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RESUMO

Um estilo de vida sauddvel inequivocamente permeia habitos como exposi¢do zero ao
tabaco, pratica regular de atividade fisica e adocao de alimentacao adequada. Modelos
dietéticos recentes que priorizam o consumo de alimentos industrializados em
substituicdo a alimentos in natura contribuem para maior prevaléncia de doengas
cronicas, como cancer, segunda principal causa de morte global. Neste contexto, uma
dieta adequada inclui frutas, legumes e verduras, ricos em compostos bioativos como 0s
fenolicos que sdo reconhecidos pelas propriedades antioxidante e anticarcinogénica.
Pertencente ao maior bioma brasileiro, as arvores frutiferas amazonicas representam uma
valiosa fonte de fitoquimicos com potencial beneficio a satide. Entre os frutos, destaca-se
o aragd-boi (Eugenia stipitata) como espécie nativa de uso potencial, apreciada pelos
habitantes locais. Estudos experimentais tém demonstrado o efeito antitumoral de
extratos de frutos amazonicos em células humanas de cancer. Entretanto, para o
aproveitamento desses fitoquimicos, € necessaria liberacdo da matriz alimentar, seguida
de absor¢ao e metabolizacao. Ademais, dada a perecibilidade dos frutos tropicais ¢ a
importancia de sistemas alimentares mais sustentdveis, o cultivo adaptado de frutiferas
da Amazonia tem sido recomendado. Assim, esta tese investiga como o local de plantio
e os métodos de extragdo influenciam caracteristicas fisico-quimicas, capacidade
antioxidante, perfil fitoquimico e potencial antitumoral do araga-boi em células humanas
de cancer de prostata e colorretal. A tese inclui trés artigos: um de revisdo e dois originais.
O primeiro revisa métodos de avaliacdo da bioacessibilidade in vitro de fendlicos em
frutos tropicais e evidencia a ainda escassa aplicacdo de protocolos padronizados. No
segundo, foi realizada comparacdo do aracga-boi de cultivo nativo e adaptado, revelando
a superioridade do fruto nativo em pardmetros fisico-quimicos, contetido de compostos
bioativos e atividade antioxidante, destacando-se os teores de flavonoides, carotenoides
e vitamina C. Até onde sabemos, foi realizada pela primeira vez anélise metabolomica
ndo direcionada (UHPLC-HMRS) para o araca-boi, com anota¢ao de 94 metabolitos para
o fruto nativo e 100 para o adaptado, dos quais 65 ocorreram concomitantemente nos
frutos. A metabolomica, neste contexto, indicou a influéncia das condigoes
edafoclimaticas no perfil quimico da espécie. Ja o terceiro artigo visou investigar o
impacto da extragdo quimica e digestdo simulada sobre o conteudo de polifendis e
atividade antioxidante do fruto cultivado em diferentes areas, comparando seus efeitos na
atividade antitumoral em células humanas de cancer. Digestao simulada e extragdo
quimica afetaram distintamente o perfil fendlico e a atividade antitumoral do fruto. Os
extratos etandlicos apresentaram maior teor de polifendis e atividade sequestradora de
radicais livres, em especial nos frutos cultivados em local nativo. Enquanto isso, a
digestdo in vitro potencializou os efeitos antitumorais marcadamente em células humanas
de cancer de prostata DU-145, promovendo a apoptose e a parada do ciclo celular
especialmente devido a elevada bioacessibilidade da catequina na digesta de ambos os
frutos e a despeito das diferengas iniciais observadas para a atividade antioxidante e o
perfil quali-quantitativo de fenolicos relacionados com o local de plantio. Tais achados
destacam, portanto, o papel da digestdo na modulagdo da atividade funcional desses
fitoquimicos.

Palavras-chave: Myrtacea; Extracdo Assistida por Ultrassom; INFOGEST 2.0;
Polifendis.
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ABSTRACT

A healthy lifestyle unequivocally permeates habits such as zero exposure to tobacco,
regular physical activity, and the adoption of an adequate diet. Recent dietary models that
prioritize the consumption of processed foods instead of in natura foods contribute to a
higher prevalence of chronic diseases, such as cancer, the second leading cause of death
globally. In this context, an adequate diet includes fruits and vegetables, rich in bioactive
compounds such as phenolics that are recognized for their antioxidant and
anticarcinogenic properties. Belonging to the largest Brazilian biome, Amazonian fruit
trees represent a valuable source of phytochemicals with potential health benefits. Among
the fruits, the araca-boi (Eugenia stipitata) stands out as a native species of potential use,
appreciated by the local inhabitants. Experimental studies have demonstrated the
antitumor effect of Amazonian fruit extracts on human cancer cells. However, for the use
of these phytochemicals, it is necessary to release the food matrix, followed by absorption
and metabolization. Furthermore, given the perishability of tropical fruits and the
importance of more sustainable food systems, the adapted cultivation of fruit trees from
the Amazon has been recommended. Thus, this thesis investigates how the planting site
and extraction methods influence physicochemical characteristics, antioxidant capacity,
phytochemical profile, and antitumor potential of aracd-boi in human prostate and
colorectal cancer cells. The thesis includes three manuscripts: one review and two
originals. The first reviews methods for evaluating the in vifro bioaccessibility of
phenolics in tropical fruits and highlights the still scarce application of standardized
protocols. In the second, a comparison of native and adapted araga-boi was carried out,
revealing the superiority of the native fruit in physicochemical parameters, content of
bioactive compounds and antioxidant activity, highlighting the levels of flavonoids,
carotenoids, and vitamin C. To our knowledge, untargeted metabolomic analysis
(UHPLC-HMRS) was performed for the first time for aragé-boi, with annotation of 94
metabolites for the native fruit and 100 for the adapted fruit, of which 65 occurred
concomitantly in the fruits. Metabolomics, in this context, indicated the influence of
edaphoclimatic conditions on the chemical profile of the species. The third manuscript
aimed to investigate the impact of chemical extraction and simulated digestion on the
polyphenol content and antioxidant activity of the fruit grown in different areas,
comparing its effects on the antitumor activity in human cancer cells. Simulated digestion
and chemical extraction distinctly affected the phenolic profile and antitumor activity of
the fruit. The ethanolic extracts showed higher polyphenol content and free radical
scavenging activity, especially in fruits grown in native sites. Meanwhile, in vitro
digestion potentiated the antitumor effects markedly in human DU-145 prostate cancer
cells, promoting apoptosis and cell cycle arrest, especially due to the high bioaccessibility
of catechin in the digesta of both fruits, despite the initial differences observed for the
antioxidant activity and the phenolic profile related to the planting site. Such findings
highlight, therefore, the role of digestion in modulating the functional activity of these
phytochemicals.

Keywords: Myrtacea; Ultrasound-Assisted Extraction; INFOGEST 2.0; Polyphenols.
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O consumo de alimentos in natura, como legumes, verduras e frutas, ¢ a base para
uma alimentag¢do balanceada e assegura o funcionamento adequado do organismo. No
entanto, novos padrdes alimentares que envolvem a substitui¢do de alimentos in natura
por produtos industrializados prontos para consumo emergiram. Intensamente observadas
no Brasil, essas mudangas apontam para o desequilibrio na oferta de nutrientes e a
ingestao excessiva de energia, culminando no aumento da frequéncia de doencas cronicas
como obesidade, diabetes e certos tipos de cancer (Brasil, 2014).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, 2025), a
doenga ¢ a segunda causa mais comum de morte em todo mundo, sendo o cancer
colorretal o terceiro mais incidente em ambos os sexos, ocupando o segundo lugar em
termos de mortalidade, enquanto o cancer de préstata destaca-se logo abaixo na quarta
posi¢do em numero de novos casos e, em quinto, entre os tipos de cancer que mais matam
homens no mundo.

Este ultimo apresenta como fatores de risco hereditariedade (historia familiar
pregressa), raca negra e idade avangada. Embora ndo sejam elencados como fatores de
risco para o desenvolvimento de cancer de proéstata, condigdes de estilo de vida
relacionados a obesidade parecem estar associados a desfechos negativos em homens com
diagnostico de cancer de prostata. Ja o cancer colorretal ¢ uma enfermidade com
caracteristica heterogénea que, na maioria dos casos, manifesta-se sob a forma de tumores
esporadicos, ou seja, ndo causados por alteragdes herdadas. Como fatores de risco para
esta neoplasia maligna, podem-se incluir, além da falta de atividade fisica e aumento da
prevaléncia de sobrepeso e obesidade, a ma alimentagao, caracterizada pelo alto consumo
de carnes vermelhas e processadas e pelo baixo consumo de frutas, vegetais e fibras
(IARC, 2020).

Dada a importancia do consumo de alimentos in natura de origem vegetal, as
Nagoes Unidas declararam 2021 como o Ano Internacional das Frutas e Vegetais, visando
conscientizar a populagdo sobre a reducdo de perdas e desperdicios e, sobretudo, chamar
atencdo para os beneficios a satde creditados as substancias bioativas presentes
abundantemente nestes alimentos (FAO, 2020). Além da presenga de nutrientes
essenciais, os alimentos de origem vegetal, como frutas e vegetais, sdo ricos em

compostos bioativos, caracterizados como compostos ndo-nutrientes, que apresentam
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atividades bioldgicas diversas como acdo anti-inflamatéria, antioxidante e
anticarcinogénica (Teodoro, 2019).

Abrigando aproximadamente 20% de todas as espécies de vegetais do mundo, a
regido amazonica, cuja area em territorio brasileiro compreende mais da metade de sua
extensdo, apresenta arvores frutiferas com propriedades funcionais como, por exemplo,
acdo anti-inflamatoria e antiproliferativa; sendo assim, frutos originarios da regido podem
oferecer um grande potencial terapéutico atribuido aos seus conteidos de compostos
bioativos (Avila-Sosa et al., 2019). Dentre esses frutos, elenca-se o araga-boi (Eugenia
stipitata Mc Vaugh), com caracteristicas sensoriais bastante apreciadas pelos habitantes
locais.

E importante destacar que os frutos tropicais de modo geral apresentam elevada
perecibilidade. Neste contexto, estratégias de consumo mais sustentaveis que permitam a
diversificacdo dos sistemas alimentares, bem como a implementacdo de praticas de
otimizagdo do cultivo e comercializagdo de frutos, como colheita e logistica de
abastecimento, podem ser desenvolvidas a partir do estudo de espécies de plantas nativas
com cultivo adaptado. De acordo com Almeida & Santos (2020), a ampliacao do plantio
de frutos nativos amazdnicos para outros estados brasileiros, especialmente para aqueles
localizados na Mata Atlantica ou proximos de centros consumidores, mostra-se como
uma alternativa sustentavel de grande relevancia econémica, social € ambiental.

