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RESUMO

O marolo (Annona crassiflora) é uma fruta tipica do Cerrado brasileiro, fonte de
diferentes compostos bioativos. Estudos recentes demonstraram relagéo direta das
poliaminas, em especial da espermidina, com a longevidade humana. Este trabalho
teve como objetivo determinar a bioacessibilidade de compostos bioativos na polpa
de marolo com potencial a longevidade humana. Os teores de compostos fendélicos
totais, flavonoides totais e potencial antioxidante foram determinados por métodos
espectrofotométricos. Dez aminas bioativas foram investigadas por cromatografia
liguida de alta eficiéncia por pareamento idnico de fase reversa, sendo elas:
putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina, espermina, 2-feniletilamina,
serotonina, triptamina, histamina e tiramina. A bioacessibilidade foi realizada
seguindo o protocolo INFOGEST. A polpa do marolo apresentou 66,15 umol ET/g
para potencial antioxidante (ABTS) e 65,94 umol ET/g (DPPH), 9,16 mg EAG/g para
fendlicos totais, 7,26 mg EC/g para flavonoides totais. Os indices do potencial
antioxidante apos a digestdo in vitro pelos métodos de ABTS e DPPH foram de
35,3% e 47,6%, respectivamente. Os indices de bioacessibilidade foram de 21,8%, e
17,6% para fendlicos e flavonoide totais. Apenas putrescina, espermidina e tiramina
foram detectadas na polpa do marolo, com teores de 20,65, 6,32 e 31,96 mg/kg e
indice de bioacessibilidade de 59,4%, 36,8% e 89,6%, respectivamente. Essa
pesquisa contribui com informacdes inéditas acerca da bioacessibilidade de
compostos bioativos da polpa do marolo, caracterizada por baixa bioacessibilidade
de compostos fendlicos e flavonoides totais; moderada de putrescina e espermidina
e elevada de tiramina. O ensaio ABTS sobre o efeito da digestdo no potencial
antioxidante foi igual para as fases gastrica e intestinal; enquanto para DPPH, o teor
de antioxidantes na fase intestinal foi maior que na fase gastrica. Sugere-se a
realizacdo de pesquisas futuras para avaliar o efeito de diferentes processamentos
da polpa de marolo na bioacessibilidade de compostos bioativos e em seu potencial

antioxidante.

Palavras-chave: alimento funcional; poliaminas; espermidina; antioxidantes; técnicas

in vitro.



ABSTRACT

Marolo (Annona crassiflora) is a typical fruit from the Brazilian Cerrado, a source of
different bioactive compounds. Recent studies have shown a direct relationship
between polyamines, especially spermidine, and human longevity. This work aimed
to determine the bioaccessibility of bioactive compounds in marolo pulp with potential
for human longevity. The contents of total phenolic compounds, total flavonoids and
antioxidant potential were determined by spectrophotometric methods. Ten bioactive
amines were investigated by high performance liquid chromatography by reverse
phase ion pairing, namely: putrescine, cadaverine, agmatine, spermidine, spermine,
2-phenylethylamine, serotonin, tryptamine, histamine and tyramine. Bioaccessibility
was performed following the INFOGEST protocol. The marolo pulp showed 66.15
umol ET/g for antioxidant potential (ABTS) and 65.94 umol ET/g (DPPH), 9.16 mg
EAG/g for total phenolics, 7.26 mg EC/g for flavonoids totals. The indices of
antioxidant potential after in vitro digestion by the ABTS and DPPH methods were
35.3% and 47.6%, respectively. Bioaccessibility indexes were 21.8%, and 17.6% for
total phenolics and flavonoids. Only putrescine, spermidine and tyramine were
detected in marolo pulp, with contents of 20.65, 6.32 and 31.96 mg/kg and
bioaccessibility index of 59.4%, 36.8% and 89.6%, respectively. This research
contributes with unprecedented information about the bioaccessibility of bioactive
compounds from marolo pulp, characterized by low bioaccessibility of phenolic
compounds and total flavonoids; moderate levels of putrescine and spermidine and
high levels of tyramine. The ABTS assay on the effect of digestion on antioxidant
potential was the same for the gastric and intestinal phases; while for DPPH, the
antioxidant content in the intestinal phase was higher than in the gastric phase. It is
suggested that future research be carried out to evaluate the effect of different
processing of marolo pulp on the bioaccessibility of bioactive compounds and on their

antioxidant potential.

Keywords: functional food; polyamines; spermidine; antioxidants; in vitro techniques.
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1 INTRODUCAO

Do ponto de vista biologico, o envelhecimento acompanha um processo de
declinio progressivo das fung¢des estruturais, funcionais e quimicas das células. A
senescéncia celular abrange as alteracbes caracterizadas pelas mudancas na
morfologia celular; parada irreversivel da proliferacdo; resisténcia a apoptose;
alteracbes epigenéticas e secrecdo de mediadores (citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases) que promovem inflamagéo e dano tecidual, conhecido como
fendtipo secretor associado a senescéncia - do inglés Senescence Associated
Secretory Phenotype - SASP (LIU et al., 2019). Com o avanco da idade, aumenta a
suscetibilidade para muitas doencas, tais como as crbnicas ndo transmissiveis:
diabetes, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, cancer e
hipertensdo (LI et al., 2021). As doencas cardiovasculares representam
aproximadamente 31% de todas as mortes globais e a hipertensdo é responsavel
por cerca de 50% desses casos (KUMAR; YIN, 2018).

O consumo de alimentos funcionais é responsavel pela promocao da saude e
diminuicdo do risco de doencas crbnicas ndo transmissiveis. Tendo em vista esse
fator, existem evidéncias dos efeitos promotores da longevidade humana associados
ao consumo de uma dieta rica em poliaminas (ADEFEGHA, 2018; DHALARIA et al.,
2020; LI et al., 2021; MADEO et al., 2018). As poliaminas s&o compostos organicos,
policatibnicos em pH fisioldgico ou da maioria dos alimentos e que apresentam mais
de dois grupamentos amina em suas moléculas, a exemplo da espermidina e
espermina, com trés e quatros grupamentos, respectivamente. Essas poliaminas
desempenham fun¢des no crescimento e manutencéo celular, sendo encontradas
em uma variedade de alimentos, com destaque em algumas frutas e vegetais
(DALA-PAULA et al.,, 2021b). Sendo relatado na literatura o efeito cardio e
neuroprotetor da espermidina (MADEO et al., 2018).

Arruda, Pereira e Pastore (2018a) relataram que o Brasil possui uma das mais
ricas biodiversidades do mundo, que inclui grande numero de espécies frutiferas. No
entanto, muitas frutas nativas sdo pouco exploradas ou desconhecidas. As frutas do
Cerrado tém atraido a atencdo de consumidores e pesquisadores por suas
propriedades nutricionais e funcionais que podem ser aliadas ao potencial de
agregar valor e preservar a biodiversidade desse bioma. Dentre as espécies nativas

brasileiras, o marolo (Annona crassiflora) tem se destacado pelo perfil de
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substancias com potencial para a longevidade humana (ARRUDA; PEREIRA;
PASTORE, 2018a; DALA-PAULA et al., 2019). O consumo de frutas, ricas em
compostos bioativos contribui com a reducdo de danos celulares, além de estar
relacionado com a menor incidéncia e mortalidade por cancer, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares. A protecdo oferecida pelas frutas ao
organismo humano esta associada principalmente a presenca de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes (VAN BREDA; KOK, 2018).

Existem poucas informacdes sobre a bioacessibilidade de fendlicos e
flavonoides na fruta. A pesquisa destaca-se pelo resultado inédito acerca da
deteccao e bioacessibilidade de aminas no marolo. Essas informacdes servem para
caracterizar os compostos bioativos em frutas do Cerrado e para apresentar as
potencialidades a longevidade humana. Com base no exposto, este trabalho teve
por objetivo determinar a bioacessibilidade desses compostos na polpa e o impacto

da digestéo in vitro sob o seu potencial antioxidante.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Determinar os efeitos funcionais, os teores e o indice de bioacessibilidade (1B)
de compostos bioativos na polpa do marolo.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar a caracterizacao fisico-quimica da polpa da fruta por meio de pH,
umidade, sdlidos solaveis (SS), acidez titulavel (AT) e ratio (SS/ AT);

b) Determinar o potencial antioxidante, fendlicos e flavonoides totais na polpa de
marolo;

c) Determinar os teores de dez aminas bioativas — putrescina, cadaverina,
agmatina, espermidina, espermina, 2-feniletilamina, serotonina, triptamina,
histamina e tiramina — na polpa de marolo;

d) Determinar o efeito da digestdo simulada in vitro no potencial antioxidante,
fendlicos, flavonoides totais e aminas bioativas encontradas na polpa de

marolo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIMENSOES DO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

Beard et al. (2016) atribuem as tendéncias de envelhecimento da populacédo a
interacdo de diversos fatores demograficos e socioecondmicos que permitiram a
diminuicdo da mortalidade infantil e o aumento da expectativa de vida. Este € o
resultado das melhorias na renda, nutricdo, educacgdo, higiene, terapia médica e
cuidados gerais de saude (EKMEKCIOGLU, 2019). Aléem do ambiente e estilo de
vida, o envelhecimento € influenciado por fatores genéticos. Por ser um fenémeno
multifatorial (CAMPISI et al., 2019; CHMIELEWSKI, 2020; DONERTAS et al., 2019),
cada individuo responde intrinsicamente ao fendmeno de envelhecer, resultante da
complexa interacdo de fatores bioldgicos, sociais, ambientais e psicologicos. Dessa
forma, em nivel biolégico, o equilibrio homeostéatico de cada individuo € afetado de
formas especificas (MICHEL; SADANA, 2017).

Com o prolongamento da vida e reducdo da populacdo jovem devido a
diminuicdo da natalidade, a populacdo mundial idosa vem crescendo mais
rapidamente do que os outros grupos etarios, aumentando a diferenca quantitativa
entre criancas e idosos. Assim, uma em cada cinco pessoas terd 60 anos ou mais
em 2050. A previsdo é que os idosos representardo 22% da populacdo mundial e
80% estardo concentrados nos paises em desenvolvimento (WHO, 2021).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) - World Health
Organization (WHO, 2015) - o conceito de idoso diferencia conforme a localizac&o
geografica. Nos paises em desenvolvimento, é considerado idoso o individuo com
idade igual ou superior a 60 anos e a partir dos 65 anos em paises desenvolvidos.
Essa definicdo foi estabelecida pela Organizacdo das Nac¢Bes Unidas (ONU), por
meio da Resolucdo 39/125, durante a primeira assembleia mundial das Nacbes
Unidas sobre o envelhecimento da populacéo, relacionando-se com a expectativa de
vida ao nascer e com a qualidade de vida que as nacfes propiciam aos seus
cidaddos (ONU, 1982). Ainda existem discrepancias quanto a idade em que uma
sociedade considera o inicio da fase idosa (WHO, 2015).

Habitualmente, o fendmeno do envelhecimento € analisado sob duas grandes
perspectivas: o demografico e o individual. O envelhecimento demogréfico resulta do

aumento da proporcao das pessoas idosas na populagéo total e ocorre devido ao
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efeito conjunto de trés fatores: queda da fecundidade, queda da mortalidade e
aumento da esperanca de vida. Esta realidade produz consequéncias diversas em
multiplas dimensdes da vida pessoal e da sociedade. No plano econdmico, verifica-
se um acréscimo de despesas resultantes do aumento da populagdo dependente e
da reducédo da populacdo produtiva. No plano social se percebe uma diminuicdo da
mobilidade social, das alteracdes das relacdes profissionais e familiares e a
necessidade de adaptacdo dos sistemas de protecdo. Do ponto de vista dos
cuidados de saude, aumenta a necessidade de recursos e de cuidados, resultantes
do acréscimo da populacdo dependente e doente (FERREIRA; RODRIGUES;
NOGUEIRA, 2006; MALWADE et al., 2018).

Conforme salienta Enguerran, Chevé e Montepare (2019), o fenbmeno do
envelhecimento demografico apresenta-se com ritmos de evolugdo variaveis nos
paises, ou nas regiées do mundo, existindo também perspectivas, ao nivel social e
politico, sobre o que é ser velho e sobre o tipo de recursos a mobilizar para
responder aos desafios. J& o envelhecimento individual é afetado pela herancga
biologica e pelo comportamento de cada um, mas também por fatores de natureza
social, ambiental, econémica e politica (COLCHERO et al., 2019; FERNANDES,
2014).

Solis (2021) afirma que a idade cronolégica € amplamente adotada para
entender o envelhecimento, sendo a demografia um pardmetro que torna possivel a
comparacao entre as caracteristicas do envelhecimento de diversas populacdes.
Entretanto, Sebastiani et al. (2017) argumentam que a idade cronoldgica ndo é um
marcador suficiente do estado funcional de um individuo, visto que as pessoas
podem envelhecer de maneiras diferentes uma das outras. Verifica-se, no entanto,
que outros fatores, incluindo a variacdo biologica dos individuos contribuem
expressivamente no processo de envelhecimento (GUYTON; HALL, 2017).

Verificou-se, conforme destacado por Dias (1998), que existem algumas
diferenciacbes em torno desses conceitos, visto que o envelhecimento € percebido
como processo, enquanto a velhice € uma fase da vida, e que a pessoa idosa € o
sujeito social que vivencia esse ciclo. O processo de envelhecimento é, na grande
maioria das vezes, visto como uma mudanca constante e dindmica, acarretando
transformacdes psicoldgicas, funcionais, morfolégicas e bioquimicas.

Mori (2020) caracteriza o envelhecimento como um fenédmeno inevitavel. Ao

conceituar o que € o envelhecimento, Melzer et al. (2020) o descrevem como sendo
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um processo bioldgico relacionado com o declinio progressivo da integridade celular
devido a passagem do tempo. Almeida (2014) o traduz como declinio funcional e
afirma que o envelhecimento dos organismos é intrinseco, universal, progressivo e
irreversivel. Intrinseco por ser uma condi¢cdo inerente ao organismo; universal
considerando que em cada espécie, todos os individuos envelhecem, embora em
ritmos diferenciados; progressivo e irreversivel refere-se ao sentido da perda
funcional, que quando ocorre n&do permite retorno ao estado anterior ou condigédo
inicial.

Cozzolino e Cominetti (2013) ainda definem dois tipos de envelhecimento: o
primario e o secundario. No envelhecimento primario, também conhecido como
senescéncia, ocorre a perda lenta e gradual das funcdes fisiolégicas, independente
do ambiente. E um processo irreversivel, inevitavel e natural. Ja o envelhecimento
secundario, ou senilidade, ocorre quando ha a perda adicional das funcdes
fisiologicas, a qual depende do ambiente e esta fortemente relacionada aos habitos
e ao estilo de vida do individuo. A senilidade pode estar relacionada a alguma
doenca e € um processo que pode ser evitado ou, pelo menos, atenuado.

O processo de transformacdo do organismo em decorréncia do
envelhecimento é de natureza interacional, inicia-se em diferentes épocas da vida,
além de acarretar resultados distintos para as diversas partes e funcbes do
organismo. Muitas vezes, a senescéncia € analisada sob uma perspectiva negativa,
sendo considerada simplesmente como um processo de declinio e insucesso
graduais e inevitaveis de varios processos de manutencdo da vida (CAMPISI et al.,
2019; NERI, 2005).

