

A Uvaia ndo mostrou toxicidade em galerias mellonelas, com maior
concentragdo testada de 136,0 g/Kg de larva. Ja o Cambuci reduziu em 50,0%
da populacdo na dose de 136,0 g/Kg de larva. Essa concentracdo corresponde
a ingestdo de uma alta quantidade da fruta, de aproximadamente 6,80 Kg de
fruta por um individuo de 50,0 Kg;

A maioria dos compostos fenoélicos identificados nos extratos obtidos a partir
das frutas ndo foram detectados ap6s a digestdo in vitro e transporte celular,
provavelmente devido as transformacBes quimicas decorrentes desses

processos.
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3. CAPITULO 2 - EMULSOES A BASE DE LEITE E OLEO DE SOJA
INCORPORADAS A UVAIA: DIGESTAO IN VITRO E BIOACESSIBILIDADE DO
BETA CAROTENO

Resumo

Neste estudo diferentes matrizes lipidicas foram empregadas na preparacdo das
emulsBes incorporadas de Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) reconstituida,
resultando em quatro produtos emulsionados. Amostras de Uvaia, previamente
submetidas a um processo de liofilizagdo de 96 horas, foram reconstituidas na
concentracdo de 22 mg/mL. Em seguida, essas amostras foram incorporadas as
emuls@es, que foram produzidas a partir de diferentes fontes lipidicas, incluindo
6leo de soja, creme de leite e leite de vaca. Os produtos emulsionados resultantes
dessa combinacdo de ingredientes foram subsequentemente submetidos a um
processo de digestdo gastrointestinal simulada, utilizando o método INFOGEST
2.0. A quantificacdo do B-caroteno foi realizada na Uvaia reconstituida antes e apds
a digestdo in vitro, bem como nos produtos emulsionados. Os resultados revelaram
que a presenca de lipideos no produto emulsionado com a maior concentragao de
6leo de soja se destacou, resultando em um notdvel aumento na quantidade de B3-
caroteno detectado na fracdo micelar. Especificamente, o produto denominado 017,
derivado da Uvaia incorporada a emulsdo contendo 17,0% de Oleo de soja,
apresentou uma bioacessibilidade de 16,9%. Na Uvaia reconstituida e submetida a
digestdo in vitro sem a presenca de lipideos (UR), o valor de bioacessibilidade do
[B-caroteno foi de 10,7%. Esses resultados demonstram a relevancia da matriz
lipidica na promog¢ao da absor¢do de compostos bioativos, como o [3-caroteno,
possibilita o desenvolvimento de produtos alimenticios, e particularmente na
criacdo de nutracéuticos que oferecam beneficios adicionais a salde dos
consumidores.

Palavras-chave: Uvaia ;Carotenoide;Emulsdo;Beta caroteno;Eugenia pyriformis
Cambess



EMULSIONS BASED ON MILK AND SOYBEAN OIL
INCORPORATED INTO UVAIA: IN VITRO DIGESTION AND
BIOACCESSIBILITY OF BETA CAROTENE

Abstract

In this study, different lipid matrices were employed in the preparation of
emulsions incorporated with reconstituted Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess),
resulting in four emulsified products. Uvaia samples, previously subjected to a 96-
hour freeze-drying process, were reconstituted at a concentration of 22mg/mL.
Subsequently, these samples were incorporated into emulsions, which were
produced from different lipid sources, including soybean oil, cream, and cow's milk.
The resulting emulsified products from this combination of ingredients were then
subjected to a simulated gastrointestinal digestion process using the INFOGEST
2.0 method. The quantification of B-carotene was performed on the reconstituted
Uvaia before and after in vitro digestion, as well as on the emulsified products. The
results revealed that the presence of lipids in the emulsified product with the highest
concentration of soybean oil stood out, resulting in a significant increase in the
amount of B-carotene detected in the micellar fraction. Specifically, the product
named O17, derived from Uvaia incorporated into the emulsion containing 17.0%
soybean oil, exhibited a bioaccessibility of 16.9%. In reconstituted Uvaia subjected
to in vitro digestion without the presence of lipids (UR), the B-carotene
bioaccessibility value was 10.7%. These results demonstrate the relevance of the
lipid matrix in promoting the absorption of bioactive compounds such as -
carotene, enabling the development of food products, and particularly in the
creation of nutraceuticals that offer additional health benefits to consumers.

