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RESUMO

RESUMO

O grande interesse no estudo dos alimentos antioxidantes €& devido,
principalmente, a prevencdo aos danos fisiolégicos causados por processos
oxidativos. A canela (Cinnamomum sp.) é uma especiaria mundialmente utilizada
na culinaria e tem ganhado destaque por suas propriedades farmacoldgicas, tais
como anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, cardiovasculares dentre outras.
Dada a importancia de determinar a capacidade antioxidante em relagao ao efeito
terapéutico, este estudo tem como objetivo avaliar o perfil antioxidante de amostras
comerciais de canela por métodos espectrofotométricos, eletroquimicos e atividade
vasorrelaxante. Os métodos espectrofotométricos realizados foram os ensaios de
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), 2,2-azinobis (Acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) e Folin-Ciocalteu. Para os experimentos eletroquimicos, foram
utilizados sistema com trés eletrodos, composto por eletrodo de pasta de carbono,
fio de platina e Ag/AgCI/KClsa, representando os eletrodos de trabalho, auxiliar e
de referéncia, respectivamente. Os métodos eletroanaliticos utilizados foram a
voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica.
A reatividade vascular foi avaliada em anéis da artéria aorta de ratos machos da
linhagem Wistar, utilizando artérias com endotélio vascular intacto e sem endotélio.
A via da sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS) e o inibidor N-nitro-L-arginina-
metil-éster (L-NAME) foram utilizados nesta analise. A correlacédo entre a
abordagem eletroquimica e os fendis totais calculados pelos métodos ABTS, DPPH
e Folin-Ciocalteu foram 0,63, 0,70 e 0,73, respectivamente, sendo 1 uma
correlacdo ideal. A correlacdo entre os métodos espectrofotométricos foi de 0,83.
Para os resultados eletroquimicos, observou-se um perfil semelhante, com pico
anddico c.a. Epa1 = 0,1 V, indicativo de compostos polifendlicos com alto poder
antioxidante. Além disso, foi aplicado aos extratos selecionados, biossensor em
eletrodo de pasta de carbono utilizando a enzima lacase, obtida pelo fungo
Marasmiellus sp. e foi observado melhora de sinal de até 4 vezes no perfil
antioxidante quando comparado ao eletrodo sem a modificagdo. As amostras foram
analisadas por espectometria de massas e o0s principais marcadores quimicos
encontrados foram cumarina, cinamaldeido e eugenol. Ensaios farmacologicos
mostraram que essas amostras também promoveram um efeito vasorrelaxante
significativo associado ao potencial antioxidante. Desta forma, a canela apresentou
alta capacidade antioxidante, corroborando os resultados obtidos em outros
estudos, destacando sua importancia como alimento funcional.

Palavras chaves: antioxidante, voltametria, biossensor, vasorrelaxante,

Cinnamomun sp.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The great interest in the study of antioxidants is mainly the prevention of
physiological damage caused by oxidative processes. Cinnamon (Cinnamomum
sp.), is a spice used worldwide in cooking and has gained prominence for its
pharmacological properties, such as anti-inflamatory, antibacterial, antifungal,
cardiovascular, among others. Given the importance of determining the antioxidant
capacity in relation to therapeutic methods, this study aims to evaluate the
antioxidant profile of commercial cinnamon samples by spectrophotometric,
electrochemical and vasorelaxant methods. The spectrophotometric methods
performed were 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and Folin-Ciocalteu. For the
electrochemical experiments, a three-electrode system was used, consisting of
carbon paste electrode, platinum wire, and Ag/AgCI/KClsa, representing the
working, auxiliary, and reference electrodes, respectively. The electroanalytical
methods used were differential pulse, square wave, and cyclic voltammetries.
Vascular reactivity was evaluated in aortic artery rings from male Wistar rats, using
arteries with intact vascular endothelium and without endothelium. The endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) pathway and the inhibitor N-nitro-L-arginine-methyl-
ester (L-NAME) were used in this analysis. The correlation between the
electrochemical approach and total phenols by the ABTS, DPPH, and Folin-
Ciocalceu methods were 0.63, 0.70, and 0.73, respectively, with 1 being an ideal
correlation. The correlation between spectrophotometric methods was 0.83. For the
electrochemical results, a similar profile was observed, with anodic peak a.c Epai=
0.1 V, indicative of polyphenolic compounds with high antioxidant power. In
addition, a biosensor on a carbon paste electrode was applied to the selected
extracts using laccase enzyme, obtained by the fungus Marasmiellus sp. and a
signal improvement of up to 4 times in the antioxidant profile was observed when
compared to the electrode without modification. The samples were analyzed by
mass spectrometer, and the main chemical markers found were coumarin,
cinnamaldehyde, and eugenol. Pharmacological assays showed that these samples
also promoted a significant vasorelaxant effect associated to the antioxidant
potential. Thus, cinnamon showed a high antioxidant capacity, in agreement with
the results obtained in other studies, emphasizing its importance as a functional
food.