O campo do conhecimento sobre a senescéncia celular é atualmente um dos
ramos da ciéncia em expansdo. Suas descobertas trazem uma grande promessa
para tratamentos eficazes de doencas relacionadas ao envelhecimento devido ao
acumulo de células senescentes (OGRODNIK, 2021). Alguns marcadores tém sido
apontados para indicar a senescéncia humana, sendo ainda importante ampliar a
compreensdo sobre a interacdo entre eles (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Segundo
Campisi et al. (2019), sdo marcadores para senescéncia:

Q) instabilidade gendmica decorrente de estresse oxidativo e reparos

insuficientes ao DNA;
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(2) alteracdes epigenéticas induzidas por desajustes na metilacdo do DNA
ou acetilacdo e metilacdo de histonas, bem como de outras proteinas associadas a
cromatina;

(3) encurtamento dos telomeros, como consequéncia da divisdo celular ao
longo da vida;

(4) perda da proteostase (homeostasia proteica), caracterizada pela
incapacidade de regulacdo de um proteoma;

(5) sensibilidade desregulada a nutrientes, cuja via de sinalizacao
semelhante a da insulina (IGF-1) informa as células a presenca de glicose;

(6) disfuncdo mitocondrial independente da presenca de espécies reativas
de oxigénio;

(7)  senescéncia celular, a partir de danos teloméricos ao DNA que
comprometem a diviséo celular;

(8) esgotamento de células tronco, resultando da diminuicdo do potencial
regenerativo dos tecidos; e

(9) alteracdo da comunicacéo intercelular, resultado da sinalizagdo neuro-
hormonal desregulada como o aumento das reacdes inflamatorias.

Apesar das diversas teorias existentes, o processo de envelhecimento ainda
nao foi totalmente esclarecido. Acredita-se que a combinacéo de diferentes teorias
possa explica-lo. Assim, verifica-se que organismos cuja constituicdo genética
apresenta uma melhor adaptacéo ou que sofram uma menor exposicao aos fatores
extrinsecos prejudiciais (como poluicdo, tabagismo, radiacdo, radicais livres,
compostos toxicos, como as aminas heterociclicas, entre outros) podem manifestar
menores declinios celulares, o que retardaria o processo de envelhecimento celular
e sistémico (COMINETTI; ROGERO; HORST, 2016).

O envelhecimento é frequentemente associado a problemas de saude e,
particularmente, ao inicio e progressdo de doencas cronicas como a hipertenséo e o
cancer (AWANG et al.,, 2018; MESSERLI et al.,, 2018). Segundo WHO (2020), o
cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo, tendo sido o
responsavel por quase 10 milhdes de mortes em 2020. Muli et al. (2020) relataram
gue a alta incidéncia de hipertensdo sao mostradas nos numerosos inquéritos de
base populacional em vérias regides do mundo que estimam que 7 em cada 10

adultos, com 65 anos ou mais, foram diagnosticados com hipertenséo arterial.
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Uma dieta pouco saudavel associada a outros fatores de risco estdo
relacionadas com os altos indices de doencas cronicas. Explorar os fatores que
contribuem para o surgimento destas € extremamente importante no planejamento
de intervencdes para diminui¢cdo desses riscos (ZHAO et al., 2018). H4 uma busca
crescente sobre analises do potencial antioxidante e inibicdo de enzimas envolvidas
com o metabolismo de carboidratos, reduzindo a indice glicémico e da glicemia pos-
prandial, como a a-glicosidase e de outras, como a acetilcolinesterase, cuja
participagdo em doencas neurodegenerativas é bem conhecida (ARRUDA,
PEREIRA; PASTORE, 2019; WANG et al.,, 2020). O consumo de alimentos
funcionais, fontes de compostos fendlicos, flavonoides, e aminas bioativas com
possivel inibicdo das enzimas citadas, associados a estilo de vida saudavel, podem
sinergicamente contribuir para a promocdo da saude e para 0 aumento da
longevidade associada a qualidade de vida (ADEFEGHA, 2018).

2.2 FRUTAS DO CERRADO

O Cerrado é conhecido como “savana brasileira” e constitui 0 segundo maior
bioma do pais ocupando uma area de aproximadamente 25%, sendo apenas menor
em extensdo que a floresta amazonica. Cerca de 90% do Cerrado esta localizado
nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goias e Bahia (PRADO et
al., 2020).

Por ser uma area com grande relevancia ecol6gica, com vegetacao
diferenciada e a continua ameaca de espécies em extincdo, esse bioma foi
identificado como um dos hotspots de biodiversidade do mundo, com cerca de 4.400
espécies endémicas de plantas e mais de 58 espécies de frutas nativas conhecidas.
No Brasil, apenas dois biomas ganharam esse titulo: o Cerrado e a mata atlantica
(FERNANDES et al., 2018). Diante desse cenario, as espécies frutiferas (Quadro 1)
tém grande potencial agricola e tecnoldgico e sdo dotados de alto valor nutricional,
além de possuirem atributos de cor, sabor e aroma muito peculiares (ARAUJO et al.,
2018; BAILAO et al., 2015; SILVA et al., 2017).
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Quadro 1- Algumas espécies frutiferas do bioma Cerrado

Nome cientifico Nome popular
Annona crassiflora Marolo
Acrocomia aculeata Bocaiuva
Brosimum gaudichaudii Mama-cadela
Byrsonima crassifolia Murici
Campomanesia xanthocarpa Gabiroba
Caryocar brasiliense Pequi
Dipteryx alata Baru
Eugenia dysenterica Cagaita
Hancornia speciosa Mangaba
Mauritia flexuosa Buriti
Psidium firmum O. Berg Araca-do-Cerrado

Fonte: Reis e Schmiele (2019).

Embora seja observado um crescente aumento de estudos com frutas nativas
e o desenvolvimento de novos produtos alimenticios baseados nelas, as
informacdes sobre o potencial nutricional e funcional das frutas do Cerrado é limitado
ou, muitas vezes, inexistentes, havendo caréncia de investimentos cientificos nesta
area (SILVA et al., 2017). Segundo Bailédo et al. (2015), essas frutas vém recebendo
cada vez mais atencdo como fonte de compostos bioativos que desempenham um
papel particularmente importante na salde humana por apresentarem acao
antioxidante, quimiopreventiva, dentre outras. Além desses beneficios, a realizagao
de pesquisas com as frutas do Cerrado pode contribuir com a valorizagéo do bioma,
com o desenvolvimento sustentavel de povos e comunidades tradicionais ali
residentes e, consequentemente, com a conservacdo de sua biodiversidade
(FERNANDES et al., 2018).

2.3 MAROLO (Annona crassiflora): CARACTERISTICAS FiSICO- QUIMICAS
E NUTRICIONAIS

Annonaceae é uma familia de plantas dicotileddneas compostas por arvores,

by

arbustos e lianas pertencente a classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae e
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ordem Magnoliales. Possuem mais de 130 géneros e 2.106 espécies de plantas
pantropicais. No Brasil, abrange 32 géneros, sendo sete endémicos e 380 espécies
com ocorréncia especialmente em ecossistemas de florestas tropicais. O bioma
amazonico contém trés quartos de todas as espécies de Annonaceae, com 268
ocorrendo aqui no Brasil. Enquanto isso, a Mata Atlantica abriga 98 espécies e o
Cerrado tem aproximadamente 52 espécies (CASCAES et al., 2021).

Segundo Schiassi et al. (2018), as frutas dessa familia (Quadro 2) podem se
tornar uma fonte inesgotavel de recursos nutricionais, funcionais e farmacoldgicos
desde que sejam manejados de forma adequada e sustentavel. Isso por serem
fontes potenciais de compostos bioativos que desempenham papel importante na
prevencdo de doencas e potencial utilizacdo pelas industrias alimenticias para o

desenvolvimento de novos produtos.

Quadro 2 — Outras espécies frutiferas da familia Annonaceae presentes no Cerrado

brasileiro
Nome cientifico Nome popular
Annona warmingiana Araticum rasteiro
Annona mucosa Biriba
Annona cherimola Cherimoia
Annona squamosa Fruta-do-conde
Annona muricata Graviola
Annona monticola Jaquinha do campo

Fonte: Muniz (2018).

O marolo, Annona crassiflora, pertence a familia Annonaceae, € uma fruta de
uma arvore inerme, caducifélia, heliéfila, monoica, com até 8 m de altura e 25 cm de
didmetro a altura do peito (DAP). O tronco é tortuoso, revestido por uma casca
aspera, resistente ao fogo (AGOSTINI-COSTA, 2016; MAAS et al., 2001; MELO)
(Figura 1). Segundo Arruda, Pereira e Pastore (2019), a fruta também é conhecida

como araticum, articum, pinha do Cerrado, cascudo, pana e cabeca-de-negro.
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Figura 1 — Fotografia ilustrativa da arvore conhecida como maroleiro (Annona

Crassiflora)

Fonte: autoria propria (2022).

Conforme Silva et al. (2020a), o marolo € encontrado nos meses de fevereiro
e marco, apresentando uma massa de aproximadamente 1,0 kg, grande quantidade
de sementes (104 em média) e densidade de 1,09 g/cm3. No entanto, as frutas séo
altamente desiguais com grande variacado de massa, forma e volume.

A fruta (Figura 2) possui forma oval a globosa, medindo entre 12-18 x 14-20
cm e pesando de 0,5 a 5,0 kg (Figura 2A). Sua casca é espessa, com coloracdo
variando de tons amarronzados a ferrugineos e que, quando madura, desprende-se
facilmente da polpa (Figuras 2A a 2D). O marolo apresenta carpidios muito salientes,
variando entre 60 e 190 por fruta. A polpa possui coloracdo que varia entre tons
esbranquicados a amarelados, sendo esta Ultima de sabor mais acentuado e mais

aceita pelos consumidores (Figura 2B e 2D).
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Figura 2 — Fotografia ilustrativa da Annona crassiflora

Fonte: autoria propria (2022).

Legenda: (A): Forma e aparéncia;
(B): Polpa amarelada com carpidios soltos, visivel apos remocéao
parcial da casca,
(C): Sementes;
(D): Corte sagital mediano com destaque para polpa em tom
esbranquicado, envolvendo as sementes.

Segundo Cardoso et al. (2013), a polpa de marolo representa
aproximadamente 52,9% do seu peso, 0 que indica uma grande quantidade de
residuos. Possui sabor levemente adocicado, aroma agradavel e textura variando
conforme o grau de maturacdo, sendo firmes quando no inicio da maturacdo e mais
amolecidas quando completamente madura. As sementes Sao numerosas,
obovadas, marrons, duras, com aproximadamente 15 x 10 mm, revestida em uma
polpa amarelada, mole e aromatica (Figura 2C).

A polpa do marolo apresenta atividade de agua média equivalente a 0,98 e
pH préximo de 4,5, o que a classificaria como uma fruta pouco acida. Em média, os
valores de soélidos soluveis (SS) e acidez titulavel (AT) sédo equivalentes a 9,57 °Brix
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e 0,30 g acido malico/100 g. A razdo desses parametros fisico-quimicos proporciona
elevado valor de SS/AT na fruta madura, sendo identificados valores médios
superiores a 32,3 (MORAIS et al., 2017).

A composicao nutricional da polpa de marolo é caracterizada por teores
meédios de umidade e cinzas, variando entre 73,3 e 82,4 g/100 g e 0,42 e 0,47 g/100
g, respectivamente. O conteudo de carboidratos, proteinas e lipideos, varia entre
14,39 e 19,10 g/100 g; 1,12 e 1,52 g/100 g e 1,06 e 3,50 g/100 g de polpa,
respectivamente. Uma porcao de 100 g da polpa da fruta fornece entre 74,1 e 95,1
Kcal (CARDOSO et al, 2013; MORAIS et al, 2017). Considerando seus
micronutrientes, a polpa de marolo é fonte de vitamina A (288,79 equivalentes de
acido retinoico/100 g), vitamina C (5,23 mg/100 g), vitamina E (494,04 ug/100 g), a-
tocoferol (163,11 pg/100 g) e folatos totais (27,36 pg/100 g) (CARDOSO et al.,
2013). A associacao das caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais do
marolo, faz desta fruta uma opcao saudavel e bem aceita pela populacao, além de
despertar 0 interesse pela sua utlizacdo como matéria-prima para o
desenvolvimento/elaboracédo de produtos alimenticios, a exemplo de geleias, doces
e iogurtes (CARDOSO et al., 2013).

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS NA POLPA DO MAROLO E SUAS
PROPRIEDADES FUNCIONAIS

O marolo é fonte de compostos bioativos, a exemplo de carotenoides, com
valor total equivalente a 4,98 mg/100 g e predominio de a-caroteno e [(3-caroteno
(CARDOSO et al., 2013); diversos compostos fendlicos, como os &cidos cafeico e
ferdlico; e flavonoides como a rutina, quercetina e xantoxilina (ROESLER et al.,
2007).

Os compostos fendlicos sdo partes de metabolitos secundarios encontrados
principalmente em espécies de plantas com enorme diversidade estrutural. Os
flavonoides, subclasse de compostos fendlicos com mais de 8.000 exemplares, sé&o
0s principais polifendis na dieta humana (ALARA; ABDURAHMANAN; UKAEGBU,
2021). Os flavonoides s&o uma classe de compostos que ilustram a variedade e o
grande numero de compostos especificos que podem ser encontrados em alimentos
vegetais. Os flavonoides podem ser subdivididos em flavondis, di-hidroflavonois,
isoflavonas e flavanois. (DELGADO; ISSAOUI; CHAMMEM, 2019). Stafussa et al.
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(2018) determinaram a concentracdo de flavonoides totais de 44 frutas nativas e
exodticas do Brasil. Os autores afirmaram que a catequina é um dos principais
flavonoides encontrados na polpa do marolo e contribuem com a sua atividade
antioxidante.

Arruda et al. (2018b) encontraram na polpa do marolo, em base Umida, os
seguintes compostos fendlicos: catequina (768,42 ug/g), epicatequina (661,81 ug/g),
acido cafeico (124,31 ug/g), acido protocatecuico (97,92 ug/g), acido ferulico (53,71
Mg/g), acido clorogénico (43,45 ug/g), acido gentisico (14,00 ug/), acido p-cumérico
(11,86 pg/g), rutina (9,31 ug/g) e quercetina (7,80 ug/g).

De acordo com pesquisas epidemiologicas e meta-analises, a longo prazo, o
consumo de dietas ricas em compostos fendlicos protege contra cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, osteoporose e doencas neurologicas. Esse fator é
associado a menores indices de mortalidade e aumento da longevidade (RAHMAN
et al., 2022). As frutas sdo as principais fontes de flavonoides e seus beneficios a
salde estdo associados a acdo antioxidante (DELGADO; ISSAOUI; CHAMMEM,
2019).