Keywords:Uvaia;Carotenoids; Emulsion; Beta caroteno;Eugenia pyriformis
Cambess
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3.1. Introducéo

Os frutos de Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), pertencentes a familia Myrtaceae,
figuram entre as frutas nativas subexploradas da Mata Atlantica brasileira que detém potencial
para comercializacdo, dadas as suas caracteristicas sensoriais concomitantes com aspectos
bioldgicos (JACOMINO et al., 2018).

Para estabelecer uma base sélida para o comércio da Uvaia e disseminar os beneficios
de sua inclusdo na dieta, € de suma importancia superar os desafios associados a sua
perecibilidade, caracterizada por sua fragilidade e alta suscetibilidade a oxidacdo. Recentes
investigacOes tém proposto alternativas tecnoldgicas para a conservacdo da Uvaia, e dentro
deste contexto, o processamento da Uvaia emerge como potencial solugdo (SGANZERLA &
SILVA, 2022).

Entre os processos preconizados para a preservacdo das propriedades bioldgicas e
sensoriais da Uvaia, destaca-se a liofilizacdo, que pode incrementar a estabilidade da fruta
durante o armazenamento, preservando, em geral, sua estrutura bruta. Portanto, esse método
desempenha um papel relevante ao atender as demandas dos consumidores em periodos de
entressafra, minimizando as perdas pos-colheita e contribuindo para a manutencdo das
propriedades bioldgicas e sensoriais da Uvaia (RAMIREZ et al., 2012).

Os potenciais efeitos benéficos do consumo de Uvaia para a saude estdo intrinsecamente
associados a sua composicdo rica em fitoquimicos com atividades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, destacando-se o elevado teor de carotenoides, cuja presenca é indicada por sua
coloracdo amarelo-alaranjada. Alguns carotenoides, como o 3-caroteno, exercem atividade pro-
vitamina A e desempenham fung¢des fundamentais no organismo (ETCHEVERRY etal., 2012).

Apo0s a ingestdo de produtos ricos em carotenoides, é sabido que apenas uma fragdo
desses compostos € liberada na matriz alimentar apds a digestdo e, consequentemente, torna-se
disponivel para a absorcdo intestinal (MERCADANTE et al., 2017). Isso reforca a importancia
de dados relativos a bioacessibilidade dos carotenoides presentes na Uvaia.

Os lipidios constituem a classe organica mais estudada quanto ao impacto na
bioacessibilidade dos carotenoides, devido a sua capacidade de aumentar a absorcdo dessa
classe de compostos. Os 6leos e gorduras da dieta atuam como "veiculos" que protegem e
facilitam o transporte dos carotenoides pelas membranas celulares, incrementando, assim, sua
bioacessibilidade. No entanto, a incorporacdo de carotenoides em Uvaia ndo é trivial,
principalmente devido a sua baixa solubilidade em &4gua. Uma solucdo amplamente adotada na

industria alimenticia é a incorporacdo em emulsdes (SONG et al., 2019).
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Portanto, o objetivo deste estudo foi propor modelos de produtos emulsionados obtidos
a partir de diferentes fontes e concentracdes de lipidios incorporados de Uvaia reconstituida,
além de avaliar a bioacessibilidade do B-caroteno, tanto antes quanto apos a digestdo simulada

in vitro.
3.2. Material e Métodos
3.2.1. Aquisicao e processamento da matéria-prima

As amostras de Uvaia (E. pyriformis Cambess) foram adquiridas na cidade de Cabo
Verde - MG. As frutas foram selecionadas de acordo com o grau de maturacdo e tamanho,
apresentando casca e polpa alaranjadas, adequadas para consumo. Foi feita higienizacdo das
frutas e em seguida despolpamento manual, retirando-se as sementes, e as polpas obtidas foram
estocadas em freezer a -80°C por 48h. Em seguida, as polpas de Uvaia foram submetidas a
liofilizacdo, em que o processo de secagem teve duracdo de 96h, e moidas. Todas etapas foram
realizadas ao abrigo da luz, com objetivo de minimizar a degradacdo dos carotenoides

constituintes.

Figura 18. Aspecto visual de amostras de Uvaia (E. pyriformis Cambess) apoés liofilizagdo e moagem.
(FONTE: Do préprio autor)

3.2.2. Preparo dos produtos emulsionados

Os produtos emulsionados foram preparados utilizando diferentes fontes de lipideos,
pelo método de inversdo de fases incorporados a Uvaia reconstituida. As fontes de 6leo/gordura
para preparo da emulsdo foram 6leo de soja refinado, creme de leite a 17% de gordura e leite
de vaca a 3% de gordura. Para as emulsdes com 6leo de soja e leite de vaca foi utilizado Tween
20 como agente emulsificante. As misturas foram homogeneizadas com uso de Ultra-Turrax
por 5 minutos na rotacdo de 15.000 rpm.