Keywords: antioxidant, voltammetry, biosensors, vasorelaxant, Cinnamomun sp.

Abstract Xxiii



1 INTRODUGAO

A canela é uma especiaria mundialmente consumida devido seu sabor e aroma
peculiares (KAWATRA & RAJAGOPALAN, 2015). Possui abundéncia de compostos
polifendlicos com elevada capacidade de neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(EROs) (LIANG et al.,, 2019), e assim, tem sido estudada para a prevengcdo e como
adjuvante no tratamento para diversas enfermidades devido suas propriedades
farmacoldgicas anti-inflamatoria, antibacteriana (HADI et al., 2020), antilipidémica,
antiaterosclerética (NAYAK, CHINTA & JETTI, 2017), antifungica (TRAN et al., 2020),
cardiovasculares (NYADJEU et al., 2013), antioxidante, dentre outras (BEHBAHANI et al.,
2020).

Os antioxidantes sdo compostos capazes de reduzir o dano celular causado pelas
EROs por meio da diminuigdo dos processos oxidativos no organismo (BACCHETTI et al.,
2018). Assim, este trabalho teve como destaque a avaliacdo do perfil antioxidante de
amostras comerciais de canela e seus efeitos na atividade vasodilatadora.

A capacidade antioxidante de produtos naturais é tradicionalmente avaliada por
ensaios de sequestramento radicalar como 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), radical
2,2'-azinobis (Acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (DRAVIE et al, 2020;
GHOORA et al., 2020) e Folin-ciocalteau (ESCARPA, 2012) que permitem estudar o
efeito dos antioxidantes presentes nas amostras por meio da descoloracdo dos radicais.
Embora esta técnica seja amplamente utilizada para esta finalidade e bem conceituada
pela literatura, possui diversas desvantagens, principalmente relacionadas ao preparo
minucioso das amostras e a possibilidade de superestimar os antioxidantes devido a
opacidade do meio e precipitacdo de compostos (ESCARPA, 2012; SCHAICH et al,,
2015).

Visando metodologias alternativas que possam trazer bons resultados e evitar
essas limitagbes, a eletroquimica tem ganhado destaque no cenario analitico,
principalmente devido a abundancia de compostos bioativos presentes em produtos
naturais, a possibilidade de miniaturizagdo dos ensaios, sustentabilidade, baixo limite de
detecgdo e alta sensibilidade do método (PACHECO et al., 2013; HOYOS-ARBELAEZ et
al., 2018).

A voltametria é a técnica eletroquimica mais empregada para analises quantitativas

e qualitativas, a fim de avaliar o perfil de oxidorredug¢ao de produtos naturais. As técnicas
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mais utilizadas sao voltametria ciclica (CV, do inglés, cyclic voltammetry), voltametria de
pulso diferencial (DPV, do inglés, differential pulse voltammetry) e voltametria de onda
quadrada (SWV, do inglés, square wave voltammetry) (PACHECO et al., 2013). A
eletroanalise apresenta diversas possibilidades de inovacgdes, sendo o biossosensor, um
sensor eletroquimico que utiliza um sistema de reconhecimento baseado em um processo
bioldgico que traduz informagdes de reagdes bioquimicas, para um sinal quimico ou fisico
detectavel (CIZMEK et al., 2019; TOMAC et al., 2020).