De modo geral, os compostos fendlicos apresentam reconhecida atividade
antioxidante, relatada e presente na polpa de marolo (ARRUDA; PEREIRA;
PASTORE, 2019; SOUZA et al., 2012; STAFUSSA et al., 2021). Os antioxidantes
sdo definidos como quaisquer moléculas capazes de inibirem, reduzirem ou
retardarem a oxidacdo de outras moléculas. Esses compostos podem apresentar
diferentes mecanismos, como consumir 0 oxigénio reativo, quelar os metais de
transicdo, doar atomos de hidrogénio, inibir enzimas envolvidas no estresse
oxidativo e proteger os sistemas de defesa enddgenos. Nesse contexto, 0s
antioxidantes podem modular a producdo de radicais livres, associados ao
desenvolvimento de véarias doencas cronicas e degenerativas como cancer, doencas
cardiovasculares, doenca de Alzheimer, dentre outros (ARRUDA; PEREIRA;
PASTORE, 2019).

A potente atividade antioxidante do marolo tem sido atribuida principalmente a
presenca de compostos fendlicos que contém um ou mais grupos hidroxila em sua
estrutura. Esses compostos podem ser divididos estruturalmente em acidos fenélicos
(essencialmente acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico) e flavonoides

(OLSZOWY, 2019). A combinagéo de compostos fenolicos entre si e com outros
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compostos bioativos podem aumentar significativamente sua atividade antioxidante
(ARRUDA et al.,2018b; ARRUDA, PEREIRA E PASTORE, 2018a).

Os potenciais efeitos funcionais do marolo, indicados na literatura a partir de
métodos in vitro, reforcam a necessidade da realizagdo de ensaios in vivo, com
modelos animais, a fim de comprovar as propriedades funcionais, possibilitar a
descoberta de novos efeitos e fornecer subsidios para a realizacdo de ensaios
clinicos. Além disso, ainda sdo inexistentes, pesquisas de bioacessibilidade dos
compostos bioativos identificados no marolo e do perfil de outros grupos de

compostos funcionais, a exemplo das aminas bioativas.
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3 AMINAS BIOATIVAS

Segundo Giroto et al. (2010), o termo amina se refere, a uma base orgéanica
derivada da amonia. Na biologia, o termo esté relacionado a compostos formados ou
degradados durante 0s processos metabodlicos normais dos seres Vivos,
apresentando diferentes funcdes fisioldgicas.

As aminas bioativas sdo moléculas organicas de baixo peso molecular (Figura
3) compostas por um ou mais grupamentos amina com cadeias de carbono de
diferentes comprimentos. Elas sdo encontradas nas células, fluidos, 6rgaos e tecidos
de organismos vivos (OLGAGC; AKCAY, 2021).

Figura 3 — Estrutura quimica de algumas aminas bioativas
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Fonte: Gldria (2005).
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Segundo Adao & Gldria (2005), as aminas bioativas podem ser classificadas
(Figura 4) em diferentes critérios:

(@ de acordo com o0 numero de grupamentos amina: podem ser
monoaminas (tiramina, feniletilamina), diaminas (histamina, serotonina, triptamina,
putrescina, cadaverina) ou poliaminas (espermina, espermidina e agmatina);

(b) de acordo com a estrutura quimica as aminas podem ser: alifaticas
(putrescina, cadaverina, espermina, espermidina, agmatina) ou aromaticas (tiramina,
feniletilamina, histamina, triptamina, serotonina). Também podem ser classificadas
em funcdo do grupo quimico como indolaminas (serotonina) e imidazolaminas
(histamina);

(c) de acordo com a via biossintética, as aminas podem ser: naturais ou
biogénicas, estas Ultimas quando sintetizadas a partir da acdo aminoacido
descarboxilase de micro-organismos;

(d) de acordo com as funcgdes fisioldgicas, sédo classificadas em aminas
biogénicas ou poliaminas. As aminas biogénicas sao psico- ou vasoativas, enquanto
as poliaminas desempenham papel importante no crescimento celular e funcéo
antioxidante.

De acordo com BARDOCZ et al. (1995), os produtos de descarboxilacio
proporcionada pela acdo de micro-organismos sobre alguns aminoacidos
especificos, como: arginina, ornitina, lisina, histidina, tirosina e fenilalanina podem
formar as aminas putrescina, cadaverina, histamina, tiramina e feniletilamina,
respectivamente. Pelo mesmo mecanismo, a descarboxilacdo do triptofano pode

formar serotonina e triptamina.



Figura 4 — Classificacdo das aminas bioativas
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Fonte: Adaptado de Gloria (2005).

3.1 POLIAMINAS

3.1.1 Definic&o quimica e classificacéo

27

As poliaminas sao policatibnicas, alifaticas, de baixo peso molecular, solGveis

em agua, com valores de pKa em torno de 10 e estdo completamente protonadas

em pH corporal. S&o parcialmente metabolizadas na parede intestinal caindo na

circulacdo para serem distribuidas por todo o organismo sendo captadas pelos

tecidos. Ocorrem em concentragdes que variam de acordo com os tipos de células,
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sendo encontradas em quantidades elevadas em tecidos com altas taxa de
crescimento como o intestino, timo e figado (MUNOZ-ESPARZA et al., 2019).

O termo poliamina é utilizado para designar dois compostos, sendo eles
espermidina [N-(3-aminopropil)-1,4-butano diamina] e espermina [N,N'-bis-(3-
aminopropil)1,4-butano diamina]. A agmatina foi identificada também como uma
poliamina. Entretanto, essa molécula possui poder antioxidante inferior ao da
espermidina e espermina e ndo apresenta efeito no crescimento como elas. A
agmatina é derivada da arginina por descarboxilacdo (MUNOZ-ESPARZA et al.,
2019).

3.1.2 Sintese

As poliaminas séo principalmente sintetizadas pela via ornitina; entretanto
alguns tecidos podem sintetizar via agmatina ou arginina (McNAMARA; GORBET,;
WILSON, 2021). A putrescina € um intermediério obrigatério da sintese de
poliaminas (Figura 5), que por sua vez, tem os amino&cidos ornitina e arginina como
precursores (ADAO; GLORIA, 2005).

Pegg (2016) e Bae et al. (2018) relatam que a sintese de poliaminas € um
processo que inclui, nos primeiros passos, reac¢des de descarboxilacdo, que podem
ocorrer via ornitina, pela agdo da ornitina descarboxilase (ODC), assim como via
arginina, citrulina ou metionina. A agmatina é metabolizada em putrescina por uma
conversdo em dois passos. A agmatina imuno hidrolase (AIH) catalisa a formacéao de
N-carbamoilputrescina que ¢é convertida em putrescina pela acdo da N-
carbamoilputrescina amino hidrolase (NCPAH). A N-carbamoilputrescina também

pode ser formada pela citrulina por meio da citrulina descarboxilase (CDC).
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Figura 5 — Via para sintese de poliaminas via ornitina, agmatina ou arginina
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Fonte: Gldria (2005).

Legenda: ADC: arginina descarboxilase; AlH: agmatina imuno hidrolase; CDC:
citrulina descarboxilase; EpdS: espermidina sintase; EpmS: espermina

sintase; ODC

. ornitina descarboxilase;NCPAH: N-carbamoilputrescina

amino hidrolase; SAM: S-adenosilmetionina; SAMDC:S-adenosilmetionina
descarboxilase.

Para a formacéo de espermina e espermidina, a metionina é convertida em S-

adenosilmetionina (SAM) e, pela acdo da S-adenosilmetionina descarboxilase

(SAMDC),

forma adenosilmetionina descarboxilada,

fornecendo um grupo
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propilamina a putrescina formando a espermidina, pela espermidina sintase (EpdS),
e outro grupo a esta ultima formando a espermina, pela espermina sintase (EpmS)
(HANDA et al., 2018; McNAMARA et al., 2021).

O ser humano pode obter poliaminas por meio de trés fontes principais: (i)
biossintese in situ in vivo a medida que séo requeridas; (ii) ingestao direta atraves da
dieta; (iii) sintese e liberacdo pela microbiota bacteriana residente no trato
gastrointestinal (Figura 6) (HIRANO; SHIRASAWA; KURIHARA, 2021). Sabe-se que
a dieta é uma fonte importante e é susceptivel de modulacdo para fornecer, parte
significativa de poliaminas necessarias para manter o metabolismo normal. Além
disso, essas poliaminas exdgenas podem ser preferencialmente dirigidas para

tecidos cujo crescimento tenha sido estimulado (BARDOCZ, 1995).

Figura 6 — Fontes de poliaminas no homem
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Fonte: Adaptado de Hirano; Shirasawa e Kurihara (2021).



31

A sintese por meio da microbiota do colon é consequéncia da hidrélise de
proteinas, liberando aminoacidos (livres) que servem de precursores para a
producéo de poliaminas (NAKAMURA; OOGA; MATSUMOTO, 2019).

3.1.3 Bioatividade

A carga elétrica positiva elevada denota a atividade de interagdo mais alta
com os ions celulares. A espermina € altamente ativa por causa de seus quatro
grupos amino carregados positivamente, enquanto a putrescina mostra a atividade
de interacdo mais baixa, uma vez que contém dois grupos amino (SAGAR et al.,
2021).

De acordo com Bae et al. (2018) e Nakanishi e Cleveland (2021), as
poliaminas podem se ligar prontamente a uma série de moléculas carregadas
negativamente em condicdes fisioldgicas, incluindo DNA, RNA, ATP, certos tipos de
proteinas e fosfolipidios. Assim, elas desempenham papel essencial no crescimento
celular, proliferagdo, diferenciacdo, desenvolvimento, imunidade, regulacdo e
expressao génica, estabilidade do DNA, bem como sintese de proteinas e acidos
nucléicos (PEGG, 2016).

A interacdo das poliaminas com o RNA afeta as proteinas celulares de varias
maneiras, como a formacédo de complexos de iniciagdo necessaria para a traducao
na sintese proteica e mudanca nas estruturas dos ribossomos. As poliaminas
também podem influenciar a estrutura da proteina pelo efeito direto ou indireto sobre
a degradacéo e processamento da proteina pos-traducdo (SAGAR et al., 2021). As
poliaminas ainda exercem véarias atividades de regulacéo e expressdo génica como
a iniciacdo da subunidade 30S do ribossomo para montagem, expressdo da proteina
no nivel celular e iniciacdo para formar RNAt de isoleucina (HIRANO,; et al., 2021).

Conforme Ou et al. (2016), a funcdo na diferenciacdo e proliferacao celular
evidencia a interacdo com a fosfoproteina nuclear p53, a qual tem papel essencial
na regulacéo de varios genes envolvidos no crescimento e morte celular. Apesar da
clara relacdo das poliaminas com a diviséo, proliferagéo e crescimento celular, ndo
ha na literatura evidéncias de que as poliaminas possam iniciar um processo
cancerigeno, embora existam fortes indicios sobre sua relacdo na aceleracdo do
desenvolvimento de um tumor (HANDA et al., 2018). Aléem da p53, varios estudos

mostraram o efeito das poliaminas nas vias de sinalizacao celular ao afetar o estado
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e 0s niveis das proteinas principais reguladoras, a citar: CDK-4, GSK-3[3, p27Kip,
p21Cipl, Src, EGFR, Mdm2, proteina quinase B/Akt, e importin-a1; que sao
reguladoras de processos como fosforilacdo, desfosforilacdo, sintese e degradacéo
celular (PEGG, 2009, SAGAR et al., 2021).

As poliaminas também tém papéis importantes na resposta imunologica. As
células B autorreativas e células T, juntamente com células cancerosas, contém
concentracdo mais alta de poliaminas durante doencas autoimunes. O catabolismo
da L-arginina em células supressoras mieloides e tumorais diminui as funcfes das
células T citotdxicas, o que sugere uma ligacdo entre a supressao de células T e as
poliaminas. Foi observado que a maior concentracdo de poliaminas em um paciente
autoimune forma um agrupamento nuclear que reage com RNA, DNA e outras
moléculas para estabilizar autoantigenos. A formacdo de DNA de fita simples ou
dupla é a resposta predominante de células B autoimunes (HESTERBERG;
CLEVELAND; BURNETTE, 2018).

As poliaminas no leite materno exercem varios efeitos diretos e indiretos no
intestino de recém-nascidos e atuam como fatores de crescimento e promotores da
maturacdo intestinal. O efeito protetor do leite contra alergias pode ser explicado
pelos altos niveis de poliaminas, o que leva a uma reducédo na permeabilidade da
proteina atingindo a submucosa intestinal e, assim, permitindo melhor maturacao do
sistema imunolégico (GOMEZ-GALLEGO et al., 2016).

Diante de tantos papeéis que desempenham, ainda vale destacar a atividade
na manutencdo da homeostase oxidativa celular, protegendo contra danos mediados
por radicais livres e agindo como substratos para enzimas que produzem espécies
reativas ao oxigénio (WANG et al.,, 2019). Ademais, Bekebrede et al. (2020)
ressaltam que as poliaminas auxiliam na fisiologia intestinal, apoiando a funcéo de

barreira e induzindo a maturacéo de células no local.

3.2 ESPERMIDINA E LONGEVIDADE

Muitos séo os efeitos associados as poliaminas espermina e espermidina com
a longevidade. Um numero crescente de estudos tem mostrado que a espermidina
retarda o envelhecimento em humanos. Além de sua capacidade de melhorar a

aptidao celular em leveduras, plantas e em células de mamiferos, aumenta a
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expectativa de vida de organismos multicelulares, incluindo nematoides, moscas e
ratos (JIANG et al., 2021; MADEO et al., 2018).

Segundo Bae et al. (2018), o fendtipo do envelhecimento celular pode ser
uma consequéncia do declinio relacionado a idade nos niveis dessa poliamina.
Pucciarelli et al. (2012) demostraram que os niveis de espermidina em individuos de
60 a 80 anos sdo menores do que aqueles encontrados em individuos com menos
de 50 anos. No entanto, idosos acima de 90 anos tém niveis comparaveis aos de
individuos com menos de 50, indicando que a preservacdo dos niveis de
espermidina pode estar associada a longevidade humana ou que exista correlacéo
mais forte do envelhecimento com a reducdo dos teores de espermidina (SODA,
2022). H& evidéncias de que a manutencdo de teores normais de poliaminas €&
essencial para uma ampla variedade de func¢des celulares basicas (PEGG, 2016).

A espermidina desempenha papel importante na manutencdo da estrutura,
crescimento, proliferacdo celular e protecdo contra estresse oxidativo. Embora a
proliferacdo de células diminua com a idade, a atividade da ornitina descarboxilase
também diminui e, portanto, as poliaminas na dieta tornam-se mais importantes com
o envelhecimento, havendo a necessidade de aumentar o seu consumo. Os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios atribuidos a espermidina podem desempenhar
papel importante na prevencdo de patologias inflamatérias crénicas, como as
doencas cardiovasculares. Maior ingestdo de espermidina foi correlacionada com
menor incidéncia de doengas cardiovasculares, diminuicdo da pressao arterial e
insuficiéncia cardiaca (MADEO et al., 2018). Eisenberg et al. (2016) mostraram que
a sua suplementacdo exerce efeitos cardioprotetores, reduzindo a hipertrofia
cardiaca e preservando a funcdo diastdlica em camundongos. Ademais, sua
suplementacdo atenuou o estresse do reticulo endoplasmatico cardiaco durante o
infarto agudo do miocéardio em ratos, ao inibir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (WANG et al., 2019).