Ademais, a estratégia acima se alinha com alguns dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) no Brasil, contribuindo para a Agenda 2030, plano
global da Organizagdo das Nacdes Unidas para alcancar um futuro até 2030 onde a
pobreza devera ser erradicada, com promogao da dignidade humana e prote¢cdo do planeta
(Nagoes Unidas Brasil, 2025). Logo, a adocao desta estratégia contribuiria para o alcance
dos ODS n° 2 (fome zero e agricultura sustentavel), 3 (satide e bem estar), 9 (indistria,
inovagao e infraestrutura) e 12 (consumo e producao responsaveis).

Estudos experimentais in vitro sobre o efeito dos extratos de alguns frutos
amazoOnicos na inibi¢do do crescimento e na promocao de efeitos pro-apoptoticos de
linhagens celulares de cancer humano tém sido realizados com sucesso (De Souza et al.,
2019; Fidelis et al., 2020). Juntamente com abordagens terapéuticas de vanguarda contra
o cancer, a exemplo das terapias hormonal e biologica e o transplante de células-tronco,

novas substancias sdo testadas, focando na descoberta de agentes antitumorais com
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elevada resposta especifica, baixa toxicidade e redu¢do da resisténcia ao tratamento
(Mouhid et al., 2017).

Em vista disso, compostos bioativos tém recebido grande atengdo devido ao
elevado efeito potencial e baixa toxicidade em comparacdo a agentes quimioterapicos
convencionais (Liu & Feng, 2015). Em termos bioldgicos, porém, somente apds a
digestdo com acdo das enzimas digestivas e atuagdo da microbiota intestinal, em um
processo denominado bioacessibilidade, os compostos bioativos liberados da matriz
alimentar estardo potencialmente biodisponiveis para absor¢do e metabolizagdao
(Alminger et al., 2014).

Considerando o exposto acima, justifica-se a realizagdo de pesquisas que
investiguem o efeito da adaptacdo do local de plantio do aragéd-boi sobre o perfil dos
compostos bioativos e as fragcdes bioacessiveis deste fruto amazonico, ainda pouco
explorado comercial e cientificamente, com intuito de avaliar a implicacdo destes
compostos como potenciais agentes quimiopreventivos no cancer de prostata e colorretal.

O presente trabalho segue as normas de elaboracdo de tese no formato de artigo
cientifico definido pelo Programa de Pos-Graduagdo em Alimentos e Nutricdo (PPGAN)
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, sendo dividida em 3 capitulos,
nomeadamente:

CAPITULO I — Artigo de Revisio da Literatura “A review of in vitro methods to
evaluate the bioaccessibility of phenolic compounds in tropical fruits”. Artige publicado
na revista Critical Reviews in Food Science and Nutrition, em 05 de setembro de

2022. https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2119203

CAPITULO 1II — Artigo Original 1 “Untargeted UHPLC-HRMS metabolomics and
phenolic mapping of araga-boi: influence of planting region on fruit quality”. Artigo

submetido na revista Food Chemistry, em 02 de junho de 2025.
CAPITULO III — Artigo Original 2 “Chemical extraction and simulated digestion

modulate polyphenol profile and anticancer potential of araca-boi”. Artigo em preparo

para submissdo para revista Food & Function.
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Esta pesquisa teve como objetivo investigar como o local de cultivo e diferentes
métodos de extracdo de substincias bioativas influenciam parametros fisico-quimicos,
atividade antioxidante, perfil fitoquimico, bioacessibilidade de fendlicos e potencial
antitumoral de frutos da Eugenia stipitata em linhagens celulares humanas de cancer de

prostata e colorretal.
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Analisar criticamente os avangos ¢ as tendéncias nos métodos in vitro utilizados
para a avaliag@o da bioacessibilidade de compostos fendlicos em frutas tropicais
e seus subprodutos;

Avaliar o efeito do local de plantio sobre os pardmetros fisico-quimicos, teor de
fenolicos totais, carotenoides e capacidade antioxidante de frutos da Eugenia
Stipitata;

Caracterizar o perfil fitoquimico do araga-boi proveniente de diferentes locais de
cultivo;

Investigar o impacto de diferentes métodos de extracdo (extracdo quimica e
digestao simulada) no conteudo de polifenois e na atividade antioxidante do araca-
boi cultivado em diferentes regides brasileiras;

Comparar os efeitos dos extratos obtidos pelos diferentes métodos de extragao na
atividade antitumoral em células humanas de cancer de prostata (DU-145 e PC-3)

e colorretal (Caco-2 e HT-29).

17



REVISAO BIBLIOGRAFICA

18



1. Céancer

O cancer ¢ uma doenga de base genética em que alteragdes nos genes impactam a
forma como as células funcionam, especialmente como crescem e se dividem. Essas
alteragdes podem ocorrer por meio de erros na divisao celular, danos ao DNA ou por
heranca genética. Com isso, certas células passam a adquirir caracteristicas de
crescimento descontrolado e invasdo para outros tecidos. Ademais, as células
cancerigenas diferem das células saudaveis em diversos aspectos como capacidade de
crescimento em ambiente adverso, aptidao para ignorar sinais de apoptose celular e
habilidade para criar um microambiente tumoral de modo a driblar o sistema
imunologico, impedindo a retirada de células danificadas ou anormais (National Cancer
Institute, 2025).

A Organizag¢do Mundial de Saude classifica o cancer de duas formas, seja a partir
do local de desenvolvimento primdrio, seja histologicamente pelo tecido em que se
originou. De acordo com o critério histologico, os diversos tipos de cancer podem ser
agrupados em categorias principais como carcinoma, sarcoma, mieloma, leucemia,
linfoma e tipos mistos. Responsavel por mais de 80% de todos os casos de cancer, os
carcinomas sdo neoplasias malignas de origem no tecido epitelial, presente na pele,
revestindo 6rgaos e vias aéreas internas. Podem ser subdivididos em carcinoma de células
escamosas, com origem no epitélio escamoso ou em adenocarcinoma, quando se
desenvolvem em um o6rgdo ou uma glandula, a exemplo do cancer de colon e reto,
prostata, bexiga, mama e pancreas (World Health Organization, 2013).

Dados do Observatorio Global do Cancer vinculado a Agencia Internacional de
Pesquisa em Cancer (do inglés, International Agency for Research on Cancer — IARC)
apontam que o cancer colorretal e o cincer de prostata figuraram entre a terceira e quarta
posi¢do entre os tipos de cancer de maior incidéncia na populagdo mundial no ano de
2022, com casos de cancer de pele ndo melanoma enquadrados em outros tipos (Figura
1A). Ademais, também elencaram a presenga do cancer colorretal em segundo lugar em
termos de mortalidade para ambos os sexos (Figura 1B), estratificando em nimeros

absolutos os tipos de cancer que mais matam por sexo (Figura 1C e D) (IARC, 2025).
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A. Mumeros absolutos, incidéncia, ambos os sexos, em 2022

Continentes .
Pulmao

2 430 675 (13.2%)

Mama

2296 840 (12.3%
Outros ( ]

5 735 252 (46.6%)

Cdlon e reto
1926 425 (10.3%)

Prostata
i 1467 854 (7.8%)
;:];i; (4.6%) Estémago
- Total: 12 741 966 568 754 (5.2%)]
C. Numeros absolutes, mortalidade, homens, em 2022
Continentes
Pulméo
1233 241 (22.9%)
Qutros

1592 316(37.0%)

Figado
521 826 (9.7%)
Esdfago Cdlon e reto
318433 (5.9%) 499 775 (3.3%)
Pristata Estomago
357 430(7 4%] Total:5 350536 427 575 (7.9%)

Numereos absolutos, mortalidade, ambos os sexos, em 2022
Continentes

Pulméo
1817 463 (18.5%))

Qutros B
Colon e reto
4 400 516 (45.5%)
504 019 (9.3%)
Fipado
758 725 (7.8%)
Mama
666 103 (5.9%)
Péancreas Eets
stomago
467 403 [4.8%) Total: 5 674 416 660 175 6.8%)
Numeros absolutos, mortalidade, mulheres, em 2022
Continentes
Mama
666 103 [15.5%)
Outros Pulmao
1810872 (42.3%) 584 228 (13.6%)
Cdlon e reto
404 244 (9.4%)
Colo do dtero
Estémago 348 874 (8.1%)
232 600 (5.4%) Figado
Total: 4 283 820 236 895 [55%)

Figura 1 — Incidéncia e mortalidade dos principais tipos de cancer em niimeros absolutos no mundo. Fonte: adaptado de IARC (2025).



De acordo com o Instituto Nacional de Cancer — INCA, com estimativa de
continuo crescimento, aguarda-se para o triénio 2023 a 2025, ocorréncia de mais de 700
mil novos casos no Brasil, estando o cancer colorretal e de prostata entre os dez tipos de
cancer que mais acometem a populagao. Esta doenca figura inequivocamente como umas
das principais causas de morte prematura, antes dos 70 anos, na maioria dos paises, € cujo
controle depende de agdes continuadas de monitoramento da exposi¢do aos fatores de
risco, deteccao precoce, tratamento e cuidados paliativos para aqueles que nao alcancem

a cura ou controle da doenca (INCA, 2022b).

1.1. Cdncer colorretal

Boca, esdfago, estdmago, intestino delgado, intestino grosso e reto compdem o
trato digestorio. Dividido em quatro partes, ceco e colon ascendente, colon transverso,
colon descendente e colon sigmoide, o intestino grosso apresenta trés funcdes basicas:
absorcao de agua e eletrélitos; produgido/absor¢ao de vitaminas; e formagao/propulsdo de
fezes. E entdio responsavel pelo processamento da fragio ndo digerida dos alimentos
oriunda do intestino delgado, local no qual a maior parte dos nutrientes da dieta foi
absorvida (Azzouz & Sharma, 2021).

Também denominados de canceres de coélon e reto, os tumores malignos
colorretais acometem o intestino grosso (c6lon) e o reto (por¢ao final do intestino
imediatamente anterior ao anus). Aproximadamente 50% dos casos ocorrem no reto e
sigmoide e 30% no ceco (INCA, 2021). Desenvolve-se por meio de duas vias
moleculares: 1) adenocarcinoma convencional ou instabilidade cromossomica (70 a 75%),
quando ocorre um acimulo de eventos mutagénicos durante a progressdo do pequeno
adenoma para um carcinoma invasivo (Figura 2); ii) via serrilhada, menos comum
representando cerca de 25 a 30% dos casos, caracterizada pela metilagdo do DNA e
mutacdo do gene BRAF, desencadeando a regulagdo negativa da apoptose e positiva da

proliferagdo celular de curso mais rapido e comportamento mais agressivo (IARC, 2020).
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Figura 2 — Etapas de progressao de p6lipo adenomatoso para cancer de colon. Fonte:
Harvard Medical School (2023).