Para a analise do melhor e pior resultados dos extratos, testou-se o efeito
vasodilatador sob influéncia do endotélio e a liberagdo de substancias vasoativas como o
oxido nitrico (OLIVEIRA, 2018). O efeito cardioprotetor ocorre pela vasodilatagdo a partir
da prevencdo da proliferagdo de células musculares lisas (remodelamento vascular),
inibicdo da agregagao plaquetaria e da ades&o de células leucocitarias, resultando assim
na regulagao da pressao arterial (NASEEM, 2005).

1.1 Balancgo oxidativo, alimentacao e patogénese

As Espécies Reativas a Oxigénio (EROs) sdo formadas durante o metabolismo
aerdbico e estdo presentes nas fungdes fisioldgicas como regulagdo do crescimento
celular, produgcdo de energia, sinalizagdo intracelular e fagocitose (PAULETTI et al.,
2019). S&o compostos altamente reativos formados a partir de sucessivas redugdes de O,
(Figura 1). Esse grupo inclui o radical hidroxila (*OH), anion superoxido (O2¢) e perdxido
de hidrogénio (H202) que, em excesso no organismo, estdo relacionados a varios
prejuizos a saude, como doengas degenerativas, peroxidagédo lipidica e danos em
proteinas, carboidratos e ao DNA (KIM et al., 2015; MUNZEL et al., 2017; TEJERO et al.,
2019).
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Figura 1. Formacao das espécies reativas de oxigénio.
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Fonte: GOMES, 2017.

O desequilibrio de EROs no organismo, causado pela exposigdao a radiagao
ultravioleta, radiagéo ionizante, tabagismo, inflamag&o ou mesmo disfungdes metabdlicas,
promove o estresse oxidativo (DROGE, 2002; NITA & GRZYBOWSKI, 2016) que esta
relacionado a doengas como hipertensdo, obesidade, doencga coronariana, catarata,
diabetes, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson, cancer entre outras. Diversos
estudos sugerem que essas enfermidades sao potencialmente minimizadas pela ingestao
de antioxidantes, presentes em alimentos e especiarias funcionais, sendo esta, uma
estratégia eficiente para diminuir EROs no organismo (AHMAD et al., 2014; MOHARRAM
& YOUSSEF, 2014).

1.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdao compostos com elevada estabilidade oxidativa que séao
capazes de prevenir reagdes de degradacdo oxidativa através da estabilizagdo de
compostos radicalares (BACCHETTI et al., 2018). Os antioxidantes sao classificados
quanto a sua origem em enddgenos ou enzimaticos, que sdo aqueles produzidos pelo
préprio organismo, formando um mecanismo de protecdo natural contra EROs, e
antioxidantes exdgenos ou n&o enzimaticos, que podem ser de origem natural ou sintética
(Figura 2) (RAMADAN-HASSANIEN, 2008; MOHARRAM & YOUSSEF, 2014).
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Figura 2. Antioxidantes endogenos e exdgenos.
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Fonte: Adaptada de MAQSOUDLOU et al., 2019.

O uso de antioxidantes sintéticos € amplamente difundido na industria de alimentos
com o objetivo de aumentar o tempo de conservagdo dos produtos, por meio da
prevencdo da oxidacao lipidica e, consequente, desenvolvimento de caracteristicas
organolépticas desagradaveis conhecidas como off-flavours (SOARES et al., 2012). Séao
utilizados tanto na aplicacdo direta do composto a formulagdo, quanto por meio da
formagcao de um filme de cobertura, sendo os mais utilizados os compostos BHT
(Hidroxitolueno Butilado), BHA (Hidroxianisol Butilado), terciobutil hidroquinona (TBHQ) e
o galato de propila (GP). Contudo, a industria alimenticia tem buscado cada vez mais
métodos naturais para a conservacao dos alimentos, a fim de se utilizar alternativas mais
seguras e menos alergénicas (SINGH et al., 2007).