Alguns autores atribuem ao papel anti-inflamatério das poliaminas na
prevencdo e tratamento das doencas cardiovasculares, acdo semelhante ao dos
acidos graxos poli-insaturados e das estatinas. Estudos em animais, principalmente
em camundongos envelhecidos, demonstrou que a espermidina diminui a rigidez
arterial induzida pela idade e o dano oxidativo das células endoteliais. Além disso, a
suplementacdo por seis semanas de espermidina associada a espermina em

camundongos reverteu as alteragdes associadas a idade na morfologia miocérdica
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(fibrose miocéardica) (MADEO et al., 2018; MUNOZ-ESPARZA et al., 2019; ZHANG
et al., 2017). Entretanto, Soda (2022) associa o efeito anti-inflamatério de uma dieta
rica em poliaminas com o estimulo & metilacdo do DNA. A metilacdo desta regido
reduz a expressao da proteina de membrana de LFA-1 de células imunolégicas, que
aderem ao endotélio e diversas moléculas provocando quadro inflamatério crénico.
Dessa forma, as poliaminas espermidina e espermina estariam envolvidas em
mecanismos epigenéticos associados a amenizacao do quadro inflamatério crénico.

Liang et al. (2021) e Madeo et al. (2018) e afirmaram que a suplementacao
de espermidina tem se destacado para evitar a neurodegeneracdo e melhorar o
desempenho cognitivo. Ensaios clinicos para envelhecimento cognitivo mostraram o
papel benéfico da espermidina na prevencédo da disfuncdo mitocondrial do cérebro e
declinio da memoria relacionada a idade (PULESTON et al., 2019). Depois que um
estudo piloto sugeriu que 1 mg/dia de espermidina, proporcionou aos individuos
adultos da pesquisa com declinio cognitivo subjetivo, uma ligeira vantagem no
desempenho da memdéria em relacdo ao grupo que recebeu o placebo, iniciaram as
pesquisas que avaliaram o efeito da suplementacdo de 2 mg/dia de espermidina na
memoria em idosos cognitivamente saudaveis com queixas subjetivas de memoria.

O desempenho da memdéria foi moderadamente aprimorado no grupo de
espermidina em comparacdo com placebo no final da intervencdo. As estimativas
de ingestdo de espermidina na dieta em todo o mundo variam de 5 mg a 12 mg por
dia (WIRTH et al., 2019).

Madeo et al. (2018) relataram que esta poliamina preserva a funcao
mitocondrial, exibe propriedades anti-inflamatérias e previne a senescéncia celular.
Foi sugerida que a autofagia é intensificada por niveis mais elevados de
espermidina. A autofagia desempenha um papel positivo em retardar o processo de
envelhecimento por garantir a homeostase e proteostase da célula. Além disso,
degrada as organelas danificadas, removendo e reciclando o material citoplasmatico
que iria se acumular durante o envelhecimento. Em sintese, a autofagia poderia ser
considerada como um mecanismo de reciclagem celular, com a degradacao
daquelas células ou organelas que apresentem determinadas disfungdes.

Para entender o papel da espermidina na regulagdo da autofagia, ha a
hipétese de sua acdo por meio da hipusinacdo de EIF5A (proteina com fator de
iniciacdo da traducéo eucaridtica 5A), porque ela serve como um substrato Unico

7

para esse processo. A hipusina é um aminoacido encontrado em todos o0s
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eucariotos, e EIF5A € a Unica proteina conhecida que contém esta modificacdo de
aminoéacido que regula a traducao de proteinas mitocondriais ricas em repeticdes de
prolina (ZHANG et al., 2019). De acordo com Metur e Klionsky (2020), uma
contribuicdo importante deste estudo é a identificagcdo da via EIF5A como potencial
biomarcador sanguineo para o envelhecimento. E importante ressaltar que essa via
pode ser restaurada pela reposicdo dos niveis de espermidina, aumentando assim
as respostas imunologicas das células B. Portanto, h4 fortes evidéncias da
relevancia clinica translacional direta da espermidina como um metabdlito que pode
modular o envelhecimento imunoldogico.

A inducdo de autofagia pela espermidina € independente das vias
previamente associadas ao envelhecimento envolvendo sirtuinas. Também é
independente da via canbnica do mTOR, pois a espermidina ndo altera o status de
fosforilacdo do mTOR ou de seu substrato, a proteina ribossémica S6 quinase. A
espermidina afeta o perfil de acetilacdo de muitas proteinas, uma proporcao
significativa delas pertencendo a rede de proteinas da autofagia humana. Ela
desencadeia principalmente a desacetilacdo no citosol e acetilacdo no nudcleo. A
espermidina pode induzir a autofagia em curto prazo sem transcricdo de novas
proteinas e a autofagia pela espermidina pode ser regulada por desacetilacdes
citoplasmaticas (MINOIS, 2014).

Varios estudos destacam a hipotese de que as células T CD8+ de
camundongos idosos e humanos reduziram a autofagia e 0 aumento da espermidina
regulou positivamente a autofagia nessas células restaurando suas respostas
imunologicas durante a senescéncia (LAHIRI; HAWKINS; KLIONSKY, 2019;
PULESTON et al., 2014; RUBINSZTEIN; MARINO; KROEMER, 2011; ZHANG et al.
2019).

Mufioz-Esparza et al. (2019) relataram um estudo feito em camundongos com
idade avancada no qual foi administrada uma dieta com altos niveis de espermidina
(1.540 nmol/g) e espermina (374 nmol/g). Foi observado um aumento nas
concentracbes desses compostos no sangue e reducédo dos niveis de marcadores
pro-inflamatorios, metilagdo de DNA associada a idade e mortalidade. Estudos ainda
devem ser explorados para averiguar se todos esses efeitos dependem das
propriedades estimuladoras da autofagia da espermidina (HANDA et al., 2018;

MADEO et al.,, 2018). Acredita-se que a espermidina exiba muitas dessas
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propriedades antienvelhecimento devido ao seu papel na inducdo da autofagia; no

entanto, muitas questdes ainda permanecem sem resposta a esse respeito.

3.3 TIRAMINA E SAUDE

As aminas biogénicas sdo Iimportantes substancias mensageiras e
reguladoras das fungdes celulares. Atuam como neurotransmissores,
neuromoduladores e neurohorménios. A tiramina € uma amina biogénica, portadora
de um Unico grupo amina, gerada através da descarboxilagcdo do aminoéacido tirosina
em animais, plantas e micro-organismos. Esta envolvida em muitos processos
fisiologicos, dentre eles, a atuacdo como neuromodulador e precursor da
octopamina. Além disso, tem efeitos cardiovasculares e modula o sistema
imunologico celular (EL HUSSEINY et al., 2022).

Os seres humanos obtém tiramina por meio de sintese endégena, bem como
por meio de sua dieta, sendo que uma variedade de fatores influencia o teor de
tiramina dos alimentos. Estes incluem a disponibilidade de tirosina livre, bem como a
presenca de micro-organismos produtores de tiramina e as condicdes que suportam
seu crescimento (ou seja, concentracdo favoravel de sal, temperatura e pH). Além
disso, fatores que afetam a atividade da enzima tirosina descarboxilase (por
exemplo, temperatura, pH) também afetam o teor de tiramina dos alimentos
(ANDERSEN et al., 2018).

Normalmente, a tiramina é degradada pelas monoaminas oxidases (MAOS).
Entretanto, a tiramina, quando ingerida em elevados teores pode apresentar efeitos
adversos a saude. A atividade das MAOs pode ser diminuida pela ingestdo de
alcool, e por medicamentos inibidores da MAO. A intoxicacdo por tiramina é também
denominada “efeito do queijo”, com sintomas como dor de cabeca, enxaqueca,
aumento da pressdo sanguinea. Ao entrar nos nervos noradrenérgicos, a tiramina
causa uma liberacdo de noradrenalina, que pode levar, em altas concentragoes,
efeitos toxicos como dores de cabeca, dilatacdo da pupila e aumento da presséo
arterial (ANDERSEN et al., 2018; DALA-PAULA et al., 2021a).

A administracdo oral de 400-500 mg de tiramina em individuos saudaveis
elevou a pressao arterial sistdlica em 30 mmHg. No entanto, apds o pré-tratamento
com um inibidor da MAO, um aumento semelhante na pressao arterial foi observado
com doses muito mais baixas de tiramina (8 mg) (CHEN; WILKINSON, 2012).
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De acordo com a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar, a ingestédo de
600 mg de tiramina por refeicdo pode causar efeitos adversos em individuos
saudaveis que ndo fazem uso de inibidores da MAO, mas para individuos em
tratamento com esses farmacos, o limite maximo tolerado por refeicdo diminui para 6
mg de tiramina (EFSA, 2011).

3.4 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS IN VITRO

As vantagens dos compostos bioativos e nutrientes para a saude sao
baseadas nos niveis de ingestdo e na quantidade desses compostos que se tornam
bioacessiveis e biodisponiveis. Diferentes abordagens analiticas podem ser
aplicadas para mensurar a bioacessibilidade de nutrientes e compostos bioativos
(BARBA et al., 2017; CASTALDO et al., 2020; LINGUA et al., 2019).

Os modelos usados para avaliar a bioacessibilidade de compostos bioativos
podem ser in vitro (digestdo gastrointestinal simulada, membranas artificiais, cultura
de células Caco-2), ex vivo (avaliacdo laboratorial de 6rgdos gastrointestinais), in situ
(perfusdo intestinal animal), in vivo (testes em animais e humanos). A partir desses
modelos, o0s procedimentos de digestdo in vitro que simulam a digestado
gastrointestinal tém sido aplicadas a uma variedade de matrizes alimentares para
analisar diferentes compostos bioativos. Os procedimentos de digestao in vitro tém a
vantagem de serem rapidos, de baixo custo, seguro, menos trabalhoso e sem
restricbes éticas que se aplicam a modelos in vivo. Além disso, modelos de digestao
in vitro permitem maior controle das variaveis experimentais em compara¢cao com 0s
modelos in vivo. Assim, a simulacao in vitro é considerada mais reprodutivel.

O protocolo INFOGEST para andlises de bioacessibilidade in vitro foi
padronizado em um consenso internacional. E um método de digestdo estatica que
avalia os desfechos resultantes da digestdo de alimentos analisando os produtos da
digestdo e avaliando a liberacdo do analito (micronutriente, compostos né&o
nutrientes, contaminantes etc.) da matriz alimentar. Usa propor¢cdes constantes de
refeicéo para fluidos digestivos e um pH constante para cada etapa da digestao. Isso
torna 0 método simples de execucdo, mas possui a desvantagem de ndo simular a
cinética real da fisiologia digestiva. Usando este método, as amostras de alimentos
sdo submetidas a digestdo sequencial (oral, gastrica e intestinal), enquanto

parametros como eletrolitos, enzimas, bile, diluicdo, pH e tempo de digestdo séo
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baseados em dados fisiologicos disponiveis na literatura (BRODKORB et al.; 2019;
MINEKUS et al., 2014).

A digestdo gastrointestinal in vitro é uma metodologia essencial para simular
as condicbes fisiologicas do organismo humano e assim, proporcionar melhor
compreensao acerca da bioacessibilidade de nutrientes e ndo nutrientes e o efeito
em determinadas propriedades funcionais em potencial, de diferentes matrizes
alimentares (STAFUSSA et al., 2021).

3.5 BIOACESSIBILIDADE DE AMINAS BIOATIVAS

Ainda hoje existe lacuna de pesquisas voltadas para a bioacessibilidade de
poliaminas nos alimentos. Poucos estudos estédo disponiveis na literatura cientifica,
dentre elas, um estudo da bioacessibilidade in vitro de aminoacidos e aminas
bioativas em chocolate amargo 70% (Dala-Paula et al., 2021a). Foram investigadas
dez aminas bioativas no chocolate, porém estavam presentes apenas sete
(cadaverina, 2-feniletilamina, putrescina, espermina, espermidina, triptamina e
tiramina). As poliaminas foram predominantes antes da digestédo in vitro, enquanto
tiramina, cadaverina e espermidina apoés a digestdo. Todas as aminas apresentaram
alta bioacessibilidade com leve influéncia de enzimas digestivas. Os autores
levantaram a hipotese de que o aumento do total de aminas na fase gastrica foi
devido ao baixo valor do pH (2,0), sugerindo que essa condicao foi responsavel pela
possivel quebra das formas conjugadas de aminas com proteinas e compostos
fendlicos. Foi mostrado que na fase gastrica ocorreu a maioria das alteracdes nas
aminas individuais: tiramina aumentou mais (8,7 vezes), seguido por espermidina
(5,9 vezes), espermina (2,9 vezes) e feniletilamina (2,6 vezes). Além disso, os
conteudos de espermina e espermidina foram maiores em relacdo ao controle
(processo realizado sem adicdo das enzimas digestivas), reforcando a atividade da
pepsina na bioacessibilidade das aminas (DALA-PAULA et al., 2021a).

Outro estudo (REIS et al., 2020a) descreveu a bioacessibilidade de
poliaminas, em especial da espermidina, apds simulacdo in vitro das etapas de
digestdo (gastrica e intestinal) in vitro de cogumelo (Agaricus bisporus) fresco e
processado. Os autores verificaram que 0s niveis da poliamina espermidina nao

foram afetados com o0 processamento (cozimento e enlatamento) quando
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comparados com o cogumelo fresco apoés a digestdo gastrica e intestinal simulada in

vitro, demostrando que ela possui alta bioacessibilidade.

3.6 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E EFEITO DA
DIGESTAO IN VITRO NO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Muitas pesquisas recentes acerca da bioacessibilidade de compostos
fenolicos e do efeito da digestdo no potencial antioxidante em alimentos destacam o
comportamento dos compostos fendlicos e flavonoides ao longo da digestdo. O
aproveitamento desses compostos ainda é um ponto critico para a pesquisa, pois
eles podem sofrer diversas alteragbes que modificam sua bioacessibilidade e
biodisponibilidade (Figura 7) (DIAS et al., 2020).

Figura 7 — Fatores que afetam a bioacessibilidade de compostos fenélicos
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Fonte: Melini et al. (2020). Adaptado pela autora.
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Segundo Dutra et al. (2017), a bioacessibilidade de compostos fendlicos
depende da matriz alimentar avaliada. Os autores ainda afirmam que véarias
transformacdes bioquimicas, como a formacgdo de novos compostos, degradacgéo e
até a formacao de substancias pro-oxidantes podem ocorrer nos alimentos durante o
processo digestivo e, assim, alterar seu potencial bioldgico.

A bioacessibilidade de compostos fendlicos pode variar de 30 a 100% para
matrizes de plantas sélidas. No entanto, a acdo de enzimas digestivas pode interferir
na integridade e estabilidade desses compostos. Durante a digestdo gastrointestinal,
0s compostos fendlicos presentes em frutas e vegetais podem ser influenciados por
varios fatores: concentracdo no alimento, liberacdo da matriz, estrutura quimica,
conjugacao com outros compostos, tamanho da molécula, grau de polimerizacdo e
solubilidade (DIAS et al., 2020). A digestdo gastrointestinal pode promover a
degradacdo de compostos fendlicos, além de aumentar as interacdes entre eles e
outros componentes do alimento e alterar a viscosidade do meio, prejudicando sua
bioacessibilidade (IGLESIAS-CARRES et al., 2019; LUCAS-GONZALEZ et al.,
2018b).