De acordo com o INCA, os principais fatores de risco associados ao
desenvolvimento do cancer colorretal sdo: idade igual ou superior a 50 anos; sobrepeso e
obesidade; e alimenta¢do ndo saudavel especialmente caracterizada pelo baixo consumo
de alimentos de origem vegetal, a exemplo das frutas e verduras. De igual modo, a
ingestdo de carnes processadas e o consumo excessivo de carne vermelha (superior a 500
g/semana) estdo associados com maior risco de desenvolvimento da doenca. Historia
familiar de cancer de intestino, historia pessoal de outros tipos de canceres como cancer
de ovario, utero e mama e de doengas inflamatorias intestinais, além de inatividade fisica,
tabagismo e consumo de bebidas alcodlicas, também aumentam o risco (INCA, 2021,
2022a).

Os principais sinais e sintomas da doenga incluem mudancas no hébito intestinal
(diarreia e constipagdo), presenga de sangue nas fezes, sensa¢cdo de que o intestino nao
foi completamente esvaziado ap6s evacuagdo, dor abdominal e perda de peso sem motivo
aparente. No entanto, a auséncia de sintomas ndo ¢ incomum e, para tal, testes que
permitam detectar alteragdes compativeis com as fases iniciais do desenvolvimento do
cancer de intestino podem ser utilizados. Nos Estados Unidos, o rastreamento a partir dos
45 anos tem sido recomendado como importante ferramenta para prevencao e detecgdo
precoce do cancer colorretal. Investigacdo sobre a histdria pessoal pregressa ou familiar
de polipos intestinais ou cancer de intestino, doencas inflamatorias intestinais e sindromes

genéticas como Polipose Adenomatosa Familiar ou Sindrome de Lynch (Céncer
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Colorretal Hereditdrio Nao-Poliposo) sdo os pilares do rastreamento sem sintomas
manifestos (CDC, 2021).

A respeito dos testes diagnosticos, que sdo utilizados na presenga de sintomas, o
INCA inclui os seguintes exames: pesquisa de sangue oculto nas fezes, que se configura
como o primeiro teste de suspeicdo, necessitando de exame complementar, em caso
positivo; testes imunoquimicos fecais com o uso de anticorpos para detec¢do de
hemoglobina humana e seus subprodutos, apresentando maior especificidade em
comparagdo com o exame anterior; retossigmoidoscopia, que permite visualizagdo da
parte final do intestino grosso, o sigmoide e o reto; e, a colonoscopia, que possibilita a
visualiza¢dao do colon e do reto, sendo inclusive possivel a retirada de lesdes durante o
exame (INCA, 2021).

Dos exames acima, a colonoscopia ¢ o método diagnostico padrdo-ouro para
investigacdo do cancer de célon e reto, na medida em que permite o exame de todo
conteudo do intestino grosso, bem como a remocgao e biopsia de grupos de células que
crescem de modo anormal na mucosa do intestino, os polipos. Iniciado o tratamento, na
maioria dos casos, tem-se a cirurgia como a escolha inicial, retirando a parte afetada do
intestino e os ganglios linfaticos adjacentes, seguida por outras etapas que podem incluir
a radioterapia, associada ou ndo a quimioterapia, visando reduzir a chance de recidiva da

doenga (INCA, 2022a).

1.2.  Cancer de prostata

Situada diretamente abaixo da bexiga e envolvendo a uretra proximal na pelve
menor (Figura 3), a prostata € uma glandula fibromuscular densa que desempenha suporte
ao sistema reprodutor masculino, cuja principal func¢do ¢ produzir uma solugdo alcalina
protetora, permitindo que, no ambiente vaginal acido, os espermatozoides tenham mais
tempo para fertilizar os 6vulos. Além disso, em funcdo do conteido de proteinas e
enzimas, atua de modo a fornecer nutri¢do aos espermatozoides, além de auxiliar sua
mobilidade via propulsdo mecanica pelo aumento do volume do liquido seminal na uretra

(Singh & Bolla, 2023).
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Figura 3 — Anatomia da proéstata. Fonte: INCA (2021).

Proveniente de subtipos histopatoldgicos distintos, o cancer de prostata inclui
neoplasias glandulares, carcinoma urotelial, carcinoma escamoso, carcinoma basocelular
e tumores neuroendodcrinos, sendo o adenocarcinoma acinar o responsavel por mais de
99% de todos os tumores de prostata. Idade avangada, histéria familiar e ancestralidade
africana estdo entre os fatores de risco incontestaveis (IARC, 2020). Além disso,
alteragdes nos genes BRCA 1 e 2 e ATM relacionam-se com o surgimento da doenga em
idade mais precoce e com pior evolugdo prognostica. O tipo de trabalho realizado pelo
homem também pode estar associado com o desenvolvimento do cancer de prostata, a
medida que o expde ocupacionalmente a substincias toxicas cancerigenas como aminas
aromaticas (nas induastrias quimica, mecanica e de transformagdo de aluminio), arsénio
(usado como conservante de madeira e como agrotoxico), petroleo e derivados, motor de
escape de veiculo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fuligem e dioxinas
(subprodutos de diferentes processos industriais). Por Gltimo, embora as evidéncias neste
campo ainda sejam limitadas, o excesso de peso corporal em homens parece estar
relacionado com o aumento do risco de cancer de prostata avancado (INCA, 2023).

Em geral, o cancer de prostata especialmente nas fases iniciais tem curso
silencioso. No entanto, destacam-se entre as manifestacdes clinicas, ainda que
inespecificas e compartilhadas com quadro de crescimento benigno da prostata,
dificuldade de urinar, diminui¢ao do volume urinario, demora em iniciar ou finalizar o

jato urindrio, maior frequéncia urinaria e presenga de sangue na urina. No tocante a
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detecgdo precoce, embora os exames de investigacdo de antigeno prostatico (do inglés
Prostate-Specific Antigen — PSA) e de toque retal sejam amplamente discutidos e
ponderados a luz dos beneficios e maleficios para o rastreamento da doenga, as diretrizes
nacionais ainda os recomendam inclusive como parte da estratégia de vigilancia ativa da
doenga (INCA, 2021). A esses exames, soma-se a indicacdo de ressonancia nuclear
magnética visando detec¢do de lesdes suspeitas no 6rgao. O diagnostico, entretanto, sé €
confirmado por meio de avaliagdo histopatologica (classificagao de Gleason) de bidpsia
prostatica transretal, com intuito de determinar o estadiamento da doenca, ajudando a
planejar o tratamento e prever o progndstico (INCA, 2023).

Cerca de 70% dos casos graves de cancer de prostata cursardo com metastase
oOssea, sitio favorito de colonizagdo e proliferagdo dos tumores com especial tropismo
pelas células osteoblasticas. Essa condi¢dao, além de criar um microambiente tumoral
peculiar que favorece a manutengdo e crescimento da neoplasia, esta relacionada com
aumento da resisténcia aos agentes quimioterapicos (Lin et al., 2018). Somam-se aos
sinais e sintomas iniciais, neste contexto, dor 6ssea, comprometimento da mobilidade,
anemia e caquexia do cancer (INCA, 2023).

Em linhas gerais, serdo levados em conta para a proposta terapéutica o
estadiamento da doenca, a idade e o estado geral de saude do paciente. Entre os
tratamentos mais difundidos, utilizados isoladamente ou em combinacdo, estdo: 1)
vigilancia ativa com monitoramento por meio de exames de rastreamento (PSA e toque
retal) e tratamento em casos de sinais e sintomas de crescimento do tumor; ii) observacao
cautelosa, quando nenhum teste ¢ realizado e s6 se tratam os sintomas; iii) cirurgia de
remo¢dao da préstata (prostatectomia); iv) radioterapia; € v) outras terapias como
crioterapia, quimioterapia, terapia biologica, ultrassom focado de alta intensidade, terapia

hormonal e terapia direcionada (CDC, 2025).

1.3.  Linhagens celulares de cancer colorretal e prostata: modelo de estudo

A técnica de cultivo de células foi desenvolvida, no inicio do século XX, com o
intuito de se estudar o comportamento das células animais fora do organismo. No entanto,
ao longo dos anos, seu uso ndo se limitou apenas ao estudo do comportamento de
determinado tipo de tecido ou célula in vitro, apresentando papel relevante no tratamento

de doencas degenerativas como o cancer (Alves & Guimaraes, 2010).
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As linhagens celulares HT-29 e Caco-2 foram isoladas por Jorgen Fogh em 1964
e 1974, respectivamente, a partir de carcinomas de célon humano (Rousset, 1986). As
células HT-29 apresentam alto consumo de glicose, necessitando de elevada concentragao
deste nutriente em meio de cultura. Sob condi¢des padrdes de crescimento, elas
apresentam um fendtipo nao diferenciado, com crescimento em uma monocamada de
células ndo diferenciadas e ndo polarizadas, sem a presen¢a de quaisquer caracteristicas
de células epiteliais intestinais, apenas expressando pequenas quantidades de enzimas
hidrolases. No entanto, uma vez diferenciadas, o que ocorre em aproximadamente 30 dias
em condigdes de cultivo e estimulo adequados, assumem a capacidade de expressar
fenotipo de células intestinais maduras, tais como enterdcitos ou células produtoras de
muco, dando-lhes uma caracteristica de linhagem celular pluripotente (Martinez-
Maqueda et al., 2015).

A respeito da linhagem Caco-2, as células ndo diferenciadas expressam niveis
baixos de proteinas caracteristicas de colondcitos ou enterdcitos (Engle et al., 1998),
apresentando igualmente a HT-29 fenotipo ndo diferenciado e auséncia de caracteristicas
de células absortivas intestinais. Com a diferenciagdo, ocorrida apds 15 a 20 dias apos
alcangar confluéncia e em condigdes adequadas de cultivo, espontaneamente se
diferenciam em uma monocamada de células com propriedades tipicas de células
absortivas intestinais com a presenc¢a da borda em escova, tipica de células do intestino
delgado, conferindo-lhe caracteristica de linhagem celular altamente diferenciada
semelhante a enterdcitos (Lea, 2015).

Em relacdo ao cancer de prostata, a maioria das linhagens celulares humanas de
cancer de prostata foram estabelecidas a partir de metastases. Enquanto as células DU-
145 sdo provenientes de metastase do sistema nervoso central isoladas do cérebro de
homem branco de 69 anos em 1977, as células PC-3 foram isoladas de metastase da
vértebra lombar de homem branco de 62 anos com adenocarcinoma prostatico grau IV.
Essas linhagens compartilham caracteristicas pela auséncia de sensibilidade aos
hormonios androgenos e por ndo expressarem PSA (Russell & Kingsley, 2003; van
Bokhoven et al.,, 2003). Em termos de potencial metastatico, as células DU-145
apresentam-se menos agressivas do que as células PC-3, que inclusive nao respondem a

glicocorticoides ou a fatores de crescimento epidérmico e fibrobléstico, proteinas que
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desempenham fun¢des celulares importantes como proliferacao, sobrevivéncia, migragcao
e diferenciagao celular (Wu et al., 2013).