O uso de antioxidantes exdgenos € frequentemente necessario, uma vez que 0s
antioxidantes enddgenos néo sao suficientes para um controle rigoroso e eficiente das
reacbes oxidativas. Assim, essa suplementacdo pode ocorrer tanto por produtos
farmacéuticos e nutracéuticos, quanto pela alimentagado, por meio da ingestao de frutas,
legumes, hortalicas e cereais integrais que possuem em sua composi¢cao diferentes
grupos quimicos, o qual destaca o grupo dos polifendis. Além disso, a adigdo de
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antioxidantes de origem natural em produtos alimentares tem se tornado cada vez mais
popular devido a sua importancia em melhorar a conservagao nutricional e a qualidade de
vida dos consumidores (KOLARZYK et al., 2017; VARI et al., 2017).

Outra forma de classificar os antioxidantes € pelo seu mecanismo de agao, sendo
divididos em: transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT, do inglés, Hydrogen Atom
Transfer), transferéncia eletrbnica unica (SET, do inglés, Single Electron Transfer),
transferéncia de elétron unico seguida de transferéncia de protons (SET-PT, do inglés,
Single Electron Transfer Followed by Proton Transfer), transferéncia sequencial de
elétrons com perda de protons (SPLET, do inglés, Sequential Proton Loss Electron
Transfer) e quelacdo de metais de transi¢do (TMC, do inglés, Transition Metals Chelation)
(RAJAN & MURALEEDHARAN, 2017).

No HAT, as EROs s&o neutralizadas pela reacdo direta do antioxidante fendlico,
formando um radical de antioxidante fendlico. O mecanismo SET possui potencial de
ionizacdo adiabatica (AIP, do inglés, Adiabatic lonization Potential) como parametro
numérico. O mecanismo do SET-PT ocorre em duas etapas. Primeiramente, uma
molécula antioxidante fendlica reage com EROs, formando radicais catiénicos e aniénicos
do antioxidante fendlico. Posteriormente, o radical catibnico do antioxidante fendlico se
decompde em um radical fendlico e préton. O mecanismo SPLET também consiste em
duas etapas. Os ions criados pela dissociagado do antioxidante fendlico na forma de anion
e proton reagem com o radical livre. Nesta reagdo, uma forma radical do antioxidante
fendlico e uma molécula neutra sdo formadas. Na TMC, os anions de polifendis séo
capazes de quelar metais pesados. Essa quelacdo de metal ocorre principalmente devido
a presenca de hidroxilas desprotonadas nos polifendis (RAJAN & MURALEEDHARAN,
2017).

1.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, também chamados de polifendis, sdo formados pelo
metabolismo secundario das plantas e compreende uma importante fonte de
antioxidantes naturais que podem ser encontrados em verduras, frutas, leguminosas,
cereais e especiarias funcionais (BACCHETTI et al., 2018). Sao eficientes na captura de
EROs e espécies reativas de nitrogénio (SOUSA et al., 2007; PISOSCHI & NEGULESCU,
2011) e também estdo relacionadas as caracteristicas organolépticas de produtos
naturais como cor, sabor e aroma (RICE-EVANS et al., 1997), além de conferir protegao

contra patégenos, agentes externos e estabilidade oxidativa (ARRIBAS et al., 2012).
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Estudos in vitro mostram que a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos
esta intimamente relacionada ao seu comportamento redox e as reagdes de transferéncia
de elétrons (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). Podem ocorrer por inativagdo de
EROs, inibicdo da peroxidagao lipidica, proliferacdo celular, angiogénese, oxidagdo do
DNA, ligagao de eletréfilos, indugdo de enzimas protetoras e apoptose, e doagao de
moléculas de H (CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).