No estudo de Araujo et al. (2021) sobre a bioacessibilidade e bioatividade de
compostos fendlicos presentes em fracbes de araca-boi submetidas a digestao
gastrointestinal in vitro, foi observado que a fracdo comestivel aumentou o teor de
compostos fendlicos apéds digestdo gastrica (123,4%), enquanto na fase intestinal
ndo houve diferenca nos teores de fendlicos totais em relacdo ao extrato bruto (ndo
digerido). Verificou-se também um aumento do potencial antioxidante, determinado
pelo método de ABTS apds o processo digestivo das fragcbes de araca-boi. Os
autores associaram o aumento dessa propriedade funcional em potencial com o
aumento no teor de flavonoides, com reconhecida atividade antioxidante.

Dias et al. (2020) avaliaram a bioacessibilidade de compostos bioativos e a
atividade antimicrobiana de extratos aquosos de Physalis angulata L (popularmente
denominado camapu). A atividade antioxidante dos extratos foi determinada apenas
pelo método do ABTS, que mostrou reducdo apos a digestdo. Esse resultado esta
relacionado aos baixos niveis de compostos fendlicos bioacessiveis. Durante a
digestéo gastrointestinal, os compostos fendlicos podem sofrer mudancas estruturais
causadas pelas variagdes de pH, acdo de enzimas digestivas ou aquelas presentes
no proprio tecido vegetal, com consequente alteracdo molecular, resultando em

comprometimento da atividade antioxidante. A conjugagdo de &cidos fendlicos com
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outras moléculas ou com a propria matriz alimentar também pode alterar o potencial
antioxidante.

A pesquisa de Sollano-Mendieta et al. (2021) demonstrou o efeito da digestao
gastrointestinal in vitro em compostos antioxidantes de 12 variedades de seriguela
(S. purpurea L.) no qual cada composto antioxidante apresentou um comportamento
caracteristico durante a digestdo in vitro. Apos a digestdo, o teor de compostos
fenodlicos aumentou significativamente na fase gastrica (213,44 a 282,92 mg
GAE/100 g) para a fase intestinal (241,57 a 511,75 mg GAE/100 g). No entanto,
esse teor foi significativamente menor que aquele quantificado pela extracéo
quimica, o que indica limitada bioacessibilidade. Assim como 0s compostos
fendlicos, os flavonoides foram liberados gradualmente ao decorrer da digestdo
gastrointestinal. O percentual dos flavonoides totais apds a digestdo gastrica variou
de 31,86 a 65,10%, enquanto o indice de bioacessibilidade apés a digestao intestinal
teve amplitude entre 72,76 e 95,57%. A bioacessibilidade dos flavonoides variou de
acordo com as condi¢des gastricas e intestinais (mudancas de pH e interacdo com
as enzimas digestivas e outros compostos como ferro, fibra e proteinas).

Ao avaliar a digestéao in vitro na bioacessibilidade e bioatividade de compostos
fendlicos em fracdes de frutos de Eugenia pyriformis, observou-se que a semente de
uvaia apresentou maior teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante em
relacdo a fracdo comestivel, mas este potencial foi significativamente reduzido apés
0 processo. A partir da analise do mapa de calor foi possivel observar que entre 0s
compostos fendlicos identificados, os flavonoides aumentaram sua intensidade
relativa (principalmente nas fracbes digestivas), enquanto os &cidos fendlicos
reduziram sua intensidade, sugerindo que os &cidos fendlicos sdo o0s mais
suscetiveis a degradacdo durante o processo digestivo. Isso, presumivelmente
devido a uma menor complexidade quimica em comparacdo com os flavonoides,
gue foram encontrados principalmente na forma glicosilada (FARIAS et al., 2021).

Em um trabalho de Cangussu et al., (2021), os indices de bioacessibilidade
de compostos fendlicos, flavonoides e taninos totais em polpas madura e semi-
madura de umbu (Spondias tuberosa A.) foram 32,92% e 37,73%; 34,39% e 31,87%
e 107,5% e 114,27%, respectivamente. As cascas e polpas desta fruta possuem
diferentes composicbes de parede celular, o que interfere na digestdo
gastrointestinal. A composicao da parede celular das cascas de umbu confere maior

resisténcia quanto a extracdo dos compostos bioativos, quando comparadas com a
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polpa da fruta, durante a digestdo gastrointestinal. Isso reforca que a
bioacessibilidade de compostos bioativos sofre influéncia da composicdo da matriz
alimentar e, inclusive, do seu grau de maturacdo (CANGUSSU et al.; 2021).

Devido a escassez de pesquisas voltadas para a bioacessibilidade de
poliaminas nos alimentos, o estudo com frutas do Cerrado brasileiro visa aprofundar
o0 conhecimento das propriedades nutricionais e funcionais das mesmas. Sendo o
marolo uma fruta tipica desse bioma, o seu estudo tende a valorizar, reduzir
impactos ambientais e promover o desenvolvimento sustentavel das comunidades
locais extrativistas. Além disso, ajudara a conservar a biodiversidade de diversas

espécies de plantas e animais ameacados de extincéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Aproximadamente 3,5 kg de marolo foram adquiridos em estagio de
maturacdo adequada ao consumo, quando a fruta perde o pendunculo, provenientes
do municipio de Machado/MG, Coordenada Geogréfica - Latitude 21°41'58.59",
Longitude 45°49'14.32" (Datum SIRGAS 2000) (GPSMAP GARMIN 60CSx, Olathe,
Kansas, Estados Unidos) - e encaminhados a temperatura ambiente para o
Laboratdrio de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Alfenas.

As frutas foram previamente higienizadas em agua corrente e em seguida foi
realizado o pool das polpas ap0s a separacdo manual da casca e das sementes.
Logo a seqguir, as polpas foram acondicionadas em embalagem plastica,
identificadas e armazenadas sob refrigeracdo até o momento do preparo dos

extratos (Figura 8).

Figura 8 — Pool da polpa dos marolos em embalagem plastica

Fonte: a autora (2022).
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4.2 REAGENTES, SOLVENTES E ENZIMAS

Todos os reagentes e solventes utilizados nas andlises eram de grau de
pureza compativel com as analises (grau PA), os padrdes de cada analito
apresentavam grau de pureza 295%. As enzimas utilizadas nas andlises de
bioacessibilidade foram a-amilase (SIGMA A-317), pepsina (SIGMA P-7012) e
pancreatina (SIGMA P-3292) de origem suina e bile bovina (SIGMA B-3883).

4.3 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

O pH foi determinado em triplicata utilizando peagametro digital de bancada
(Lucadema LUCA-210, Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil). Inicialmente o
eletrodo do peagametro foi mergulhado em agua destilada e seco com papel macio.
Em seguida foi calibrado com solucdes tampéo pH 4 e 7. ApGs calibrado, as leituras

das amostras foram feitas (Figura 9D).

Figura 9 — Analise de cor, sélidos soluveis totais, acidez titulavel e pH na

polpa do marolo

ey R B
Fonte: A autora (2022).

Legenda: (A) Analise de Cor; (B) Determinagdo de SST; (C) Acidez Titulavel; (D)
Determinacéo de pH.

%)
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4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

As amostras foram pesadas em balanca analitica digital (Shimadzu AY220,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo) com capacidade méaxima de 220 g. ApGs a pesagem
de 1,0000 g, as amostras da polpa foram inseridas em cadinhos de porcelana
previamente pesados e secos e levados ao aquecimento em estufa (QUIMIS,
Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 105 °C até peso constante. Em seguida, apos
resfriamento dos cadinhos em dessecador, eles foram pesados para determinacao

realizada por gravimetria através da formula:

UMIDADE (% ou g/100g)= N x 100
P
sendo:
N = Perda de peso em gramas, ou seja, (massa da amostra + cadinho antes da
estufa — massa do cadinho depois da estufa) {Peso inicial - Peso final}.

P= Quantidade de amostra (em gramas).

4.5 DETERMINACAO DE ACIDEZ TITULAVEL

A determinacdo da acidez titulavel foi realizada (Figura 9C), em trés
replicatas, com uma aliquota de aproximadamente 3 g da polpa do marolo, triturado
em liquidificador semi-industrial (Poli Siemsen®), por 30 segundos, centrifugado a
7.000 x g por 5 minutos e filtrado. As andlises foram realizadas por titulacdo com
solucdo de NaOH a 0,1 N, previamente fatorado com padrdo de biftalato de
potassio, em presenca de fenolftaleina para indicar o ponto de viragem. O teor de
acidez titulavel total foi calculado a partir da equacdo, sendo os resultados
expressos em g/100 g de acido citrico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

AT =V XN xfx 0,064 x 100
Va

Onde: V = volume em mL da solucdo de NaOH, N = normalidade da solucdo de

NaOH, Va = volume em mL da amostra, f = fator de correcéo do titulante.
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4.6 DETERMINACAO DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

Os sodlidos soluveis totais (SST) foram determinados na polpa triturada do
marolo in natura, em seis replicatas, em refratbmetro digital (Marca ATAGO PAL-3,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 20°C, com os resultados expressos em °Brix
(AOAC, 1995) (Figura 9B).

O ratio (SST/ATT) foi obtido a partir da divisdo da meédia dos resultados de
STT pela ATT (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7 DETERMINACAO DE COR DA POLPA

A andlise da cor foi feita no angulo de 90 °C e em ambiente isento de sombra
por meio do colorimetro portatil (KONICA MINOLTA CR-10-Sensing, Tokio, Jap&o)
(Figura 9A). Seis amostragens de aproximadamente 5 g da polpa de marolo foram
adicionadas em placas de vidro, para a determinacdo da cor, em seis repeticoes.
Observou-se o sistema de cores no qual: L representa a luminosidade (L*= 0 é preto
e L*= 100 claridade total). As coordenadas que indicaram a direcdo das cores sao:
+a*= vermelho e -a*= verde; +b*= amarelo e —b*= azul. Além destas coordenadas de
cores, também foi feita a leitura dos parametros de cor como o valor de croma C*=
(a*2+b*2)1/2, que representou a pureza da cor, e a medida do angulo h*= tg-
1(b*/a*), que representou a tonalidade da cor (AOAC, 1995).

4.8 PREPARO DO EXTRATO PARA AS DETERMINACOES DO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE, DOS COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Para a obtencdo dos extratos, a polpa do marolo foi triturada em
multiprocessador doméstico (Modelo Philco all in one 800 w, Manaus, Amazonas,
Brasil). Uma aliquota de aproximadamente 2 g de polpa, foi pesada em triplicada em
tubos Falcon de 50 mL. Em cada tubo foram adicionados 10 mL de solucdo de
metanol-acetona-agua (7:7:6 v/viv), sendo a mistura, em seguida, homogeneizada
durante 1 minuto em equipamento de vortex de bancada (Modelo Global Trade
Technology XH-DU, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil). A mistura foi mantida em banho
de ultrassom a 25 °C por 30 min e centrifugada (Centrifuga Fanem Excelsa Baby
Modelo 206-BL, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) a 4000 x g, por 5 min a 4 °C e entao
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filtrada em papel de filtro qualitativo. As etapas descritas foram repetidas por mais
duas vezes, ap6s adicdo de 10 mL do solvente em cada etapa. Ao final, os
sobrenadantes foram combinados e o volume ajustado para 30 mL com a mistura de
solvente utilizada. Os extratos filtrados foram encaminhados para as andlises de
potencial antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH, fendlicos e flavonoides totais por

espectrofotometria.

4.9 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
CAPTURA DO RADICAL ABTS-+

O potencial antioxidante foi determinado a partir do método
espectrofotométrico de descoloragdo do radical cationico ABTS<* (2,2'—azinobis 3-
etilbenzoatiazolina-6-acidosulfénico), obtido a partir de sua neutralizacdo com
compostos antioxidantes presentes nas amostras, conforme metodologia descrita
por Granato (2016). A solugao de ABTSe+ foi preparada misturando solugédo aquosa
7mM de ABTSe+ com solucdo 2,45 mM de persulfato de potassio e incubado no
escuro em temperatura ambiente por 12 horas. A solucéo resultante foi diluida até
obtencdo de absorbancia igual a 0,7 = 0,05, determinada em espectrofotdbmetro
BelPhotonics Ultraviolet/Visible-M51 (Monza, Mildo, Italia), ajustado em comprimento
de onda de 734 nm.

A diferenca de cor entre as leituras da solugcdo completamente colorida,
considerada a solucdo de 100% de radicais livres ABTS<* (750 uL de ABTS<* + 250
ML de solugao de alcool etilico a 70% v/v) e da leitura da solugéo de radicais ABTS<*
contendo o extrato da amostra (750 pyL de ABTSe* + 250 uyL de amostra
adequadamente diluida) com incubacdo em ambiente escuro por 15 minutos, indicou
0 potencial antioxidante. A mistura foi analisada em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 734 nm. Os resultados foram comparados com uma curva
analitica construida com sete pontos de diferentes concentracdes de solugcéo padrao
do antioxidante trolox. Duas solu¢cdes branco foram preparadas, substituindo a
aliquota de amostra pela mistura de solvente utilizada nos extratos e mantendo a
solucdo de ABTS. Os valores de absorbancia encontrados nas leituras de cada
amostra foram descontados das solu¢des branco, que possuiam os maiores valores
de absorbancia. Os resultados foram expressos em pM equivalente de trolox/ g (UM
ET/g).
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4.10 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
CAPTURA DO RADICAL DPPH-

A atividade de captura do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) por
antioxidantes foi quantificada conforme metodologia descrita por Margraf et al.
(2016), com modificacdes, utilizando Trolox como padrdo. Uma aliquota de 100 uL
de cada amostra adequadamente diluida foi colocada em tubo de ensaio com 650
pL de solugédo de DPPH a 0,10 mM solubilizada em metanol, sendo manualmente
homogeneizados e mantidos no escuro, em temperatura ambiente, por 30 minutos.

A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro ajustado a 517 nm; e
calculada a partir de equacéo da reta obtida por meio de uma curva de calibracao de
sete pontos, considerando diferentes concentracbes do padrdo de Trolox (20-100
pug/mL) e a taxa de eliminacdo do radical DPPH. A solucédo de etanol (70% v/v) foi

utilizada como controle negativo.