Cabe destacar que as linhagens celulares derivadas de cancer humano sao modelos
amplamente utilizados para estudar o comportamento e a evolugdo do cancer,
possibilitando testar hipdteses em ensaios pré-clinicos in vitro para em seguida avangar
com seguranca para experimentos em animais e ensaios clinicos (Gillet et al., 2013).
Portanto, o uso de diferentes linhagens celulares que representam a mesma doenca, a
exemplo das células HT-29 e Caco-2 para o cancer colorretal e das células DU-145 e PC-
3 para o cancer de prostata, possibilita avaliar comparativamente o efeito dos tratamentos
sobre as propriedades funcionais das células, como capacidade de proliferagao, regulacao

do processo apoptoético e interferéncia na cinética do ciclo celular.

2. Estilo de vida e cancer

Um estilo de vida saudavel permeia habitos como ado¢do de dieta e nutri¢ao
adequadas, pratica regular de atividade fisica e exposi¢do zero ao tabaco. Cerca de 30 a
50% de todos os casos de cancer podem ser prevenidos com a adog¢do desses habitos e ao
evitar a exposicdo a agentes carcinogénicos ocupacionais, poluicdo do ambiente e
determinadas infecgdes cronicas. Ademais, se as tendéncias de reducgdo de atividade fisica
e aumento do peso corporal se mantiverem crescentes, em breve poderdo ultrapassar o
tabagismo como o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer (INCA,
2020).

Tanto o tabagismo ativo quanto a exposicdo passiva a fumaga do tabaco
relacionam-se com o desenvolvimento de diversas doencas cardiovasculares, do aparelho
respiratdrio e varios tipos de cancer. Estima-se, em comparacdo a nao fumantes, que a
exposi¢ao ao tabaco aumente o risco de surgimento de cancer de pulmao na ordem de 13
e 23 vezes para mulheres e homens, respectivamente. Muitos tipos de cancer estdo
associados com o tabagismo, a exemplo da leucemia mieloide aguda, cancer de bexiga,
cancer de colo do utero e cancer de colon e reto, entre outros, sendo considerado a
principal causa isolada e evitavel de mortes precoces no mundo (INCA, 2025).

Em relagdo a atividade fisica, somam-se as evidéncias cientificas de protecao
contra o desenvolvimento do cancer. Adicionalmente, estdo associados a pratica de

atividade fisica desfechos positivos como atenuacdo dos sintomas e efeitos adversos do
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tratamento, bem como aumento do tempo e da qualidade de vida dos sobreviventes do
cancer. Segundo as recomendacdes de atividade fisica para preven¢do e controle do
cancer da Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC), para adultos e idosos, a
atividade fisica de intensidade moderada (150 minutos/semana) a vigorosa (75
minutos/semana) reduz o risco de cancer de mama e de colon e possivelmente de cancer
de pulmao. J4 para os sobreviventes de cancer de célon, reto e mama, a atividade fisica
reduz o risco de mortalidade geral e especifica pela doenga, enquanto para sobreviventes
de cancer de proéstata, observa-se reducao do risco de morte especifica para o cancer. Por
fim e ndo menos importante, a pratica de atividade fisica ¢ mais que comprovadamente
eficiente em prevenir ou reduzir o ganho de massa gorda em adultos, contribuindo para
reducdo dos diversos tipos de cancer associados com sobrepeso e obesidade (SBOC,
2022).

Considerando a forte evidéncia de que o maior teor de gordura corporal causa
muitos tipos de cancer, a manutencdo de um peso saudavel encabega as principais
recomendacdes para prevencdo do cancer. E, como desdobramento, outras duas
recomendacdes se seguem visando reduzir tanto o risco de cancer quanto o risco de ganho
de peso que indiretamente estd associado ao risco aumentado de cancer: manter-se
fisicamente ativo e consumir dieta rica em cereais integrais, vegetais, frutas e
leguminosas. Essas recomendag¢des de consumo esbarram em importantes mudangas
observadas nas Ultimas décadas no padrao alimentar e perfil nutricional da populagao
brasileira. Ingestao elevada de alimentos processados e ultraprocessados, em detrimento
de alimentos frescos ou in natura associados a refeicOes e preparacdes culinarias
tradicionais, tem acompanhado o aumento na prevaléncia de sobrepeso e obesidade. E,
somado a isso, o consumo de bebidas alcoolicas, também em crescimento, apresenta forte
relacdo com alteragdes no material genético e consequentemente desenvolvimento do
cancer (INCA, 2020).

De acordo com a IARC, os habitos alimentares observados desde a infancia até a
vida adulta podem influenciar o processo de carcinogénese (formagao do céncer) em
varios estagios. Modelos dietéticos, que enfatizam a ingestdo abundante de frutas e
vegetais, graos integrais, castanhas, leguminosas, peixes e produtos lacteos fontes de

calcio, em detrimento de carnes vermelhas e processadas, grdos refinados, bebidas
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agucaradas e doces, estdo associados com reducao do risco de desenvolvimento do cancer

colorretal por exemplo (IARC, 2020).

2.1. Dieta, consumo de frutas, legumes e verduras e cancer

Dentre os beneficios do consumo de frutas, legumes e verduras (FLV), estdo o
crescimento ¢ desenvolvimento adequados, longevidade, melhora da satide mental e
cardiovascular, risco reduzido para cancer, obesidade e diabetes, melhora da saude
intestinal e da imunidade. Tais efeitos benéficos podem ser associados a presenca de
nutrientes e fitoquimicos, os ultimos representados pelas diferentes cores destes
alimentos. Pigmentos roxos/azulados, por exemplo, estdo relacionados com propriedades
antioxidantes que podem reduzir risco de cancer, infarto e doencas cardiacas; pigmentos
vermelhos, em geral, auxiliam na reducdo do risco de cancer e melhoram a saude do
coracgdo; a coloracdo laranja/amarela relaciona-se com o contetido de carotenoides que
ajudam na saude dos olhos; pigmentos marrons/brancos sio fitoquimicos com
propriedades antimicrobianas; e a cor verde traz consigo inumeros compostos bioativos
com diferentes propriedades biologicas (FAO, 2020).

A fim de se defender de condigdes externas como pragas, patdogenos, temperatura
e radiacdo solar, as plantas sintetizam uma série de metabolitos secundarios. Divididos
em quatro classes, os fitoquimicos provenientes do metabolismo secundario das plantas
podem ser categorizados em compostos fenolicos, alcaloides, compostos sulfurados e
terpenoides (Guerriero et al., 2018). O grupo dos compostos fenolicos ¢ de longe o mais
abundante na natureza, sendo classificado, de acordo com a estrutura quimica e
complexidade, em ndo flavonoides e flavonoides, com estes Ultimos apresentando
estrutura quimica basica de 15 carbonos (C15), formando trés anéis — dois anéis
aromaticos (A e B) e um anel heterociclico com grupo oxigenado (Neveu et al., 2010;
Septembre-Malaterre et al., 2018; Thakur et al., 2020).

O consumo de compostos fendlicos tem sido associado a reducdo do risco de
desenvolvimento de desordens como céancer devido ao efeito modulador sobre vias de
sinalizagdo envolvendo inflamagdo, dano oxidativo e apoptose celular. Dentre as
principais atividades biologicas, os polifenois tém a propriedade antioxidante como uma
das mais marcantes. Devido a estrutura quimica caracterizada pela presenga de um ou

mais grupos funcionais hidroxila (OH) ligados a um carbono do anel aromatico, estas
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substancias apresentam capacidade direta de eliminacdo de radicais livres. E,
indiretamente, podem agir de modo a estimular a atividade de enzimas antioxidantes

(Cosme et al., 2020).

3. Frutos amazonicos e cancer

A elevada biodiversidade da floresta amazonica, que abrange parte dos territorios
da Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Peru, Suriname ¢ Venezuela, propicia a
bioprospeccao de espécies frutiferas e vegetais, a medida que explora novos recursos
biologicos com foco nas industrias farmacéutica e de alimentos. Arvores frutiferas como
acai (Euterpe oleracea), camu-camu (Myrciaria dubia), buriti (Mauritia flexuosa), cubit
(Solanum sessiliflorum), mapati (Pourouma cecropiifolia) e araga-boi (Eugenia stipitata)
estdo entre as espécies com potencial bioativo e agroindustrial (Cuéllar Alvarez et al.,
2025). Somam-se a esses, frutos como piquia (Caryocar villosum), cupuacu (Theobroma
grandiflorum) e bacuri (Platonia insignis), cujo contetido de substancias bioativas tem
atraido a atencdo da industria de alimentos e cosmética (Almeida & Santos, 2020).

O consumo regular de frutos amazonicos desponta como uma abordagem
terapéutica potencial na prevencdo e tratamento de diferentes doencas cronicas ndo
transmissiveis, a exemplo do cancer. Ademais, uma vez introduzidos na alimentacao,
podem reduzir a incidéncia e atenuar complicagdes comumente presentes nestas doengas.
Dado o elevado conteudo de substancias como flavonoides, antocianinas, acidos
fenodlicos, taninos e carotenoides, as propriedades antioxidante e anti-inflamatoria dos
frutos amazonicos se destacam (Lima et al., 2024), contribuindo de forma significativa
para a atividade antitumoral a medida em que reduzem o estresse oxidativo € modulam o
microambiente tumoral.

Becker e colaboradores (2020) avaliaram a composi¢ao fendlica, a capacidade
antioxidante e atividade antiproliferativa de 10 espécies de frutos nativos amazonicos em
células humanas de cancer colorretal. Agai, inaja (Maximiliana maripa), monguba
(Pachira aquatica), bacuri e abiu (Pouteria caimito), além de elevadas concentragdes de
compostos fendlicos e alta capacidade sequestradora de radicais livres, apresentaram
importante habilidade de inibir o crescimento das células Caco-2, enquanto biriba
(Rollinia orthopetala) e pajura (Couepia bracteosa) demonstraram os mais elevados

efeitos antiproliferativos. Extratos aquosos de outros frutos amazodnicos, murici
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(Byrsonima crassifolia (L.) Kunth e B. verbascifolia (L.) DC.) e tapereba (Spondias
mombin), também exibiram forte citotoxicidade em linhagens celulares humanas de
cancer de mama. Além disso, modularam o ciclo celular, levando a parada nas fases Go/Gi
e/ou SubGj e induziram as células a morte celular por apoptose (De Souza et al., 2019).

Apesar dessa variedade da flora brasileira, que apresenta a maior diversidade do
mundo com mais de 50% da floresta amazodnica em territorio brasileiro, tal biodiversidade
ainda ¢ pouco conhecida e subutilizada. Neste contexto, o Ministério do Meio Ambiente,
aliado a outras iniciativas, responsavel por promover estrutura e conhecimento
necessarios a conservacao da biodiversidade e sua utilizacdo sustentavel em prol da
sociedade, elaborou na década de 2000 o programa “Plantas para o Futuro”. O trabalho
teve como objetivo principal identificar as espécies da flora brasileira de uso atual ou
potencial, ampliando o conhecimento sobre cada uma delas e despertando a preocupagao
da sociedade sobre questdes relacionadas a conservagao e promogao do uso de espécies
nativas (Brasil, 2016).