Para obtencéo dos produtos emulsionados finais, 10 g de cada tipo de emulséo foram

adicionadas a 10 g de Uvaia reconstituida (UR) na concentracdo de 22 mg/mL, com uso de
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Ultra-Turrax na rotacdo de 5.000 rpm até a completa homeneizacdo. A Tabela 1 apresenta a
composi¢do final de cada produto emulsionado, denominados O3: produto de Uvaia
reconstituida incorporada a emulséo contendo 3,0% de 6leo de soja; O17: produto de Uvaia
reconstituida incorporada a emulsdo contendo 17,0% de 6leo de soja; CL: produto de Uvaia
reconstituida incorporada a emulsdo contendo creme de leite de 17,0% de gordura; LT: produto

de Uvaia reconstituida incorporada & emulséo contendo leite de vaca a 3,0% de gordura.

Tabela 7. Composicdo final dos produtos emulsionados

Produto emulsionado (100 g) 03 017 CL LT
Agua (9) 46,5 32,5 - -
Oleo de soja (g) 3,0 17,0 - -
Creme de leite 17% gordura () - - 50,0 -
Leite 3% gordura (g) - - - 50,0
Tween 20 (g) 0,5 0,5 - -
Uvaia reconstituida (g) 50,0 50,0 50,0 50,0

UR: Uvaia liofolizada e reconstituida a 22mg/mL. O3: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulséo
contendo 3,0% de éleo de soja; O17: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulsdo contendo 17,0% de
6leo de soja; CL: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulsdo contendo creme de leite de 17,0% de
gordura; LT: produto de Uvaia reconstituida incorporada & emulsdo contendo leite de vaca a 3,0% de gordura.

3.3. Ensaio de digestao in vitro

A digestdo in vitro foi conduzida seguindo o modelo estatico padronizado pela COST
INFOGEST (BRODKORB et al., 2019). Cinco gramas da amostra (Uvaia reconstituida ou
produto emulsionado) foi incubada sob agitacdo a 37°C, em condi¢Ges que simulam as etapas
oral, gastrica e intestinal, da digestdo humana. Na etapa oral (volume final de 10 mL), foram
adicionadas solugdo salivar (pH ajustado para 7,0) e a-amilase (75 U/mL; A1031; Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), incubados por 2 minutos. Na etapa géstrica (volume final de
20 mL), foi adicionada a solu¢éo gastrica (pH ajustado para 3,0) e pepsina (2000 U/mL; P7000;
Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), incubados por 2h. A etapa intestinal se deu pela adi¢éo
da solucéo intestinal (pH ajustado para 7,0), lipase pancreatica (125 U /mL; L3126; Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO), pancreatina (100 U /mL; P7545; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO)
e sais biliares (10 mM; B8756; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO), obtendo volume final de 40
mL. O produto da digestdo in vitro foi centrifugado por 45 minutos a 10000 rpm, e o

sobrenadante utilizado, denominado de fragédo micelar.
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3.3.1. Extracéo dos carotenoides da Uvaia e fragdo micelar

A extracdo dos carotenoides da Uvaia foi adaptada de Farias et al. (2020), a partir de
3 g de Uvaia liofilizada e hidratada extraidas com 30 mL de acetona a temperatura ambiente
em um almofariz de porcelana contendo 5g de celite. O extrato foi filtrado em funil de Biichner
com placa porosa sob vacuo. Este procedimento foi repetido até a descoloracdo completa do
material. Em funil de separacdo realizou-se uma etapa de particdo, adicionando o extrato a 25
mL de éter de petréleo. Esta mistura foi lavada com 400 mL de agua destilada, e apds a
separacdo, a fase inferior foi descartada e o sobrenadante filtrado em funil contendo sulfato de
sodio anidro. O solvente foi completamente evaporado sob fluxo de nitrogénio, obtendo-se um
extrato seco rico em carotenoides.