4.11 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo dos teores de compostos fendlicos totais das amostras foi
realizada conforme método descrito por Wang et al. (2020), com modificacdes. Uma
aliquota de 160 puL adequadamente diluida foi adicionada em um tubo de ensaio
contendo 80 pL do reagente de Folin-Ciocalteu, agitada manualmente por 10
segundos e mantida por 5 minutos a 25 °C. Um volume de 640 uL de Na2COs (7,5%
p/v) foi adicionado e incubado, ao abrigo da luz, a 25 °C por 30 minutos. A
absorbéancia foi mensurada a 756 nm, em espectrofotdbmetro. Os resultados foram
quantificados a partir da equacdo da reta obtida por meio de uma curva padrao
construida com sete pontos, com diferentes concentracdes de padrdo de &cido
galico (10-100 pg/mL). Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido

galico/g de amostra (mg EAG/qg).
4.12 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS
Os teores de flavonoides totais foram determinados conforme metodologia

relatada por Boateng et al. (2008), com modificacbes. Uma aliquota de 625 uL de

amostra adequadamente diluida foi adicionada em um tubo de ensaio. Em seguida,
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foram adicionados 37,5 pL de nitrito de sodio (NaNO2) a 5% (p/v), com agitacao
manual por aproximadamente 10 segundos e incubacdo por 5 minutos a
temperatura de 25 °C. Apos o periodo de incubacéo, foram adicionados 37,5 pL de
cloreto de aluminio (AICIs) a 10% (p/v). A mistura foi manualmente agitada por 10
segundos e levada para incubacdo por 5 minutos a 25 °C. Na sequéncia, foram
adicionados 250 pL de hidréxido de sodio (NaOH) 1M e 350 pL de agua destilada,
com o0s tubos novamente agitados manualmente e incubados nas mesmas
condi¢cbes descritas anteriormente. A absorbancia das amostras foi mensurada em
espectrofotometro (Modelo BelPhotonics Ultraviolet/Visible-M51, Monza, Mildo, Italia)
em comprimento de onda ajustado em 510 nm. Uma curva padréo de catequina foi
construida e utlizada para a quantificacdo dos teores de flavonoides totais,

expressos em mg equivalentes de catequinas/g de amostra (mg EC/qg).

4.13 DETERMINACAO DE AMINAS BIOATIVAS

Uma aliquota de aproximadamente 5 g da polpa de marolo foi adicionada de 7
mL de solucédo de acido tricloroacético (TCA) a 5% (p/v), seguida de agitacdo em
vortex (Global Trade Technology XH-DU, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil) por 15
minutos e centrifugacédo a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos em centrifuga (Modelo
CR21, Hitachi-Himac, Kyoto, Japao). O sobrenadante foi coletado e o residuo soélido
foi extraido outras duas vezes com mais 7 mL de TCA a 5%. O sobrenadante foi
combinado e o volume total ajustado para 25-mL. O extrato foi filtrado por meio de
membrana filtrante de 0,45 um de poro (DALA-PAULA et al., 2021a) e encaminhado
para a quantificacdo de aminas bioativas. O processo de extracao foi realizado em
duplicata.

Os extratos obtidos foram submetidos a determinacdo de aminas bioativas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, composto em um sistema LC-10 AD
conectado a um detector RF-551 espectrofluorimétrico a 340 e 445 nm de excitacao
e emissao, respectivamente e um controlador CBM-10 AD (Shimadzu Corp., Kyoto,
Japédo). Uma coluna pBondapack C18 de pareamento de ions, em fase reversa
(300x3,9 mm i.d., 10 pum) foi usada para separacdo dos analitos. As fases médveis
utilizadas foram: A) tampé&o de acetato de sédio 0,2 M e 10 mM de sal sodico do
acido l-octanossulfénico, com pH ajustado em 4,9 com acido aceético glacial; B)

100% de acetonitrila grau cromatografico. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min e o
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gradiente para a fase B foi de: 13 min a 11%, 19 min a 30%, 24 min a 11% e 45 min
a 11%. A deteccéo foi realizada apés derivatizacdo pds-coluna com o-ftaldialdeido.

A solucéo derivante (1,5 mL de Brij-35 + 1,5 mL de mercaptoetanol + 0,32 g
de o-ftalaldeido em 500 mL de solug¢do contendo 25 g de acido bérico e 22 g de
KOH, com ajuste de pH para 10,5) foi ajustada para fluxo de 0,4 mL/min. A coluna foi
mantida a 23 + 1 °C. As aminas foram identificadas por cromatografia com os
padrbes e a quantificacdo realizada por meio de curva padrdo construida com
padroes externos de cada uma das dez aminas investigadas (Dala-Paula et al.,
2021a).

4.14 ENSAIO DE BIOACESSIBILIDADE

A simulacdo da digestdo gastrointestinal (Figura 10) foi realizada seguindo o
protocolo INFOGEST (MINEKUS et al., 2014; BRODKORSB et al., 2019). O protocolo
simulou, em triplicata, trés etapas do processo digestivo:

) fase oral;
1)) fase gastrica;

)  fase intestinal.

Figura 10 — Fotografia ilustrativa da digestdo da polpa do marolo em banho

maria com agitacao

Fonte: A autora (2022).
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Antes de iniciar a digestdo in vitro, os fluidos: salivar, gastrico e intestinal
foram preparados, considerando as concentracdes finais dos sais apresentados na
tabela 1.

Tabela 1 - Concentracao de eletrélitos das solucdes estoques dos fluidos digestivos

salivar, gastrico e intestinal, para um volume de 400 mL em agua.

Solucéao Salina Fase Oral Fase Gastrica Fase Intestinal
Adicionada (pH 7) (pH 3) (pH 7)
Concentragcdao em mM
KCI 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCOs3 13,6 25 85
NaCl - 47,2 38,4
MgCl2(H20)s 0,15 0,12 0,33
(NH4)2COs 0,06 0,5 -
HCI 1,1 15,6 8,4
CaCl2(H20)2 1,5 0,15 0,6

Fonte: Brodkorb et al. (2019).

) Fase oral

5 g da polpa de marolo foram pesados em balanca analitica (Shimadzu AY
220, Kyoto, Japao) e adicionado de 4 mL de fluido salivar, 475 pyL de agua destilada
e 25 uL de CaClz. Pesou-se 0,937 g de amilase suina (marca SIGMA-ALDRICH, S&o
Paulo, Brasil) e diluiu em 15 mL de agua destilada. Adicionou-se 500 pL de solugéo
de amilase. Os tubos foram incubados em banho maria (Dubnoff CT-232, Quimis,
Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 37 °C por 2 minutos com agitacdo de 80 rpm para
simular as condicfes da digestao oral. Logo em seguida, a atividade enzimética foi
cessada reduzindo rapidamente o pH para 3.0 e os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 80 rpm, a 4 °C.

1)) Fase gastrica

Foram adicionados ao tubo resultante da fase anterior 8,5 mL de fluido
gastrico, 5 uL CaClz e ajustado o pH com HCL 5 M com volume de 80 uL subtraindo
o volume de acido adicionado de 995 L de agua.



52

Pesou-se 1,898 g de pepsina suina (marca SIGMA-ALDRICH, Séao Paulo, Brasil) e
diluiu em 15 mL de agua destilada. Adicionou-se 500 uL de solucéo de pepsina e em
seguida os tubos foram incubados em banho maria com agitagdo (para simular os
movimentos peristalticos ocorridos no estébmago) a 37 °C por 2 horas a 80 rpm. Apés
esse periodo, cessou-se a atividade enzimatica aumentando rapidamente o pH para
7,0.

) Fase intestinal

Foram adicionados 8 mL de fluido intestinal, 40 uyL CaCl: e ajustado o pH até
7 com NaOH 1 M. O volume de base adicionado foi subtraido de 3,96 mL de agua,
sendo o restante adicionado. Foram pesados 4,90 g de bile bovina, sendo diluida em
90 mL de fluido intestinal. Em seguida, foram adicionados 3 mL de solucéo de bile.
Foram pesados 1,2 g de pancreatina suina e diluida em 150 mL de fluido intestinal.
Adicionou-se 5 mL de solucdo de pancreatina aos tubos, que foram incubados em
banho maria com agitacdo, para simulagdo dos movimentos intestinais, a 37 °C por
2 horas a 80 rpm. Cessou-se a atividade enzimética utilizando banho de gelo. Apds
o resfriamento, foi realizada a centrifugacdo e o volume dos sobrenadantes
resultantes da digestdo gastrointestinal foram coletados e congelados a uma
temperatura média de -18°C até o momento das analises quimicas de potencial
antioxidante, compostos fendlicos flavonoides totais e de aminas.

O indice de Bioacessibilidade (IB) de cada analito mencionado na polpa do

marolo foi calculado, baseado na formula seguinte:

IB (%) = Y/Z x 100

sendo, Y é a fracdo bioacessivel apds a digestédo in vitro, e Z é o teor total do

composto na amostra.

O efeito da digestdo in vitro no potencial antioxidante foi calculado baseado
na mesma formula, sendo denominado como “indice de potencial antioxidante apés
a digestao in vitro” (IPAD). Na teoria, a bioacessibilidade é aplicada apenas para
nutrientes ou compostos nao-nutrientes, sendo o potencial antioxidante uma
propriedade do alimento, o que justifica a necessidade de adaptacdo da

nomenclatura.
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4.15 ANALISE ESTATISTICA

A determinac&o do potencial hidrogenidnico (pH) e umidade foram realizadas
em triplicata. As determinagbes do potencial antioxidante, dos conteldos de
flavonoides totais e de fendlicos totais foram realizadas em triplicata e a analise de
aminas bioativas em duplicata. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrao. Para determinar a existéncia de diferencas significativas entre as etapas da
digestéo in vitro, os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA),
seguidas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para identificar quais grupos diferiram entre

si por meio do software estatistico Minitab® 16.2.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA AMOSTRA

As analises de potencial hidrogenibénico, teor de umidade, acidez total titulavel
e solidos soluveis totais foram realizadas com o intuito de auxiliar na caracterizacao
da fruta, considerando a escassez de informacgdes sobre o0 seu grau de maturagao.
Essa caracterizacdo € importante para fornecer informagbes necessarias para a
reproducdo da pesquisa ou comparacdo de resultados, tendo como base o0s

parametros utilizados.

5.1.1 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH observado na polpa do marolo foi equivalente a 4,41 + 0,05, sendo este
valor préximo ao relatado na literatura (SCHIASSI et al., 2018). Segundo Schiassi et
al. (2018), a polpa do marolo apresenta pH proximo ao das frutas buriti, cagaita e
mangaba (pH 3.7— 4.6). De acordo com a classificacdo proposta pelo Food and Drug
Administration (FDA), as polpas de frutas sdo consideradas muito acidas (pH < 3.7);
acidas (pH 3.7— 4.6) e média acidez (pH 4.6 — 5.3) (SCHIASSI et al., 2018); sendo
assim, o pH da polpa do marolo (pH 4.41) é considerada &cida. Morais et al. (2017)
relataram pH 4.45 na polpa de marolo, semelhante ao encontrado neste trabalho.

5.1.2 Teor de umidade

A partir da secagem em estufa da polpa do marolo, foi possivel observar
elevado teor de umidade na polpa da fruta, equivalente a 74,36 + 0,37 g/100 g. Os
resultados de Nascimento et al. (2020) sobre a caracterizacdo quimica de frutas
nativas do Cerrado do norte de Minas Gerais vao ao encontro do presente estudo
onde a polpa de marolo apresentou um teor de umidade de 71,42%, valor muito

préximo do que foi encontrado.

5.1.3 Acidez titulavel
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A polpa de marolo apresentou acidez titulavel de 0,43 + 0,02 g de acido
malico/100 g da polpa. A acidez titulavel da polpa analisada foi inferior ao relatado
no trabalho publicado por Schiassi et al. (2018), onde as polpas de buriti, cagaita,
mangaba e marolo estavam préximas de 0,71 g &cido citrico/100 g). Duarte et al.
(2017) encontraram um maior valor (0,78 g de acido malico/100 g), enquanto nos
achados de Morais et al. (2017) e Pimenta et al. (2014), foram inferiores (0,30 e 0,37
g de acido malico/100 g, respectivamente). Essas diferencas podem ser atribuidas

ao estadio de maturacao das frutas, o que exerce influéncia na acidez.

5.1.4 Sélidos soluveis

A média de SS encontrada na polpa foi de 15,67 + 0,06° Brix. Valores
semelhantes foram encontrados nos trabalhos descritos por Schiassi et al., (2018) e
Souza et al. (2012).

Roesler et al. (2007) encontraram teor médio de SS na polpa de marolo
superior ao desta pesquisa (19,01° Brix). E importante salientar que o teor de SS
depende do grau de maturacéo e é variavel entre regides, entre os cultivares e até
mesmo entre as por¢des da mesma fruta.

Morais et al. (2017) relataram que ndo ha Padrdo de ldentidade e Qualidade
(PIQ) para polpa de marolo. No entanto, para a polpa da graviola (Annona muricata
L.), que pertence a mesma familia do marolo, hd PIQ estabelecido pela legislagédo
(IN 37, 2018), o qual determina o valor minimo de SS de 9° Brix (BRASIL, 2018).

5.1.5 Razéao so6lidos soluveis/ acidez titulavel

A razao de solidos soluveis/ acidez titulavel (SS/AT) foi de 36,44. A razéo
encontrada foi superior ao observado por Morais et al. (2017) com resultado de
32,26 e inferior para os achados de Pimenta et al (2014) com resultado médio de
52,23. Quanto maior a relacdo SS/AT, maior € o equilibrio entre doce e acido,
tornando a fruta mais atrativa ao consumo in natura; pois a relagdo SS/AT € uma
forma de avaliagcdo de avaliagdao do grau de maturagcédo para algumas frutas e do
sabor, sendo mais representativa que a medicédo isolada de acucares e de acidez
(PIMENTA et al., 2014).
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5.1.6 Cor

Foram encontrados para as coordenadas crométicas 13,2+0,7 e 53,7£1,5
para a*, coordenada vermelho/verde; e b* coordenada amarelo/azul,
respectivamente. Quanto ao angulo Hue (h*), o mesmo valor foi encontrado nos
estudos de Nascimento et al. (2020) e valor semelhante para (L*), enquanto o0s
valores observados para saturagéo (C*) mostraram 6,5 vezes superior e ~1,2 vezes
maior nos estudos de Morais et al. (2017). Foi visto resultado semelhante na
magnitude dos parametros de a* e aumento de ~1,7 vezes para b* quando
comparadas com os resultados de Morais et al., (2017). A polpa do marolo possui
pouca coloracdo vermelha e consideravel coloracdo amarela, vistos em *a e b*. O
valor amarelo refere-se ao *a mais préximo do angulo de 90°e b* mais proximo do
angulo de 270°C. O parametro b* demonstrou valores positivos superiores em
comparacao com valor de a*, onde se fez a percepcédo tendendo para a cor amarela

da polpa.

5.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE, FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS NA
POLPA DO MAROLO

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados encontrados para o potencial
antioxidante, e dos compostos fendlicos e flavonoides totais.

Tabela 2 — Potencial antioxidante pelo método ABTS++ (ET pmol/g), DPPH (ET
umol/g), e teores de fendlicos totais (mg EAG/g) e flavonoides Totais (mg
EC/g) na polpa do marolo (em base Umida)

Ensaio Amostra da polpa do marolo
ABTSe+ (ET umol ET/g) 66,15 £+ 5,96
DPPH (ET pmol ET/g) 65,94 + 4,23
Fendlicos Totais (EAG mg EAG/Q) 9,16 + 0,36
Flavonoides Totais (mg EC mg/qg) 7,26 + 0,37

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Legenda: ET= Equivalentes de Trolox (umol/g). EAG= Equivalentes de Acido Galico (mg/g).
EC= Equivalentes de Catequina(mg/g). Resultados expressos em médias +
desvios padréo
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Quanto a captura do radical ABTS++, a polpa do marolo apresentou valores
~2,8 vezes inferior a capacidade antioxidante observada por Stafussa et al. (2021)
em extratos de puré da fruta, expressos em base seca, 184,81 umol ET/g e pelo
método DPPH, valores ~2,3 vezes inferior com 150,13 pmol ET/g.