Os compostos fendlicos sdo geralmente formados pela via fenilpropanoide, através
da desaminacdo dos aminoacidos tirosina e fenilalanina em acidos cinédmicos (TSAO,
2010). A oxidagao destes compostos ocorre nos grupos hidroxila, com influéncia de
substituintes quimicos ligados aos anéis aromaticos como glicosideos e ésteres
(CORREIA, 2005; CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020). Os flavonoides, derivados de
cumarinas, tocoferdis, acido cinamico e acidos organicos polifuncionais, € o grupo com
maior abundéncia de fenois (CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).

Além da capacidade antioxidante, os compostos fendlicos também s&o reconhecidos
por suas propriedades anti-inflamatorias, antimutagénicas, anticarcinogénicas,
antialérgicas e atividades enzimaticas, auxiliando efetivamente na defesa contra doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo (PATIL & MASAND, 2018).

Dentre os produtos naturais contendo compostos fendlicos, as especiarias
funcionais tém despertado bastante interesse nas pesquisas cientificas, pois além de
serem usadas na culinaria, sdo amplamente aplicadas na medicina popular, devido suas

propriedades conservadoras e terapéuticas, como a canela (LIANG et al., 2019).

1.4 Canela

A canela compreende um grupo de mais de 250 espécies, cultivadas
comercialmente em regides tropicais e subtropicais da india, China, Africa e América do
Sul (WANG & YANG, 2009; JAYAPRAKASHA & RAO, 2011; WANG, VANGALAPATI et
al., 2012). E conhecida e utilizada em todo o mundo, seu uso teve inicio pelos chineses
cerca de 2.800 anos a.C., e durante muito tempo foi considerada mais valiosa que o ouro.
Cinnamomum sp., seu nome cientifico, & derivado da Indonésia, kayu manis, que significa
‘madeira doce” e assim ela pode ser descrita, com sabor doce a levemente picante
(NEGRAES, 2003; KAWATRA & RAJAGOPALAN, 2015).

A ANVISA definiu por meio da RDC n° 276 de 2005 o conceito de especiarias como

produtos compostos por partes de uma ou mais espécies vegetais que incorporem sabor
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ou aroma tanto a alimentos quanto bebidas. Assim, a canela é considerada uma
especiaria, pois € obtida a partir da extracdo da parte interna da casca de pequenas
arvores do género Cinnamomum (ANVISA, 2005).

A especiaria pertence a familia Lauraceae, a Cinnamomum zeylanicum, também
conhecida como canela verdadeira, canela do ceildo ou canela mexicana, Cinnamomum
burmanni, Cinnamomum loureirii € Cinnamomum aromaticum, também conhecida como
canela cassia e canela da China s&o as espécies mais utilizadas (KAWATRA &
RAJAGOPALAN, 2015) (Quadro 1).

Quadro 1. Principais tipos de canela (Cinnamomum sp).

Cinnamomum | Cinnamomum | Cinnamomum | Cinnamomum
zeylanicum burmanni loureiroi aromaticum

Pais de origem | Siri Lanka Indonésia Vietna China

Sabor Ligeiramente Picante. Picante e doce. | Picante e
doce. amargo.

Cor Castanho Castanho Castanho Castanho

avermelhado

avermelhado

avermelhado

avermelhado

claro a médio. €escuro. escuro. escuro.
Caracteristicas | Menor teor de | Baixo custo, | Aroma forte, | Sabor forte, alto
especiais cumarina. alto teor de | picante, alto | teor de
cumarina e | teor de | cumarina.
aroma forte. cumarina.

Fonte: Adaptado de KALLEL et al., 2019.

Catequinas e procianidinas sao encontradas na casca da canela, que apresenta

aspecto seco, com auséncia de periderme e do parénquima cortical externo (RAO & GAN,
2014). Importantes componentes biolégicos como cinamaldeido, cuminaldeido, terpenos e
benzaldeido também estdo presentes nesta estrutura (KOKATE et al., 1994), enquanto
que nas frutas e flores, o principal componente encontrado € o acetato de trans-cinamila
(JAYAPRAKASHA & RAO, 2011).