Dentre as plantas alimenticias nativas priorizadas no ambito do projeto “Plantas
para o Futuro”, a Eugenia stipitata foi umas das espécies selecionadas para representar a

flora nativa da regido Norte do pais (Franklin & Nascimento, 2020).

3.1. Araga-boi (Eugenia stipitata)

Trata-se de um arbusto perene da familia Myrtacea, do género Eugenia, nativa da
regido amazodnica. O seu fruto ¢ uma baga carnuda com epicarpo fino e amarelo com
formato redondo a achatado e sabor acido atraente, pesando em torno de 150 a 200 g, com
8% do peso total para casca, 23% para sementes (média de trés por fruto) e 69% para
polpa (Figura 4). Geralmente ¢ colhido no estagio verde-maduro, utilizando a cor da
casca, acidez titulavel e firmeza da fruta como indicadores de colheita. Sdo muito
suscetiveis a danos mecanicos, desidratagdo, encolhimento, amolecimento e lesdo por
frio, sendo preferencialmente consumidos sob a forma de sucos, polpas congeladas,
geleias e doces (Fernandez-Trujillo et al., 2011). Em linhas gerais, floresce e frutifica trés
vezes no ano, apresentando pelo menos um pico forte de floragdo entre julho e setembro
(estacdo seca) e um pico de frutificagdo mais proeminente na estacdo chuvosa entre

janeiro e marco (Falcao et al., 2000).
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Figura 4 — Aragé-boi (Eugenia stipitata). Fonte: Do proprio autor.

Na Tabela 1, sdo apresentados dados sobre a composi¢ao nutricional, os parametros
fisico-quimicos e os principais fitoquimicos encontrados na polpa do araga-boi. Os frutos
demonstram uma rica composicdo, sendo excelente fonte de fibras, substancias

antioxidantes e minerais, como calcio e potéssio.
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Tabela 1 — Aspectos nutricionais e fitoquimicos do araga-boi

Composicao Partes comestiveis Referéncias
Umidade 91,40 + 1,00% °
Cinzas 2,31 £0,07%?
Calcio 107,16 + 1,54 mg% ?
Magnésio 76,65 = 1,28 mg% *
Ferro 3,74 £ 0,05 mg% ?
Zinco 1,32 £ 0,04 mg% ?*
Potassio 827,66 £ 14,51 mg% ? Fernandes de Aratjo
Cobre 1,12 +0,02 mg%:® ctal. (2021
Manganés 0,49 + 0,02 mg%?
Sodio 118,95 £ 4,43 mg%*
Proteinas 11,82 +0,03%?*
Carboidratos 18,51 £0,20%*?
Glicose 7,49 £ 0,26 mg/g*®
Frutose 17,58 + 0,80 mg/g*
Sacarose 39,01 +2,94 mg/g*
Lipideos 3,02+0,15%"*
Fibras 64,31 +0,23%*
SST? 4,6 +0,1 °Brix ®
pH 2,6+0,1° Garzon et al. (2012)
Acidez total 2830 + 500 mg% >¢
Vitamina C 3,73 £ 0,37 mg% ° Baldini et al. (2017)
PT 184,05 + 8,25 mg% EAG®
Miricetina 17,0 £ 0,50 mg%~"° Neri-Numa et al.
Quercetina 5,16 + 1,40 mg%”° (2013)
Kaempferol 3,70 £ mg%"*
CT 806 + 348 ug B-caroteno% "
Luteina 99 +£ 17 pug%"°

(palmitato miristato)

B-Criptoxantina
(palmitato)

92 + 38 ug%"°

Garzon et al. (2012)

2 casca e polpa do fruto em base seca; ® valor expresso em base imida de polpa; © valor expresso em 4cido
malico. Abreviagdes: SST — solidos soluveis totais; EAG — equivalente de acido gélico; PT — polifenois
totais; CT — carotenoides totais;
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Efeitos metabolicos relevantes t€ém sido atribuidos & composi¢do de substancias
bioativas presentes no araga-boi. Soares et al. (2019) demonstraram importante ac¢ao
antioxidante com aumento da capacidade removedora de radicais livres in vitro e
propriedade anti-inflamatoria in vivo por meio do ensaio de migracao de neutrofilos em
ratos. Outros efeitos bioldgicos como propriedades antimutagénica e antigenotoxica em
modelo animal (Neri-Numa et al., 2013) e atividade antiproliferativa em células humanas
de cancer (Borsoi et al., 2024) tém sido demonstrados. Adicionalmente, na figura 5, sdo
apontadas as diferentes atividades funcionais associadas a composi¢do de substancias
bioativas no araga-boi.

Considerando o supracitado, em especial a elevada perecibilidade do fruto e seu
potencial bioativo, o estimulo ao plantio de frutos de origem amazdnica para outros
estados brasileiros que estejam mais proximos de centros consumidores e que favorecam
a logistica de abastecimento, mantendo o padrdo de qualidade do fruto, configura-se como
uma estratégia de diversificagdo dos sistemas alimentares, & medida que proporciona a
populagdo acesso a alimentos ricos em substancias bioativas ainda pouco explorados

comercialmente e de forma sustentavel.

Regulagao
hormonal

Protegao das celulas
imunoldgicas

Atividade
antitumoral

‘ Atividade antioxidante

Vitamina C | ¥

Eugenia stipitata

Figura S — Principais substancias bioativas presentes no araca-boi e seus efeitos
bioldgicos. Fonte: adaptado de Acosta-Vega et al. (2024).
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Ademais, a exemplo do que ocorre com um fruto nativo amazonico de grande
expressdo nacional, o Ministério da Agricultura oficializou, em 2024, orientacdo para
expandir o plantio do agai para outras regides do pais, acompanhando o avanco da
demanda pelo alimento. Para este fim, estabeleceu um instrumento de politica agricola
denominado Zoneamento Agricola de Risco Climatico, que objetiva identificar areas de
menor risco climatico e definir as melhores regides de cultivo para o fruto com vistas a
redugdo de perdas na produgdo e obten¢do de rendimentos mais elevados (Brasil, 2024).
Neste sentido, reforga-se a importancia do estudo do impacto do cultivo adaptado para
outras espécies de plantas de uso econdmico potencial como o araga-boi.

Finalmente, para que ocorram todos os beneficios creditados ao consumo do fruto,
¢ fundamental que as substidncias bioativas presentes na matriz do alimento,
majoritariamente os compostos fenolicos, consigam ser disponibilizados para absor¢ao,
ou seja, precisam estar bioacessiveis. Existem, portanto, diversas metodologias que visam
analisar a bioacessibilidade de nutrientes e ndo-nutrientes na matriz dos alimentos. Vista
como uma alternativa e primeira fase a ser realizada antes dos ensaios in vivo, a digestao
simulada in vitro se mostra como método mais simples e barato, apresentando boa

correlagdo com resultados em modelos animais (Karas et al., 2017).

4. Bioacessibilidade de compostos fenolicos e digestao in vitro

Ao definir bioacessibilidade, faz-se necessario resgatar primeiramente um
conceito mais amplo da farmacocinética sobre biodisponibilidade, que ¢ definida como a
fracdo de uma substincia ingerida que alcanca a circulagdo sistémica, tornando-se
disponivel para utilizagdo do organismo em condi¢des fisioldgicas normais. A
bioacessibilidade compreende etapas como liberagao da substancia da matriz do alimento,
transformagdes digestivas ao longo do trato gastrointestinal, absor¢do intestinal e
metabolismo pré-sistémico. Juntamente com a bioatividade, caracterizada como
transporte e assimilagdo por tecidos-alvo, metabolismo e resposta fisioldgica a uma dada
substancia, a bioacessibilidade integra o conceito global de biodisponibilidade (Thakur et
al., 2020).

A bioacessibilidade pode ser estudada por meio de ensaios in vivo ou in vitro,
respectivamente, aplicadas em animais ou em humanos e categorizadas em estudos de

equilibrio geral (estimativa da fracdo bioacessivel de uma dada substancia pela subtragao
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das quantidades excretadas em relagdo a quantidade total ingerida) ou de concentragdo da
substancia em tecidos especificos. Ja as metodologias in vitro podem avaliar a absorcao
intestinal e o metabolismo pré-sist€émico, envolvendo estudos com cultura de células ou
em ensaios de disponibilidade de absorcao intestinal por modelo de digestao estatica ou
dinamica (Cardoso et al., 2015).

Visando o estabelecimento de uma rede internacional de estudo sobre o destino
gastrointestinal dos alimentos que disseminasse resultados criticos, desenvolvesse
colaboragdes multidisciplinares e harmonizasse abordagens entre os grupos, entre 2011 e
2015, foi constituido um projeto de Cooperagao Europeia em Ciéncia e Tecnologia (do
inglés, European Cooperation in Science and Technology — COST) chamado INFOGEST
(European Cooperation in Science & Technology, 2025). A proposito, foi desenvolvido
um modelo estitico padronizado de digestdo in vitro adequado para alimentos,
estabelecido por meio de um consenso internacional (Brodkorb et al., 2019; Minekus et
al., 2014). O modelo foi projetado para que o alimento passe sequencialmente pelas etapas
de digestdo sob condi¢des fisioldgicas de composicdo de eletrdlitos, atividades
enzimaticas, concentracao de bile, valores de pH, temperatura, forgas mecanicas e tempo
de transito. Em 2019, o método foi aprimorado e designado INFOGEST 2.0 (Figura 6),
com a inclusdo da fase oral e uso de lipase gastrica. Concentracdes finais de nutrientes
especificos apds o processo digestivo e as cinéticas de liberagao do nutriente ao longo da
digestao podem, portanto, ser avaliadas com aplica¢do do método, permitindo sobretudo
a comparagdo dos resultados entre os diferentes grupos de pesquisa (Brodkorb et al.,
2019).

Neste contexto, os ensaios de digestdo simulada in vitro podem ser utilizados de
modo a acompanhar as alteragdes sofridas no contetido total dos compostos fenolicos e
na capacidade antioxidante de frutas tropicais, seus derivados e subprodutos,
monitorando, assim a estabilidade digestiva destes fitoquimicos (Fitri et al., 2016; Quan

et al., 2020; Xie et al., 2021).