Souza et al. (2012) determinaram a capacidade antioxidante pelo método
ABTS++ em frutas do Cerrado brasileiro, como marolo, murici, jenipapo, graviola e
maracuja doce. Os autores encontraram potencial antioxidante na polpa de marolo
~2 vezes maior (131,58 umol ET/g, em base fresca) ao determinado neste trabalho.
No entanto, as demais frutas analisadas apresentaram menor potencial antioxidante
com 57,25 umol ET/g para murici (1,1 vezes menor), 7,31 pmol ET/g para jenipapo
(9 vezes menor), 35,95 umol ET/g para graviola (1,8 vezes menor) e 10,84 ET
pumol/g para maracuja (6,1 vezes menor) quando comparadas ao marolo adquirido
em Machado, MG.

O potencial antioxidante obtido para a polpa de marolo pelo método de ABTS
foi superior ao relatado para murici, mangaba, fruta-do-conde e graviola, obtidos no
Nordeste do Brasil, cujos valores foram de 15,73; 10,84; 6,21 e 6,09 umol ET/g,
respectivamente. Os resultados encontrados pelo método DPPH também foram
superiores para as mesmas frutas, que apresentaram 6,46, 5,27, 0,68 e 1,36 umol
ET/g, respectivamente (ALMEIDA et al., 2011).

Vale ressaltar que o potencial antioxidante esta relacionado com a defesa
antioxidante natural em frutas e hortalicas através de trés grupos principais: acido
ascorbico, compostos fendlicos como antioxidantes hidrofilicos e carotenoides como
antioxidantes lipofilicos. Sendo assim, a atividade antioxidante das frutas pode ser
afetada por vérios fatores, incluindo aspectos ambientais, amadurecimento,
variedade, efeitos sinérgicos e antagdnicos entre eles e método de extracdo (SILVA
et al., 2020b).

Os métodos ABTS++ e DPPH determinam o potencial antioxidante a partir de
um mesmo mecanismo de acéo, a neutralizacdo de radicais livres. No entanto, o
ABTS++ € mais sensivel para compostos hidrofilicos, enquanto o DPPH é mais
adequado para analisar a atividade de compostos hidrofébicos (VO et al., 2022).

Segundo Rahman et al. (2022), uma dieta rica em antioxidantes ajuda a
reduzir os efeitos adversos do envelhecimento. Varios estudos tém sugerido que
uma combinacdo de alimentos ricos em antioxidantes e compostos fenolicos

provenientes de frutas podem ser agentes antienvelhecimento eficazes devido aos
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efeitos anticancer, cardioprotetores, na reducdo do estresse oxidativo e doencas
neurodegenerativas.

O teor de fendlicos totais encontrados neste trabalho foi superior ao
apresentado pela polpa de marolo Schiassi et al. (2018) (7,28 mg EAG/g), por
Nascimento et al. (2020) (4,34 mg EAG/Q), por Seixas et al. (2021) (2,58 mg EAG/q)
e Morais et al. (2018) (2,22 mg GAE/g), todos expressos em base umida. No
entanto, Stafussa et al. (2018) relataram conteudo de fendlicos totais similares ao
encontrado nesta pesquisa (9,02 mg EAG/g em base umida). Comparativamente
com outras frutas nativas do Cerrado, como o buriti, a cagaita, o caja e o coquinho, a
polpa de marolo apresenta teores de compostos fendlicos totais superiores, em
cerca de 10; 6,4; 15,8 e 5,3 vezes (NASCIMENTO et al., 2020).

Para servir de comparacao e classificar a quantidade de compostos fendlicos
totais, Vasco et al. (2008) classificaram 17 frutas do Equador em trés categorias de
concentracdo: baixa (<100 mg EAG/100 g), média (100-500 mg EAG/100 g), e alta
(>500 mg EAG/100 g) em base seca. Baseado nessa classificagdo, o marolo seria
considerado como fruta possuindo alto contetdo de compostos fendlicos.

Os teores de compostos fendlicos totais nas frutas variam com a espécie,
regido de cultivo, grau de maturacéo, época da colheita, estacdo do ano, presenca
de estresse abidtico ou mesmo de fitopatologias (NASCIMENTO, 2020). Além
desses fatores, Arruda, Pereira e Pastore (2017) relataram que a metodologia
analitica e obtencao dos extratos devem ser consideradas, como a composicdo do
solvente, temperatura e tempo de extracéo.

Os teores de flavonoides totais encontrados neste trabalho foram ~1,3 vezes
superior ao relatado por Siqueira et al. (2013) (5,49 mg EC/g). Comparativamente
com outras frutas do Cerrado brasileiro, o teor encontrado foi similar ao do tucum
com 7,16 mg EC/g e muito superior a cagaita (0,03 mg EC/g), a mangaba (0,02 mg
EC/g) e a guariroba (0,038 mg EC/g), por exemplo. Em contrapartida, o resultado
apresentado nessa pesquisa foi 1,8 vezes inferior ao encontrado por Arruda et al.
(2018b), com 13,51 mg EC/g.

Os flavonoides foram os compostos fendlicos mais abundantes (~86%) na
polpa de marolo. Assim sendo, cresce 0 interesse nesses Ccompostos
correlacionando o consumo com a reducao da incidéncia e mortalidade por doencas

cardiovasculares e cancer (ARRUDA et al., 2017).
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Dentre as dez aminas investigadas (putrescina, cadaverina, agmatina,

espermidina, espermina, 2-feniletilamina,

serotonina,

triptamina, histamina e

tiramina), apenas trés foram detectadas na polpa de marolo (Tabela 3). Pode-se

perceber que a monoamina tiramina foi a predominante, seguida pela diamina

putrescina e, por fim, pela poliamina espermidina.

Tabela 3 — Teores de aminas bioativas detectadas na polpa do marolo

Aminas bioativas  Valor detectado Aminas bioativas Valor detectado
(mg/kg) (mg/kg)
Putrescina 20,65 + 1,06 2-feniletilamina nd
Cadaverina nd Serotonina nd
Agmatina nd Triptamina nd
Espermidina 6,32 £ 0,59 Histamina nd
Espermina nd Tiramina 31,97 + 0,52

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
Legenda: nd: ndo detectada. Limite de detec¢éo igual a 0,14 mg/kg.

N&o foram encontrados outros estudos identificando as aminas bioativas no
marolo. Sendo assim, ao avaliar os teores de aminas livres em frutas tropicais, a
putrescina e espermidina foram as mais recorrentes e em maiores teores. O marolo
apresentou teor de putrescina superior ao da manga (0,09 mg/100 g), abacaxi (0,11
mg/100 g), mamao (1,01 mg/100 g), goiaba (0,10 mg/100 g) e maracuja (1,79
mg/100 g). Também apresentou maior concentracdo de espermidina do que o
relatado na literatura para manga (0,46 mg/100 g), mamao (0,54 mg/100 g) e goiaba
(0,38 mg/100 g) e um teor similar comparado ao abacaxi (0,70 mg/100 g) e um teor
menor quando comparado ao maracuja (3,05 mg/100g) (SANTIAGO-SILVA;
LABANCA; GLORIA, 2011).

Dala Paula et al. (2021b) relataram que a putrescina foi encontrada nas partes
comestiveis de 12 vegetais diferentes, tipicos da culinaria brasileira (brécolis, couve-
flor, berinjela, jil6, tomate, cebolinha, salsa, espinafre, alcaparras, mandioca, palmito
e broto de feijdo). Os teores médios encontrados no marolo foram superiores a todos

eles, com excecéo da berinjela (~21,3 mg/kg) e broto de feijao (~31,9 mg/kg), que
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apresentaram teores superiores. O aumento da putrescina em diversas espécies
vegetais pode ocorrer em resposta as condicbes de cultivo (DALA PAULA et al.,
2021b). Reis et al. (2020a) relatam que a diminuicdo do contetdo de putrescina em
alimentos pode ser desejavel do ponto de vista sensorial, considerando que esta €
uma amina volatil com potencial de conferir sabor e odor putrido.

Ao detectar a espermidina em todas as variedades de cogumelos, com maior
teor na variedade Shimeji Negro, Reis et al. (2020b) relataram valor de 12,4 mg/100
g, muito superior ao encontrado na polpa de marolo. Os niveis de espermidina que
foram encontrados nos cogumelos os classificam como fontes de poliaminas, o que
€ valorizado devido a sua associacdo com 0 crescimento, promoc¢ao da saude e
propriedades antioxidantes.

Uma dieta rica em espermidina pode contribuir com a longevidade humana,
devido aos efeitos protetores contra doencas cardiacas e declinio cognitivo
associado ao envelhecimento, observados por meio de pesquisas com animais (BAE
et al., 2018; FILFAN et al., 2020; MADEO et al., 2018). Além disso, a espermidina
esta envolvida no crescimento, renovacdo e metabolismo celular (DALA-PAULA et
al., 2021b). Apesar de todos os efeitos benéficos da espermidina, 0 seu consumo
nao é indicado para pacientes com tumores ja estabelecidos, pelo fato de estimular
a divisdo e o crescimento celular (KALAC, 2014). Sendo assim, pacientes
oncolégicos ndo devem ser expostos a dietas com altos niveis de poliaminas.

A tiramina é uma amina neuroativa e vasoativa (ADAO; GLORIA, 2005). Em
baixas concentracdes pode exercer papéis importantes, como neuromodulacdo e
efeitos de elevacao do humor (REIS et al., 2020b). Os teores de tiramina na polpa de
marolo ndo causariam efeitos toxicos em individuos saudaveis, que nao esteja em
uso de IMAO (NOAEL= 600 mg/ refeicao) e dificilmente, naqueles em uso de IMAO
da terceira geracdo (NOAEL= 50 mg/refeicdo). No entanto, o consumo de
aproximadamente 1 xicara (200 g) da polpa em uma refeicéo (31,97 mg/kg ou ~3,2
mg/100 g), atingiria 0 NOAEL de tiramina (6,0 mg/refeicédo) para individuos sensiveis
a esta monoamina (em uso de IMAO classicos) (DALA-PAULA et al., 2021a; EFSA,
2011). Esta é uma constatacdo importante sobre o marolo, até o0 momento, pouco
relatada na literatura cientifica. O consumo de marolo, fruta rica em compostos
bioativos, pode induzir crises de enxaqueca e elevar a pressao arterial em

determinados grupos populacionais, com necessidades especiais.
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A tiramina foi detectada em cogumelos frescos (5,98 mg/100 g) em teores
superiores aos identificados na polpa de marolo (REIS et al., 2020b). Por outro lado,
teores inferiores foram quantificados em berinjela (0,27 mg/100 g), jil6 (0,18 mg/100
g), cebolinha verde (0,51 mg/100 g), salsinha (0,16 mg/100 g), espinafre (0,51
mg/100 g) e palmito (0,23 mg/100 g) (DALA-PAULA et al., 2021b).

5.4 EFEITO DA DIGESTAO NO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E
BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS NA POLPA DO MAROLO

5.4.1 Efeito da digestéo in vitro nos compostos fendlicos e potencial

antioxidante

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados encontrados no estudo de
bioacessibilidade de compostos fendlicos e flavonoides totais e o efeito da digestéao
simulada no potencial antioxidante presente na polpa de marolo.

O potencial antioxidante determinado pelo método ABTS++ aumentou ~1,61
vezes da digestdo oral para a gastrica, permanecendo similar ao final da digestédo
intestinal. Comportamento semelhante foi percebido com o potencial antioxidante
determinado pelo método DPPH, que aumentou ao final da digestédo oral para o final
da gastrica em ~2,18 vezes, diferindo por apresentar novo aumento de ~1,33 vezes

ao completar a digestéao intestinal, comparado com a etapa anterior.

Tabela 4 — Bioacessibilidade de compostos fendlicos e flavonoides totais e efeito
da digestéo in vitro sobre o potencial antioxidante de polpa do marolo
Amostras/ PA -ABTSe+ PA -DPPH Fendlicos Totais Flavonoides

etapa (ET umol/g) (ET umol /g)  (mg EAG/g) Totais (mg EC/g)
Polpa 66,15+ 5,96 65,94 + 4,232 9,16 £ 0,36 7,26 £ 0,372
Oral 15,60 + 1,69° 10,86 + 0,60 1,84 +0,20° 1,42 +0,27°
Gastrica 25,09 +1,62° 23,67 +0,55° 1,90 + 0,20° 1,65+ 0,16°

Intestinal 23,39+3,25° 31,39+1,57° 2,00 £ 0,12° 1,28 +0,19°¢
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Tabela 4 — Bioacessibilidade de compostos fendlicos e flavonoides totais e efeito
da digestéo in vitro sobre o potencial antioxidante de polpa do marolo
(concluséo)

IB* ou 35,35 47,60 21,83 17,63
IPAD** (%)

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Legenda: PA: potencial antioxidante; ET= equivalentes de trolox (umol/g); EAG=
equivalentes de acido galico (mg/g); EC= equivalentes de catequina (mg/g); IB:
indice de bioacessibilidade; IPAD: indice de potencial antioxidante ap6s digestdo
in vitro; *calculado para fendlicos e flavonoides totais **calculado para potencial
antioxidante pela técnica ABTS e DPPH. Médias + desvios padrédo seguidos pela
mesma letra na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Considerando que o método de DPPH é mais sensivel para compostos
antioxidantes hidrofobicos, pode-se inferir que a digestdo intestinal aumentou a
bioacessibilidade de compostos com essas caracteristicas, possivelmente pela acao
emulsificante da bile, favorecendo a extracdo desses compostos da matriz
alimenticia. O efeito do aumento na propriedade antioxidante ser identificado pelo
método de DPPH, o que ndo aconteceu com o método de ABTS. Considerando a
hip6tese apresentada, pode-se dizer que parte significativa dos compostos
hidrossolluveis com atividade antioxidante ja estavam livres na polpa do marolo ao
final da digestéo gastrica, ndo apresentando aumento a partir de entéo.

Barba et al. (2017) relataram que a capacidade antioxidante de compostos
nao absorvidos pode ser importante ao intestino delgado e grosso, uma vez que
esses 0rgaos estao constantemente expostos a radicais livres resultando das células
imunes em resposta a sua ativacdo por bactérias da dieta ou toxinas. Assim,
compostos com atividade antioxidante e baixa bioacessibilidade podem ser
importantes no trato gastrointestinal, mantendo o equilibrio redox e
consequentemente prevenindo o desenvolvimento de doengas gastrointestinais
relacionadas a geracao de radicais livres durante o processo de digestao.

Para verificar o efeito da digestédo in vitro sobre o potencial antioxidante foi
realizado o calculo semelhante ao do indice de bioacessibilidade. Seu valor foi de
35,35% para o ensaio de ABTS++ e 47,60% para o ensaio de DPPH.