A extracdo dos carotenoides das fragdes micelares da Uvaia e produtos emulsionados
foi realizada conforme Liu et al. (2018), com adaptac6es. De forma resumida, 5 mL de éter de
petroleo/etanol (1:1, v/v) foram adicionados a 3-7 mL da fracdo micelar e agitado em vortex
por 1 minuto. O processo seguiu com centrifugacdo a 4°C, por 10 minutos a 800g, e entdo
coletado o sobrenadante. O processo foi repetido 3 vezes e 0s extratos submetidos a fluxo de
nitrogénio para remogdo do solvente, obtendo-se extratos secos das fragcGes micelares. Os
extratos obtidos foram armazenados sob protecdo da luz, a -80°C e tempo méximo de 3 dias,

antes de serem analisados.
3.3.2. Andlise por HPLC

A quantifica¢do do B-caroteno foi realizada de acordo com o método descrito em Sa
& Rodriguez-Amaya (2004). Foi utilizado um HPLC (Shimadzu® LC-20A Proeminence,
Kyoto, Japdo) e coluna polimérica YMC™ C30 (150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um),
a 30°C. A fase movel constituiu-se de MeOH e MTBE 92: 8 (v/v), sendo a corrida foi feita em
sistema isocratico com fluxo de 1,2 mL/min. Os extratos, fracdes micelares e produtos
emulsionados foram ressuspensos em etanol: acetato de etila (1: 1, v/v), filtrados (PTFE 0,22
pm) e injetados 30 plL.

O B-caroteno foi identificado tendo como base a ordem de eluicéo, tempo de retengéo
e comparacdo do espectro do padrdo a 450 nm. A quantificacdo foi feita a partir da curva
analitica (r>=0,99) de sete pontos de trans-B Caroteno (0,5-50 mg/mL). Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.
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3.3.3. Calculo da bioacessibilidade in vitro

O célculo da bioacessibilidade do p-caroteno da Uvaia reconstituida e dos produtos
emulsionados é apresentado na Equacdo 1. O mesmo foi baseado na eficiéncia da micelarizacdo
apos a digestdo, representado pela razdo entre a quantidade de B-caroteno extraido das micelas

¢ a quantidade de B-caroteno extraido das amostras.

. 1ss . i —caroteno na fra¢do micelar
Bioacessibilidade in vitro do § — caroteno (%) = g £

X 100 Eq.1

B—caroteno na amostra

3.3.4. Analise estatistica

Os processos de extracdo foram realizados em triplicata, e os valores foram expressas

como média * desvio padréo.
3.4. Resultados e discussao

A Uvaia liofilizada apresentou na sua composicao 550,00 pig B-caroteno/g. O trans-p-
caroteno foi confirmado via coeluicdo com o padrdo (Figura 19), bem como comparacéo das
caracteristicas UV- vis e dados da literatura (SANTOS et al., 2023).
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Figura 19. Cromatogramas obtidos por HPLC: (A) padréo B-caroteno; tempo de retengdo do f3-

caroteno=37,26 min, (B) Uvaia reconstituida (Eugenia pyriformis Cambess); tempo de retengéo do -
caroteno=37,61min. (FONTE: Do préprio autor)
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De acordo com a Tabela 8, pode-se verificar que o modelo de digestdo in vitro foi
efetivo para a avaliacdo da bioacessibilidade do p-caroteno, possibilitando assim a

quantificacdo desse composto na fragdo micelar.

Tabela 8. Quantificacdo do B-caroteno na Uvaia reconstituida e produtos emulsionados ap6s digestdo in vitro.

Amostra Fracdo micelar pg p-caroteno/g Uvaia liofilizada
UR 590,00 + 0,2
03 159 £0,2
Oo17 92,7+0,4
CL 69,8 0,2
LT 559 0,2

UR: Uvaia reconstituida (22 mg/mL); O3: produto de Uvaia reconstituida incorporada & emulsdo contendo 3,0%
de 6leo de soja; O17: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulsdo contendo 17,0% de 6leo de soja; O3:
produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulsédo contendo creme de leite de 17,0% de gordura; LT: produto
de Uvaia reconstituida incorporada a emulsdo contendo leite de vaca a 3,0% de gordura.

A Figura 20 apresenta a bioacessibilidade calculada do B-caroteno. A bioacessibilidade
desse composto depende de diferentes varidveis como interacdes do produto com os sais de
bile, lipases e outras enzimas, e inclusive da concentracdo de lipideo, que pode interferir na taxa
de digestao lipidica. Em relacdo aos carotendides no geral, o B-caroteno tem maior facilidade
de micelarizagdo, devido a presenga do anel B-ionona nas extremidades da cadeia que o tornam

menos apolar se comparado, por exemplo, ao licopeno (KOPEC; FAILLA, 2018).