36



PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUE E
ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

FASE ORAL

Fluido salivar simulado + CaCl,
Amilase salivar
Incubagio sob agitagio (2 min, 37 °C e pH 7.0)

FASE GASTRICA

Fluido gastrico simulado + CaCl,
Pepsina e lipase gastrica
Incubagio sob agitagio (2 h, 37 °C e pH 3.0)

FASE INTESTINAL

Fluido intestinal simulado + CaCl,
Sais biliares e pancreatina
Incubagio sob agitagio (2 h, 37 °C e pH 7.0)

AMOSTRAGEM E TRATAMENTO
DA AMOSTRA DIGERIDA
(DIGESTA)

Figura 6 — Diagrama simplificado do método de digestdo INFOGEST 2.0 para
alimentos. Fonte: adaptado de Brodkorb et al. (2019).
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Abstract

International guidelines strongly advise about the frequent and varied intake of plant in
diet. In this scenario, the consumption of fruits is closely related to health benefits due to
the abundant presence of bioactive substances. Accordingly, the production of tropical
fruits has stood out worldwide, reaching records since the past decade. However, to
ensure that phenolic substances are indeed used by the body, they need to be accessible
for absorption. For this purpose, several methods are used to assess the phenomenon of
bioaccessibility. We provide information on 1) in vitro methods for the evaluation of the
bioaccessibility of phenolic compounds in tropical fruits, including their derivatives and
by-products; ii) a study performed using a semi-dynamic in vitro digestion model; iii)
simulated digestion with a dialysis membrane step, polyphenol transport/ uptake using
cell culture, and in vitro colonic fermentation process. Although standardized static and
semi-dynamic in vitro digestion methods already exist, few studies use these protocols to
assess the bioaccessibility of polyphenols in tropical fruits. To guarantee that in vitro
digestion assays reproduce consistent results compared to in vivo reference methods, it is
essential to universalize standardized methods that allow the comparison between results,

enabling the validation of in vitro digestion methods.

Keywords

Bioactive compounds; bioavailability; fruits; polyphenols; simulated digestion.

1. Introduction

The principles for healthy eating include the adoption of a varied and balanced
diet with fresh or minimally processed foods. Moderate consumption of animal foods
such as eggs, dairy products, poultry, fish, and small amounts of red meat is also
recommended. In addition, it is important to include whole grains, nuts, and especially
fruits and vegetables, in abundance and variety, to reduce the risk of chronic diseases
related to diet and to promote the health and well-being of the population (FAO et al.,
2020).

40



The consumption of plant foods, especially fruits and vegetables, which are
greatly emphasized in nutritional recommendations, is closely related to health benefits.
This is due to the presence of nutritive bioactive molecules including vitamins, minerals,
and fibers, as well as phytochemicals, or non-nutrient bioactive molecules, such as the
phenolic compounds found in the matrix of these foods (Septembre-Malaterre et al.,
2018) with more than 8,000 phenolic structures detected (Arruda et al., 2020).

Tropical fruits, defined as fruits that are cultivated in humid and hot regions
located between the Tropics of Cancer and Capricorn, encompasses the regions of the Far
East, Latin America, the Caribbean, and Africa (Wongs-Aree & Noichinda, 2014), have
stood out worldwide. According to Food and Agriculture Organization (FAQO) data,
global trade of the main tropical fruits reached a new record of more than 7 million tons
in 2019, which means an expansion of 6.4% per year (FAO, 2020b).

Although there is extensive scientific literature on the presence of non-nutrient
bioactive substances in fruits and vegetables, knowledge concerning the assessment of
the exact amounts of these phytochemicals that are available to perform their roles in the
human body is still quite limited (Thakur et al., 2020). In biological terms, only after the
action of digestive enzymes and the intestinal microbiota, a process called
bioaccessibility, the bioactive compounds released from the food matrix will be
accessible for absorption and metabolization (Alminger et al., 2014).

Considering, therefore, the panorama represented schematically in Figure 1,
which is based on i) the expressive growth in the cultivation and consumption of tropical
fruits in the world scenario; ii) the relevance of the polyphenol class, as the most abundant
group of phytochemicals present in fruits and vegetables; and iii) the different possible
ways to assess the bioaccessibility of these bioactive substances, this review aims to
provide up-to-date information on methods used to assess the in vitro bioaccessibility of

phenolic compounds in tropical fruits, including their derivatives and by-products.
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Figure 1. Main topics discussed in this review

2. Bioactive compounds in fruits

Sources of renewable resources and suppliers of phytochemicals, plants
synthesize a series of secondary metabolites to defend themselves from external
conditions such as biotic (e.g., pests and pathogens) and abiotic (e.g., temperature and
light) factors. Phytochemicals derived from the secondary metabolism of plants are
divided into four classes, and they can be categorized into phenolic compounds, alkaloids,
sulfur compounds, and terpenoids (Guerriero et al., 2018). Moreover, it is noteworthy
that, although the macromolecules of primary metabolism, that is, carbohydrates,
proteins, and lipids, are mostly present in plants, medicinal properties are related to the
presence of their secondary metabolites (Mustafa et al., 2017).

Among the main groups of secondary metabolites, phenolic compounds are the
most abundant in nature. Indeed, these compounds are found mainly in fruits and

vegetables, and they can be classified, according to chemical structure and complexity,
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into flavonoids and non-flavonoids (Figure 2), which are subdivided into other categories,
such as flavanols and phenolic acids (Neveu et al., 2010; Septembre-Malaterre et al.,

2018; Thakur et al., 2020).

Anthocyanins Hydroxycinnamic Hydroxybenzoic
acid acid
Flavanones
Isoflavones
Flavonols . FLAVONOIDS
Flavones Phe_nolic
Phenolic acids
Chalcones COII]pOU_IldS
Flavanols Lignans

NON-
FLAVONOIDS

Stilbenes

Proanthocyanidins Catechins
Epicatechins Curcuminoids

Figure 2. Classification of phenolic compounds.

Through the modulation of signaling pathways involving inflammation, oxidative
damage, and apoptosis, the consumption of phenolic compounds can reduce the risk or
even delay the development of disorders such as cancer, metabolic syndrome, and
neurodegenerative diseases (Arruda et al., 2020). Among the main biological activities,
the antioxidant property of polyphenols is highly relevant. Due to the chemical structure
characterized by the presence of one or more hydroxyl functional groups (OH) linked to
a carbon aromatic ring, these substances have a direct capacity for scavenging free
radicals. Moreover, they can indirectly act to stimulate the activity of antioxidant enzymes
(Cosme et al., 2020).

More than 60% of the phenolic compounds present in fruits belong to the

flavonoid group, considered the most bioactive one. Although flavanols are the most
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abundant flavonoids in nature, flavonols are normally present in greater amounts in fruits
and mainly represented by the content of myricetin, quercetin, and kaempferol. In the
group of flavanols, proanthocyanidins stand out. Naringenin, eriodictyol, and hesperetin
are the major phenolic substances representing the group of flavanones found in fruits,
especially in citric fruits. Besides, anthocyanins, the glycosylated form of anthocyanidins,
occur abundantly in these foods. On the other hand, among the non-flavonoid phenolic
compounds, phenolic acids are of major importance, such as gallic, p-coumaric, caffeic,

and chlorogenic acids found in many fruits (de la Rosa et al., 2019).

3. Bioaccessibility

To understand bioaccessibility, it is needed to recall a broader concept of
pharmacokinetics about bioavailability, which means the fraction of an ingested
substance that reaches the systemic circulation, making it available for use by the body
under normal physiological conditions. The release of a substance from the food matrix
and digestive transformations throughout the gastrointestinal tract (GIT), such as
mechanical action, enzymatic activities and pH change, comprise bioaccessibility.
Therefore, defined as the fraction of a substance available for subsequent uptake and
absorption, bioaccessibility is the first step of bioavailability (Alminger et al., 2014).

Thus, it is imperative to know the exact amount of bioactive compounds that will
indeed be available for absorption in the food matrix and not only their total content, as
observed in databases, such as food composition tables. These data are certainly
overestimated; therefore, it is necessary to ascertain the bioaccessibility of such
substances to determine the fraction of each component released from the food matrix in
the GIT and then available for absorption (Barba et al., 2017).

Among the factors that affect the bioaccessibility and bioavailability of phenolic
compounds, the chemical structure and interactions with the food matrix are the main
contributors. Molecular size, glycosylation pattern, and substance class are important
features of the chemical structure of polyphenols. Possible interactions of these
substances with polysaccharides, such as cellulose, hemicellulose, and pectin, which form
the plant cell wall, and proteins in the food matrix, are also relevant. In this sense, food
processing plays a pivotal role in the bioavailability of these compounds, as it can change

both the chemical structure and interactions with other substances in the matrix, making
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them more accessible to the body. In addition, extrinsic (non-food) factors, such as
nutritional status and genetic factors of individuals may have direct implications for the

bioavailability of phenolic compounds (Ribas-Agusti et al., 2018).

3.1 Principles of in vitro bioaccessibility

Essentially, bioaccessibility can be studied through in vivo or in vitro assays. In
vivo methods, applied to animals or humans, can be divided into general equilibrium
studies (for example, the estimation of the bioaccessible fraction of a given substance by
subtracting the amounts excreted from the total content ingested) or into concentration
analyses of the substance in specific tissues. On the contrary, in vitro methods can be
categorized into assays for the evaluation of intestinal absorption and pre-systemic
metabolism, which comprise cell culture studies or assays to estimate the availability of
intestinal absorption using static or dynamic digestion models (Cardoso et al., 2015).

In vitro models are based on the simulation of conditions found in the GIT.
Sequentially, food constituents are exposed to various artificial fluids that simulate the
digestive compartments, beginning with the mouth, followed by the stomach, small
intestine, and finally the colon. Furthermore, equally relevant parameters such as pH,
ionic composition, enzymatic activity, digestion time, and mechanical forces are
mimicked (Coles et al., 2005). In general, static models (Figure 3) are similar to chemical
reactors that achieve maximum fractions of bioaccessibility; however, part of the physical
and rheological properties that occur during digestion might be neglected. On the other
hand, dynamic methodologies (Figure 4) are intended to be more physiological, as they
include various phenomena such as mixing, hydration, and peristalsis (Cardoso et al.,
2015), providing greater predictability in terms of nutrient accessibility and/or food

behavior during the digestive process (Sensoy, 2021).
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Figure 3. Diagram of the static in vitro digestion model of phenolic compounds in fruits.

In addition to the above-mentioned models, there is also the TNO Gastro-
Intestinal Model (TIM) which reproduces a multi-compartment model based on
computer-controlled simulation of the physiological conditions observed in the
gastrointestinal lumen during the in vivo digestive process of a meal (Lafond et al., 2015;
Minekus, 2015). Since this model accurately simulates physiological processes and
conditions within the GIT, it has been referred to as a possible gold standard assessment

in terms of bioaccessibility (Verwei et al., 2016).
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Figure 4. Diagram of the dynamic in vitro digestion model of phenolic compounds in fruits
(adapted from Lafond et al. 2015 and Sensoy 2021).

3.2 In vitro methods currently used to determine bioaccessibility of phenolic
compounds in tropical fruits

Considering the importance of the consumption of fruits and vegetables, the
United Nations declared 2021 as the International Year of Fruits and Vegetables aiming
to raise awareness on the reduction of losses and waste and, mainly, to draw attention to
the benefits to health mostly related to the abundant presence of phytochemicals in their
composition (FAO, 2020a). Accordingly, due to increasing consumer demand, the
production and global trade of tropical fruits have increased substantially. In Brazil, for
instance, the production of pineapples and avocados considered major tropical fruits,
increased by 129% and 281%, respectively, between 1999 and 2019 (FAO, 2021).