Os resultados de uma pesquisa sobre o efeito da digestdo simulada in vitro
(com metodologia diferente do INFOGEST) sobre o potencial antioxidante, também
determinado pelo método do ABTS, em polpa de fruta da mesma familia do marolo,

o araticum (Annona marcgravii), em mamao (Carica papaya) e jaca (Artocarpus
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heterophyllus) indicou valores finais de 16,48, 3,83 e 3,18 pmol ET/qg,
respectivamente (PAVAN; SANCHO; PASTORE, 2014). Todas as frutas
apresentaram potencial antioxidante apds a digestdo simulada inferior ao observado
para o marolo nesta pesquisa, no entanto, houve aumento aproximado de 11,6 e 5,7
vezes para 0 araticum e jaca, respectivamente e reducdo proxima de 0,86 vezes
para o mamao quando comparado com o potencial antioxidante determinado no
extrato quimico da fruta antes da digestdo. Contudo, € importante destacar que o
método de digestao simulada foi diferente do aplicado neste trabalho, sendo o tempo
de incubacao na digestédo gastrica de apenas 1 hora nos achados de Pavan, Sancho

e Pastore (2014).

5.4.2 Bioacessibilidade de compostos fendlicos e flavonoides totais na polpa

de marolo

Ao final da digestéo oral, os teores de compostos fendélicos ndo apresentaram
incremento ou reducgdo significativa ao longo das demais etapas digestivas. A
extracdo quimica da polpa de marolo, por meio de mistura de solventes organicos foi
significativamente superior ao conteudo encontrado ao final da digestdo, sendo ~4,6
vezes superior. Segundo Koehnlein et al. (2016) e Stafussa et al. (2021), uma
pequena fracdo dos compostos bioativos € extraida da matriz alimentar durante a
digestédo gastrointestinal, representando a fracdo bioacessivel. Compostos fendlicos
sdo facilmente degradaveis no ambiente gastrointestinal, onde podem ser
metabolizados em compostos com diferentes propriedades, resultando em menor
bioacessibilidade. No entanto, parece ndo haver consenso sobre isso, considerando
que Pinacho et al. (2015) reportaram que os compostos fendlicos presentes em
frutas podem ser resistentes a alteracao de pH e hidrélise enzimatica.

A reducéo do teor de compostos fendlicos da fracdo digerida de outras frutas
do Cerrado, como a uvaia, foi observada por Farias et al. (2021). Os autores
relataram bioacessibilidade de 59% ao final da digestdo simulada. Isso pode estar
associado a diferentes fatores, dentre eles a relativa solubilidade dos compostos
fendlicos ao meio aquoso, a possivel instabilidade devido as alteragbes do pH ao
longo da digestdo, as interagbes com outros compostos liberados durante o
processo digestivo e a propria viscosidade do residuo digerido, que poderia ter retido

0s compostos fendlicos. Por exemplo, as fibras liberadas durante o processo de
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digestdo, a exemplo da pectina, poderiam geleificar durante a digestao intestinal,
interagindo com os fendlicos e diminuindo a sua bioacessibilidade. Um teor de
pectina de 4% é suficiente para promover a formacao de gel em condi¢des &cidas, o
que poderia explicar a diminuicdo do teor de compostos fendlicos na fase gastrica.

Este mesmo comportamento foi observado em frutas com altas quantidades
de pectina, que apresentaram menor liberacdo de compostos fendlicos apés a
digestédo gastrica (SOLLANO-MENDIETA et al., 2021).

Outra hipétese que pode ser levantada nessa pesquisa para justificar a
manutencao dos teores de fendlicos totais ao longo das etapas da digestdo, apesar
da continua digestédo da fruta, envolve a presenca de enzimas dos grupos polifenol-
oxidases e peroxidases. Essas enzimas, naturalmente presentes em muitas frutas e
hortalicas podem ter contribuido com a oxidacdo de compostos fendlicos, que eram
liberados, principalmente durante as etapas oral e intestinal, uma vez que o pH
estava proximo da neutralidade. A faixa de pH 6timo das polifenol-oxidases em
atemoia (fruta da familia Annonaceae) é de 5,0 a 7,0; e de 6,0 e 7,0 para a
peroxidase (LAMBRECHT, 1995), o que reforca a hipétese levantada.

Outras possibilidades seriam pelas perdas de fendlicos, a partir de interacdes
com outros nutrientes nao digeridos da fruta, como proteinas, carboidratos residuais,
ou mesmo os minerais (GIL-IZQUIERDO et al., 2002; KROLL et al., 2003; LUCAS-
GONZALEZ et al., 2018a).

Segundo Barba et al. (2017), os flavonoides B-glicosilados sdo absorvidos
apenas em gquantidades minimas no intestino delgado e se uma molécula de acgucar
estiver ligada ao flavonoide, o0 composto deve atingir o intestino para que as por¢cées
de acucar sejam hidrolisadas para serem transportadas para as células epiteliais
intestinais e, assim, serem possivelmente absorvidas. O IB para 0s compostos
fendlicos totais foi inferior a ¥ do total desses compostos presentes na polpa do
marolo.

Considerando os flavonoides, o conteudo aumentou ~1,16 vezes do final da
digestdo oral para a gastrica (p<0,05). No entanto, apresentou reducéo de ~22,4%
ao final da digestdo intestinal, quando comparado a gastrica. O IB para os
flavonoides totais foi inferior ao dos compostos fendlicos totais, representando
menos de 20% do total quantificado no extrato da polpa de marolo, antes da

digestdo. IB de flavonoides totais semelhante (17,6%) foi relatado para a siriguela
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(DUTRA et al., 2017), enquanto valores superiores (34,4%) foram encontrados no
umbu (Spondias tuberosa A.) (CANGUSSU et al., 2021).

A transicdo do ambiente gastrico, caracterizado pelo meio acido, para o
intestinal, levemente alcalino, pode ter sido responsavel pela reducao nos teores de
flavonoides devido a instabilidade desses compostos ao pH intestinal (BOUAYED et
al.,, 2011). Essa instabilidade foi demonstrada por Peixoto et al. (2016), que
observaram que a bioacessibilidade de outros grupos de fendlicos, como as
antocianinas de jabuticaba, diminuiu de 45% no ambiente gastrico para 10% no
ambiente intestinal. Além disso, o retorno ao pH 7,0, no inicio da digestédo intestinal é
ideal para a acdo das enzimas polifenol-oxidases e peroxidases, naturalmente
presentes na polpa do marolo.

Ao contrario dos achados desse trabalho, ao avaliar a bioacessibilidade
gastrointestinal e bioatividade de compostos fendlicos da fruta araca-boi, o contetdo
de flavonoides totais aumentou significativamente de 49,9% da fase gastrica para
92,8% para a fase intestinal (ARAUJO et al., 2021).

Vale ressaltar que a bioacessibilidade de compostos bioativos pode estar
relacionada as suas caracteristicas fisico-quimicas, tamanho e estrutura da
molécula, grau de polimerizacgdo e conjugacdo com outros compostos
(CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). As caracteristicas da matriz alimentar como
umidade, acidez inicial (MENNAH-GOVELA et al., 2020) e o préprio formato e o
tamanho do alimento analisado também podem interferir na bioacessibilidade dos
seus componentes (MENNAH-GOVELA; BORNHORST, 2021). Sollano-Mendieta et
al. (2021) também ressaltaram que os flavonoides possuem capacidade de se
ligarem as proteinas ou fibras por meio de ligacdes de hidrogénio, ligacdes
covalentes ou interacdes hidrofébicas.

5.5 BIOACESSIBILIDADE DE AMINAS NA POLPA DE MAROLO

O resultado do ensaio de bioacessibilidade das aminas bioativas na polpa do

marolo esta representado na tabela 5.
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Tabela 5 — Bioacessibilidade das putrescina, espermidina e tiramina na polpa do

marolo

Amostras Teores de aminas (mg/kg)

Putrescina Espermidina Tiramina
Polpa 20,65 + 1,062 6,32 £ 0,592 31,96 +0,.512
Oral 6,69 + 0,70° 0,29 £ 0,10° 16,52 + 2,33
Gastrica 11,55 + 0,74° 3,57 £ 0,69° 16,31 + 0,38°
Intestinal 12,27 +£0,21° 2,29 + 0,09° 28,63 +£ 4,812
IB (%) 59,4 36,75 89,58

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
Legenda: IB: indice de bioacessibilidade. Médias = desvios padrdo seguidos pela mesma
letra na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Com o avancar das etapas da digestado gastrointestinal, as aminas putrescina,
tiramina e espermidina se tornaram mais bioacessiveis. Os teores de putrescina e
espermidina livres aumentaram ao final da digestdo oral para o final da digestéo
gastrica (p<0,05), permanecendo similar ao final da digestdo gastrica (p=0,05). O
comportamento da espermidina pode ser justificado devido ao fato de quando estao
ionizadas sdo mais sollveis em meio acido. Em meio &cido, as poliaminas tendem a
se encontrar na forma protonada, com carga positiva, 0 que aumenta a sua
solubilidade em solucdo aquosa e, consequentemente, sua liberacdo da polpa do
marolo (LI, BEUERMAN; VERMA, 2020; RUIZ-CHICA et al., 2005). Isso pode ter
sido importante para o aumento significativo do teor de espermidina livre apds a
digestdo oral e gastrica. Por outro lado, os teores de tiramina, permaneceram
similares entre as digestdes oral e gastrica (p=0,05), com aumento significativo apos
a digestao intestinal (p<0,05). Considerando que na etapa da digestao intestinal ha a
atuacdo da bile, auxiliando a emulsificacdo de lipidios e a extracdo de compostos
mais hidrofébicos, como a tiramina que possui solubilidade em agua de 1,0 g/95 mL
a 15 °C (CHEMWHAT, 2022), justifica-se 0 aumento da sua extracado da polpa de
marolo. O IB das aminas detectadas na polpa de marolo (putrescina, espermidina e

tiramina) foi de 59,4%, 36,8% e 89,6%, respectivamente.
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Reis et al. (2020a) determinaram a bioacessibilidade de espermidina em
cogumelo Agaricus bisporus fresco, enlatado e cozido. Os autores verificaram que
apos a digestdo gastrointestinal simulada, os teores ndo diferiram significativamente
daquele obtido pelo extrato inicial. Os resultados apontaram que esta poliamina foi
totalmente bioacessivel nos cogumelos analisados. Os teores médios de
espermidina do cogumelo foram ~32,3 vezes superiores ao teor encontrado na polpa
de marolo.

Dentre varias aminas bioativas detectadas por Dala-Paula et al. (2021a) em
um estudo bioacessibilidade de chocolate amargo com 70% de massa de cacau,
apos a digestdo gastrointestinal in vitro, as aminas tiramina e espermidina
apresentaram aumento de 8,7 vezes e 5,9 vezes, respectivamente. Os autores
sugeriram que as condi¢des da digestdo possam ter rompido possiveis conjugacdes
das aminas com outros componentes do chocolate, incluindo os flavonoides. Além
disso, os resultados permitem inferir que a extracdo quimica utilizando solucao de
acido tricloroacético a 5% (p/v) ndo tenha recuperado os teores totais de aminas
presentes no chocolate amargo 70% de massa de cacau.

Dala-Paula et al. (2021a) verificaram aumento significativo (~1,8 vezes) de
putrescina ao final da digestao intestinal, quando comparado com o final da digestao
oral. Aumento similar foi encontrado na polpa de marolo, que apresentou incremento
de ~1,83 vezes ao final da digestdo intestinal quando comparado com o final da
primeira etapa digestiva.

E importante destacar que em condicdes in vivo, as aminas podem ser
formadas pela atividade de enzimas descarboxilases, produzidas por diferentes
espécies e cepas de micro-organismos da microbiota intestinal, sob aminoacidos
livres, cujo teor seria aumentado (FERNANDEZ-REINA et al., 2018). No entanto, o
ensaio de bioacessibilidade realizado, ndo permite analisar essas possiveis
ocorréncias. Além disso, as condicdes fisioldégicas do trato gastrointestinal (pH do
meio, contracdo peristaltica, presenca de desordens ou patologias) podem afetar
significativamente a bioacessibilidade e biodisponibilidade de nutrientes e néo
nutrientes dos alimentos (PAVAN; SANCHO E PASTORE, 2014).

A putrescina tem um efeito citotoxico dose-dependente para células
intestinais, no entanto a literatura ndo contém dados de dose-resposta em humanos
para putrescina de origem alimentar. O efeito necrotico da putrescina sobre as

culturas de células intestinais HT29 pode ser explicado por sua natureza
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policatibnica em pH fisiologico; isso pode permitir que ela interaja com fosfolipidios
(de natureza anidnica) e desestabilize as membranas celulares. Também néo se
deve esquecer que a toxicidade da putrescina pode ser aumentada em certos como
resultado de wuma capacidade reduzida de metabolizacdo (através do
comprometimento genético ou adquirido pelo comprometimento da atividade de
enzima diamino-oxidases). Criancas, pacientes idosos com doencas
gastrointestinais e individuos em uso de inibidores de diamino-oxidase também
podem ser mais sensiveis (DEL RIO et al., 2019). Por outro lado, probioticos
mediados por putrescina afetavam a longevidade por retardar a senescéncia em
células colbnicas e inibem a inducdo de 1,2-dimetilhidrazina na génese do tumor de
colon (HUANG et al., 2020).

Atualmente, ndo ha recomendacdes oficiais para a ingestdo diaria de
poliaminas, mas alguns pesquisadores sugerem uma ingestdo em torno de 540
pmol/dia, levando em consideracdo as diretrizes de uma dieta saudavel que
promova um alto consumo de frutas, verduras e cereais (MUNOZ-ESPARZA et al.,
2019).

Sugere-se a realizacdo de pesquisas futuras envolvendo a avaliacédo do efeito
de diferentes processamentos da polpa de marolo na bioacessibilidade de

compostos bioativos e em suas propriedades funcionais em potencial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio de bioacessibilidade do marolo indicou valores proximos de 22% e
18% para fendlicos e flavonoides totais, respectivamente, sendo que nao houve
diferenca significativa no contetudo de fendlicos ao longo das etapas digestivas. Por
outro lado, o conteudo de flavonoides alcancou um pico ao final da digestéo gastrica
(p<0,05), reduzindo ao final da digestdo gastrica para niveis semelhantes aos
observados ap0s a digestao oral (p=0,05).

A digestdo gastrointestinal simulada afetou significativamente o potencial
antioxidante da polpa da fruta, com reducdo aproximada de 65 e 52% para 0s
valores obtidos pelos métodos de neutralizacdo do radical ABTS e DPPH,
respectivamente.

As aminas bioativas putrescina, tiramina e espermidina foram encontradas na
polpa do marolo. A tiramina apresentou o maior indice de bioacessibilidade, proximo
a 90%, seguido da putrescina e espermidina, com aproximadamente 59 e 37%. A
fruta se apresentou como uma importante fonte de espermidina, assim como de
tiramina. Dada a importancia das poliaminas para a longevidade, o consumo da fruta
pode ser incentivado, com cautela aos individuos sensiveis a tiramina ou em uso de

medicamentos inibidores da MAO, classicos de terceira geracao.
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