Bioacessibilidade calculada (%)
16,9
12,7
10,7 10,2
2,9
UR 03 017 CL LT

Figura 20. Bioacessibilidade em porcentagem da Uvaia reconstituida e produtos emulsionados.
(FONTE: Do préprio autor)

Nota: Bioacessibilidade calculada a partir da Equacdo 1. UR: Uvaia reconstituida (22 mg/mL); O3: produto de
Uvaia reconstituida incorporada a emulsdo contendo 3,0% de 6leo de soja; O17: produto de Uvaia reconstituida
incorporada a emulsdo contendo 17,0% de dleo de soja; CL: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulséo
contendo creme de leite de 17,0% de gordura; LT: produto de Uvaia reconstituida incorporada a emulsao contendo
leite de vaca a 3,0% de gordura.
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Observou-se na Figura 20 que a amostra O17, constituida por uma emulsdo contendo
17,0% de Gleo de soja, exibiu um aumento na bioacessibilidade em comparagdo com a Uvaia
liofilizada digerida, pois foi encontrado um valor de 16,9%. Esse aumento também foi
observado para o produto composto por 17% de gordura proveniente do creme de leite,
denominado CL, o qual apresentou um valor de bioacessibilidade de 12,7%. Esses dados
sugerem que a incorporacdo da Uvaia a emulsdo promoveu uma maior transferéncia de f-
caroteno para as micelas durante o processo de digestdo, especialmente nas amostras com maior
teor de lipidios, quando comparadas a micelarizacdo da Uvaia reconstituida que nao foi
incorporada a emulsdo (FAILLA et al., 2014).

E importante notar que, apesar de ambos os produtos possuirem um percentual
semelhante de lipidios, a amostra O17 apresentou um incremento maior do valor de
bioacessibilidade em comparacdo ao CL. Essa discrepancia pode ser atribuida a presenca de
outros compostos na composicao do creme de leite, os quais podem ter exercido influéncia na
micelarizacdo dos carotenoides. A amostra LT, composta por aproximadamente 3,0% de
gordura proveniente do leite de vaca, apresentou bioacessibilidade de 10,2% para o 3-caroteno
similar a Uvaia reconstituida (10,7%).

Observa-se gque a baixa porcentagem em lipideos para O3 associado a composi¢do em
6leo de soja ndo favoreceu a micelarizagdo do -caroteno apos a simulacdo da digestdo. Nessa
amostra de produto emulsionado com 3,0% de 6leo de soja, o valor apresentado de 2,9%
representa um decréscimo da bioacessibilidade do 3-caroteno, em relacdo a Uvaia reconstituida.

Dentre as fontes de lipideo, a quantidade de 6leo de soja, rico em &cidos graxos
poliinsaturados, impactou positivamente a bioacessibilidade do B-caroteno, considerando que a
Uvaia incorporada ao produto emulsionado contendo 17% de 6leo promoveu maior formacédo
de micelas em comparac¢do ao produto constituido de 3% desse lipideo. O creme de leite, rico
em gordura saturada de origem animal, também foi capaz de aumentar a bioacessibilidade da
Uvaia liofilizada e reconstituida. Goltz et al. (2012), consideraram que a fonte de lipideos tem
menos impacto na absor¢do de carotenoides do que as quantidades.

Baseado na literatura, uma hipétese é de que as goticulas da emulsdo O17 retardaram
a interacdo entre os carotenoides presentes na Uvaia e 0s pré-oxidantes na fase aquosa da
digestdo gastrointestinal, agindo como uma barreira de protecao durante o processo (SONG et
al., 2019).
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3.5. Conclusdes

Pode-se concluir pelos dados obtidos que houve incremento na bioacessibilidade do
[-caroteno proveniente da Uvaia liofilizada e reconstituida na presenca de lipideo.

0 modelo de produto emulsionado obtido a partir de 6leo de soja na concentracéo de
17% incorporado a uvaia reconstituida foi o mais promissor dentre os estudados, apresentando

a maior concentracdo de B-caroteno apds submetido ao processo de digestdo in-vitro.
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APENDICE A- Cromatogramas obtidos por HPLC da fracdo micelar dos produtos

emulsionados e incorporados a Uvaia a partir da emulséo de fonte lipidica (LT): leite a 3% de

gordura, (CL): creme de leite a 17% de gordura, (O3): 3% 6leo de soja, (17): 17% oleo de soja.
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