To guarantee all these benefits associated with fruit consumption, it is paramount
that bioactive substances present in these food matrices, mostly phenolic compounds, be

able to become available for absorption, which means they need to be bioaccessible. Thus,

47



several methods aim to determine the bioaccessibility of nutrients and non-nutrients in
the food matrix. In vitro digestion systems, seen as an alternative to in vivo assays, are
simpler and cheaper methods, showing good correlation with results obtained in animal
models (Kara$ et al., 2017). A summary of the main and most recent in vitro methods
used to assess the bioaccessibility of phenolic compounds in tropical fruits, including
their derivatives and by-products, is provided in Table 1.

In vitro digestion assays can be used to monitor changes in the quali-quantitative
profile of phenolics and antioxidant capacity of fruits, their derivatives, and by-products,
thus keeping track of the digestive stability of such compounds (Aratjo et al., 2021; Chen
et al., 2016; Farias et al., 2021; Fitri et al., 2016; Ismail et al., 2021; Porto-Luz et al.,
2020; Quan et al., 2018; Xie et al., 2021; Zuiiga et al., 2021). In addition, due to the
practicality and similarity of sensory characteristics compared to fresh fruits, frozen pulps
emerge as an alternative for fruit consumption, and studies on bioaccessibility that
evaluate frozen fruit pulps have become increasingly frequent to overcome aspects related
to the high perishability of these foods (Dutra et al., 2017).

As an example of the applications of bioaccessibility assays of polyphenols in
tropical fruits, briefly presented in Figure 5, the effect of different technological
processing on fruits and their derivatives/by-products can be adequately assessed using
the in vitro bioaccessibility test, which allows the optimization of food processing
technology and the elaboration of new products aiming at a greater bioavailability of
phenolic compounds (Cai et al., 2020; Fonteles et al., 2021; He et al., 2016; Leal et al.,
2022; Mennah-Govela & Bornhorst, 2017; Nunzio et al., 2020; Quan et al., 2020; M.
Souza et al., 2021; Stinco et al., 2020).
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Table 1 - Summary of the main and most recent in vitro bioaccessibility methods used for the assessment of phenolic compounds in tropical
fruits and their derivatives/by-products

Fruit (specie) Part of the fruit/Product In vitro method Reference

Sugar apple (Annona squamosa L.)
Seeds Static digestion model (Chen et al. 2016)

Durian (Durio zibethinus L.)

Mango (Mangifera indica L.cv. Ataulfo)
) (Velderrain-Rodriguez et
Papaya (Carica papaya L. cv. Maradol)  py|pg Static digestion model al. 2016)

Pineapple (Ananas comosus L. cv.

Esmeralda)
Orange® Tuice Static digf:stion.model + digesta (He et al., 2016)
ultracentrifugation
Mango (Mangifera indica) Pulp/Juice blend Static digestion model + dialysis (Buniowska et al., 2017)
Papaya (Carica papaya) membranes
Clementine mandarin (Citrus clementina
L) .
L Lioect (Cilla et al., 2018)

Navel orange (Citrus sinensis L.) Pulps Static digestion model
Cara Cara orange®™®
Pomelo®

Juice Static digestion model (Quan et al., 2018)
Orange®

Pulp and shell/Ethanol- (Ismail et al. 2021)

Baobab (4dansonia digitata) fruit Static digestion model

water extract

Microencapsulated juice
powder

(Dag et al., 2017)

Goldenberry (Physalis peruviana L.) Static digestion model

Siriguela (Spondias purpurea L.) Pulps
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Umbucaja (Spondias spp.)

Mangaba (Hancornia speciosa Gomes)

Static digestion model + dialysis
membranes

(Dutra et al., 2017)

Oranges (Citrus sinensis L. Osbeck)

Lane Late Navel

(Mennah-Govela and

Fuku moto Navel Juice Static digestion model Bornhorst, 2017)
Campbell Valencia

Olinda Nucellar Valencia

Jucara (Euterpe edulis) Pulp Static digestion model (Schulz et al., 2017)

Guava (Psidium guajava L.)

Whole fruit (pulp, peel and
seeds)
Seedless fruit (pulp and

peel)

Static digestion model + dialysis
membranes

(Blancas-Benitez et al.,
2018)

Buriti (Mauritia flexuosa)

Pulp, peel and
endocarp/Methanol extract

Static digestion model + dialysis
membranes

(Pereira-Freire et al.,
2018)

Guarana (Paullinia cupana)

Seed (powder)/Water
extract

Standardised static digestion model
(INFOGEST) + Caco-2 cell transport
study

(Silva et al., 2018)

Araca (Psidium cattleianum Sabine)

Butia (Butia odorata Barb. Rodr.
Noblick)

Pitanga (Eugenia uniflora L.)

Aragé - Skin, pulp and
seeds/Ethanol-water extract

Butia and Pitanga - Skin and

pulp/Ethanol-water extract

Static digestion model

(Vinholes et al., 2018)

Acai (Euterpe oleracea Mart.)

Pulps
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Cupuacu (Theobroma grandiflorum)

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba Vell. O.
Berg)

Caja (Spondias mombin L.)

Soursop (Annona muricata)

Static digestion model + dialysis
membranes

(Dantas et al., 2019)

Carob (Ceratonia siliqua L.)

Pulp product
Powder
Syrup

Fibre

Methanol extract

Static digestion model

(Goulas & Hadjisolomou,
2019)

Mango (Mangifera indica L.)

Peel and pulp/Fruit bars

Static digestion model + dialysis
membranes + in vitro colonic
fermentation

(Hernandez-Maldonado et
al., 2019)

Pomelo (Citrus grandis L. Osbeck cv
Hongroumiyou)

Pomelo (Citrus grandis L. Osbeck cv
Bairoumiyou)

Grapefruit (Citrus paradisi Macf.
Changshanhuyou)

Mandarin (Citrus unshiu marc)

Mandarin (Citrus poonensis Hort. ex
Tanaka)

Sweet orange (Citrus sinensis L.
Osbeck.)

Pulps

Static digestion model + HepG2 cell
uptake study

(Sun et al., 2019)
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Kumquat (Fortunella margarita Lour.
Swingle)

Peel and pulp

Citrus fruit (Citrus unshiu cv. unknown)

Flavedo tissue of
peel/Pulverized powder

Static digestion model

(Cai et al., 2020)

Jaboticaba (Plinia jaboticaba cv. Sabara)

Peel and seed

Static digestion model + in vitro colonic
fermentation

(Inada et al. 2020)

Agai (Euterpe oleracea Mart.)

Seed/Ethanol-water extract

Standardised static digestion model
(INFOGEST)

(Melo et al., 2020)

Ortanique (Citrus sinensis % Citrus

Standardised static digestion model

(Nunzio et al., 2020)

Tui
reticulata) uiee (INFOGEST)
TS S . Ordofiez-Diaz et al.
Static digestion model + in vitro colonic ( ’
M Mangi indica L. cv. Ost Pul
ango (Mangifera indica L. cv. Osteen) Pulp fermentation 2020)
Pomelo® Juice Static digestion model (Quan et al., 2020)
Orange (Citrus x sinensis L. Osb. var. Tuice Standardised static digestion model (Stinco et al., 2020)
Lane late) (INFOGEST) - without the oral phase
Peel + pulp and (Aratjo et al., 2021)

Araca-boi (Eugenia stipitata)

seed/Ethanol-water extract

Static digestion model

Pineapple (Ananas comosus L. cv.

Static digestion model + dialysis

(Juncal-Guzman et al.,

Esmeralda) Peel and pulp/Fruit bars membranés + in vitro colonic 2021)
fermentation
Orange (Citrus x sinensis L. Osbeck) Tuice Standardised static digestion model (Mihaylova et al. 2021)

Grapefruit (Citrus x paradisi Macfad)

(INFOGEST) - without the oral phase

Purple passion fruit*

Yellow passion fruit®

Pulp and seeds/Juice

Static digestion model

(Xie et al., 2021)

Matoa (Pometia pinnata)

Peels

Static digestion model
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Salak (Salacca zalacca)

Soursop (4dnnona muricata L.)

(Fitri et al., 2016)

Static digestion model + dialysis

(Guergoletto et al., 2016)

Jucara (Euterpe edulis) Pulp membranes + in vitro colonic
fermentation
Static digestion model + dialysis (Arenas & Trinidad,
Pili (Canarium ovatum Engl.) Pomace membranes + in vitro colonic 2017)
fermentation
Bagasse Static digestion model + everted gut sac (Herrera-Cazares et al,

Mango (Mangifera indica L. cv. Ataulfo)

Bagasse-added confection

assay + in vitro colonic fermentation

2017)

Hawthorns

Shanlihong (Crataegus pinnatifida
Bge. var. major N.E.Br.)

Dajinxing (Crataegus pinnatifida Bge.
var. major)

Seedless fruit

Static digestion model + large intestine
digestion with complex cellulase
(Viscozyme L) for 16 h

(Zheng et al., 2018)

Orange (Citrus x sinensis L. Osbeck var.

Static digestion model + dialysis

(Silva-Espinoza et al.,

Pulp/P
Lane late) wiprtree membranes 2021)
. . Standardised static digestion model (Mashitoa et al., 2021)
P Linn. Pulp/P . . ?
apaya (Carica papaya Linn.) ulp/Puree (INFOGEST) + dialysis membranes
Standardised static digestion model
Acerola (Malpighia emarginata DC) Juice (INFOGEST) with modification + semi- (Fonteles et al., 2021)

dynamic digestion model

Passion fruit (Passiflora edulis)

Juice (ethanol extract)

Static digestion model + everted gut sac
assay

(Aguillon-Osma et al.,
2019)
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Cashew (4nacardium occidentale L.)

Clarified juice

Static digestion model

(Porto-Luz et al., 2020)

Avocado (Persea americana Mill cv.
Hass)

Pulp, peel and seed/Paste

Standardised static digestion model
(INFOGEST)

(Zuiiiga et al., 2021)

Acerola®
Caja* . C S
Pulps/Mixed structured Static digestion model + dialysis (Leal et al., 2022)
Cashew apple® fruits membranes
Mango?
Pulp + peel and seed/ (Farias et al., 2021)

Uvaia (Eugenia pyriformis)

Ethanol-water extract

Static digestion model

Acerola (Malpighia emarginata D.C.)
Siriguela (Spondias purpurea L.)

Pulps/Mixed juice

Static digestion model + dialysis
membranes

(Souza et al., 2021)

2 without scientific name information

b spontaneous mutant variety from sweet orange
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Monitor changes in the quali-quantitative profile of
phenolics in digestive process

Investigate the effect of food matrix components on
the profile of polyphenols

Evaluate the effect of different technological
processing on the bioaccessibility of

polyphenols
MAIN Analyze the influence of ripening stages of
APPLICATIONS fruits on the bioaccessibility of bioactive
compounds

Explore the effect of bioaccessible fractions of
polyphenols on the activity of different
enzymes

Evaluate the cytoprotective effects of solube fractions
of polyphenols in the cell cultures

Determine the effect of encapsulation on the stability and
release of phenolic compounds in simulated digestion

Figure 5. Main applications of bioaccessibility assays of phenolic compounds in tropical fruits,
derivatives and by-products.

Likewise, Buniowska et al. (2017), after different treatments, investigated the
digestibility of bioactive compounds, such as polyphenols present in the mixture of a
tropical fruit juice (mango and papaya) sweetened with stevia through the static digestion
model with dialysis membrane. Among the treatments, pulsed electric fields and high
voltage electrical discharges, but not ultrasound technology, improved the
bioaccessibility of phenolic compounds, anthocyanins and antioxidant capacity compared
to the untreated sample.

In its turn, another study evaluated the effect of pasteurization and fermentation
by lactic acid bacteria in papaya puree on the bioaccessibility of phenolic compounds
after the simulation of digestion using the INFOGEST static digestion model with dialysis
membrane (Mashitoa et al., 2021). The fermentation process by lactic acid bacteria
affected the bioaccessibility of polyphenols in a strain-dependent manner, with the strain

Lactiplantibacillus plantarum 75 recommended for product elaboration. In addition to
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being satisfactory in other criteria, the strain increased the recovery percentage of
chlorogenic, vanillic, syringic, ellagic, ferulic acids, catechin, epicatechin and quercetin
in the intestinal dialyzed fraction.

In addition to simulated digestion, some studies have also included the dialysis
membrane step, in which the dialyzed intestinal fraction consists of soluble — and
therefore absorbable — compounds of low molecular weight, while the non-dialyzed
intestinal fraction, i.e. outside the dialysis membrane, represents insoluble compounds of
high molecular weight (Arenas & Trinidad, 2017; Blancas-Benitez et al., 2018;
Buniowska et al., 2017; Dantas et al., 2019; Guergoletto et al., 2016; Juncal-Guzman et
al., 2021; Leal et al., 2022; Mashitoa et al., 2021; Pereira-Freire et al., 2018; Silva-
Espinoza et al., 2021; Souza et al., 2021). Another possibility for the use of the in vitro
digestion test was observed in a study regarding the influence of ripening stages of fruits
on the bioaccessibility of bioactive compounds, which unraveled whether they became
more or less soluble and, therefore, accessible depending on the stage of fruit
development (Schulz et al., 2017).

The evaluation of the in vitro bioaccessibility of phenolic compounds in fruits also
allows the monitoring of the biological activity of these substances more reliably, as it
depicts the physiological process behind the digestion, absorption, and availability of
these bioactive substances to the body. Therefore, these assays are widely used to explore
the effect of bioaccessible fractions of polyphenols on the inhibitory activity of enzymes
(Vinholes et al., 2018). Another application regarding biological properties can be
exemplified in the study carried out by Cilla et al. (2018), in which the bioaccessible
fractions of pulps of Navel and Cara Cara oranges and Clementine mandarin were tested
to evaluate their cytoprotective effects against oxidative stress induced by H:0O>
(hydrogen peroxide) in Caco-2 colon cancer cells.

To demonstrate the effect of encapsulation techniques of fruits and consequently
of their bioactive compounds on bioaccessibility, the in vitro digestion method is
particularly relevant once it allows the evaluation of the encapsulation stability and the
behavior of the released phenolic compounds in simulated digestive fluids (Dag et al.,
2017).

Goulas and Hadjisolomou (2019) pointed out, with the use of an in vitro digestion

assay, the importance of the food matrix on the stability of phenolic compounds
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comparing fruit-based products, such as fruit powder and fiber, with pure phenolic
compounds previously extracted from the matrix. Accordingly, the same static in vitro
digestion model was used to assess the effect of dietary fibers present in tropical fruits
matrix on the bioaccessibility of phenolic compounds (Velderrain-Rodriguez et al.,
2016). Aiming to consolidate conditions for simulated food digestion and thus establish
a consensus for a digestion model, the "Cost action INFOGEST", an international
network that brings together hundreds of scientists from different countries, proposed a
standardized static in vitro digestion method based on the main physiological conditions,
which are subject to changes, to adapt to specific requirements. With the adoption of this
harmonized method of food digestion, the performance of studies that allow a better
comparison among data obtained can be achieved (Minekus et al., 2014). Therefore, the
INFOGEST model uses constant meal/sample ratios for digestive fluids and a steady pH
for each step of digestion, which makes it a simple method, but not as suitable for
simulating, for example, kinetic properties of digestion (Brodkorb et al., 2019). As an
example of the use of this protocol, different research groups have adopted this
standardized model to monitor the stability of bioactive compounds present in tropical
fruits throughout the digestive process (Mashitoa et al., 2021; Melo et al., 2020;
Mihaylova et al., 2021; Nunzio et al., 2020; Silva et al., 2018; Stinco et al., 2020; Zufiiga
etal., 2021).

Nevertheless, the international network effort above-mentioned has more recently
designed another method that proposes an intermediate model built on the bases of the
harmonized static model INFOGEST, including kinetic aspects associated with the
gastric phase of the digestive process, such as enzyme secretion, gastric emptying, and
gradual acidification. That is, proposing a standardized semi-dynamic in vitro digestion
model suitable for foods (Mulet-Cabero et al., 2020).

The study performed by Fonteles et al. (2021), for instance, proposed to evaluate
the effect of different heat treatments on the bioaccessibility of phenolics in acerola juices
added of inulin, using the INFOGEST protocol associated with a semi-dynamic digestion
model. To this end, all solutions in the gastric, duodenal, and jejunal compartments were
prepared following the procedures described in INFOGEST, while the semi-dynamic

gastrointestinal system controlled the pH, temperature, residence time, and content flow
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between the compartments employing peristaltic pumps, simulating in vivo digestive
conditions as proposed by Almada-Erix et al. (2021).

Coupled with the in vitro digestion model, some studies can evaluate the
transport/uptake of fruit polyphenols using cell cultures, such as Caco-2 (Silva et al.,
2018) e HepG2 (Sun et al., 2019) cells. Meanwhile, other researchers used the everted
gut sac model (Aguillon-Osma et al., 2019; Herrera-Cazares et al., 2017). Indeed, it is an
in vitro tool that aims to study the kinetic properties of absorption of a given substance.
The method is based on the surgical removal of part of the small intestine from different
animals (especially rats), which is divided into segments of 5-6 cm each. During the
preparation of the material, the segments are gently inverted to avoid morphological
damages to the tissue. Following, they are transferred to incubation flasks for further
analysis (Alam et al., 2012).

In addition to the simulated digestion steps, it is still possible to associate the in
vitro colonic fermentation process to investigate the possible contributions of the
microbiota on the bioaccessibility of the non-digestible fraction of phenolic compounds.
This translates into those compounds that are not available for absorption after exposure
to all the digestion steps in the upper digestive tract (Arenas & Trinidad, 2017,
Guergoletto et al., 2016; Hernandez-Maldonado et al., 2019; Inada et al., 2020; Juncal-
Guzman et al., 2021; Ordofiez-Diaz et al., 2020).

Differently from the above-mentioned proposal for colonic fermentation, Zheng
et al. (2018) included another step of in vitro digestion simulating the large intestine,
meaning a total of four steps and not just the three most studied ones (oral, gastric, and
small intestine) for the evaluation of the release of phenolic compounds and the
antioxidant capacity of hawthorn fruits. This step was then simulated with the addition of
a multienzyme complex called Viscozyme L, which contains a mixture of beta-
glucanases, pectinases, hemicellulases, and xylanases, followed by an incubation step
carried out for 16 h, which mimics the colonic digestion of non-digestible carbohydrates

by specific enzymes of the intestinal microbiota.
4. Conclusion

The increased consumption of fruits, especially tropical fruits, has been observed

in the past decades, driven especially by the association with health benefits due to the
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presence of bioactive substances. In vitro studies of simulated digestion allow us to assess
the fraction of these substances that will effectively be available for absorption in the
body. These studies show a wide variety of techniques, greater productivity and higher
flexibility compared to in vivo methods.

As the models used are considered more practical and viable, and present low-cost
allowing the evaluation of a large number of samples under different experimental
conditions, most in vitro digestion systems are designed to work under static conditions.
Nevertheless, dynamic systems are those that most resemble in vivo conditions, as they
attempt to reproduce mechanical forces and consequently more physiological conditions.
Moreover, although a semi-dynamic in vitro digestion model suitable for foods is
recommended, there are still few studies with this methodology, especially with regard to
the bioaccessibility of phenolic compounds in tropical fruits. The adoption of
standardized methods that allow the comparison of results can enable the validation of in
vitro digestion methodologies, that is, guarantee that these assays reproduce consistent

results when compared to an in vivo reference methodology.
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O presente estudo contribuiu para o conhecimento do efeito da adaptagdo do
plantio e da aplicacdo de diferentes métodos de extracdo de substancias bioativas de frutos
da Eugenia stipitata sobre suas caracteristicas fisico-quimicas, capacidade antioxidante,
perfil fitoquimico, bioacessibilidade de fendlicos e potencial antitumoral. A crescente
valorizacgao de frutas tropicais como fontes de compostos bioativos reitera a importancia
de estudos que avaliem sua bioacessibilidade e potencial funcional. A utiliza¢do de
métodos de digestao in vitro padronizados, a exemplo do INFOGEST 2.0, além de
permitir a replicacao do método e comparagao dos resultados entre os diferentes grupos
de pesquisa, destaca-se como alternativa viavel e fisiologicamente representativa
comparada com métodos in vivo. Evidenciou-se que as variagdes regionais, influenciadas
pelos fatores edafoclimaticos, impactaram significativamente o perfil fitoquimico, sendo
0 araca-boi nativo superior em compostos fendlicos totais, carotenoides e atividade
antioxidante, enquanto o fruto de origem adaptada apresentou maior diversidade de
metabolitos. Além disso, nos ensaios celulares, apesar de os extratos etandlicos dos frutos
terem apresentado atividade citotoxica sobre todas as células de cancer humano estudadas
(prostata e colorretal), as fragdes bioacessiveis de ambos os frutos s6 reduziram a
viabilidade celular em células de cancer de prostata DU-145 apds 48h de tratamento. Por
fim, apesar das diferengas incialmente observadas para atividade antioxidante e perfil
quali-quantitativo de compostos bioativos, as amostras de digesta, comparativamente
mais abundantes em catequina, ainda se destacaram ao promoverem maior aumento
relativo da apoptose e parada do ciclo celular em G2/M em células DU-145, sugerindo

potencial antitumoral otimizado apds digestdo simulada para ambos os frutos.

Tomando como base esses achados, propde-se, como perspectivas futuras, a
continuidade de pesquisas que avaliem: 1) o efeito da absorcdo intestinal (captacdo e
transporte celular) dos compostos fenolicos majoritarios nos frutos araga-boi; ii) o
metabolismo de primeira passagem desses bioativos bioacessiveis provenientes da
digestdo in vitro do fruto; e ii1) mecanismos moleculares envolvidos na atividade

antitumoral dos fenolicos majoritarios biodisponiveis.
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