Os Oleos essenciais da canela, presentes na casca e nas folhas, possuem
abundancia dos compostos cinamaldeido e trans-cinamaldeido (SALMAN et al., 2015). As
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cumarinas e eugenol também est&do presentes no oleo da casca da canela (YERER et al.,
2020). Estudos in vitro demonstraram que esses 6leos essenciais ricos em compostos
fendlicos possuem significante efeito antioxidante, quando comparado com o BHT,
antioxidante sintético e a vitamina C (KALLEL et al., 2019).

As espécies de Cinnamomum sp. possuem grande destaque na culinaria mundial,
nao apenas por seu sabor e aroma peculiares, mas também por suas propriedades
conservantes (GENG et al., 2011; LIANG et al., 2019). Além disso, farmacologicamente, a
canela possui atividade antimicrobiana comprovada devido aos componentes acido
cindmico, acido benzoico, cinamaldeido e benzaldeido presentes em sua estrutura (Figura
3) (WANG et al.,, 2013; ZAIDI et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2018; HADI et al.,
2020).

Figura 3. Estrutura quimica dos componentes da canela relacionados a atividade

antimicrobiana.

o} @)

Acido cinamico Cinamaldeido

Acido benzoico Benzaldeido

A canela tem sido estudada como ferramenta para o tratamento da COVID-19,
doenca viral que provoca hiperinflamacédo e excessiva producdo de EROs, devido suas
propriedades anti-inflamatérias. Estudos com ratos diabéticos demonstraram que a canela
em po foi capaz de restaurar as atividades de enzimas antioxidantes como glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) (BEJI et al., 2018;
YAKHCHALI et al., 2021).
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Enzimas antioxidantes enddégenas como glutationa (GSH), gama-glutamilcisteina
sintetase (y-GCS), fosfato de dinucleotideo de adenina (NADPH) desidrogenase quinona
1 (NQO1) e NADPH: Quinona Redutase (QR) tiveram seus niveis aumentados com o
extrato etanolico da canela. Além dos cinamaldeidos, o fator nuclear derivado de eritroide
2 (NRF2) e seus genes NQO1 e y-GCS foram ativados pelos compostos lignana e
flavonol no epitélio pulmonar humano normal e na linhagem celular Beas-2B de estresse
oxidativo induzido por As (lll). Esses indicativos sugerem que as propriedades anti-
inflamatorias da canela poderiam potencializar o tratamento da COVID-19
(GUNAWARDENA et al., 2015; LI et al., 2019; YAKHCHALI et al., 2021).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a canela também se destaca por seus
efeitos antioxidante e antiproliferativa (KOPPIKAR et al., 2010; BEHBAHANI et al., 2020),
imunomoduladora (GRUENWALD, FREDER, & ARMBRUESTER, 2010), antifungica
(AHMED et al., 2019; TRAN et al., 2020), nematicida (KONG et al., 2007), atua na
melhora da toxicidade de toxinas quimicas presentes no figado, rins e sangue (DORRI,
HASHEMITABAR & HOSSEINZADEH, 2018), anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidémica
(LU et al., 2011, MOLLAZADEH & HOSSEINZADEH, 2016), anti-aterosclerética (NAYAK,
CHINTA & JETTI, 2017) e anti-hipertensiva (NYADJEU et al., 2013).

Essas propriedades destacam os diversos beneficios da insercdo da canela em uma
dieta saudavel, caracterizam o alimento como especiaria funcional e justificam a
investigacdo mais aprofundada dos efeitos cardiovasculares da canela (CHENG et al.,
20009).

1.5 Atividade vasorrelaxante

Dentre as principais desordens cronicas, a hipertensao se destaca, afetando em
meédia 25% da populagdo mundial e causando cerca de 7 milhdes de ébitos anualmente
(FAGARD, 2012; GUEVARA et al., 2018). O controle da pressao arterial se torna urgente
e cada vez mais, tem-se buscado compostos nutricionais e bioativos para promog¢ao da
saude e auxilio aos tratamentos medicamentosos (GALASSO et al., 2019).

Cinnamomum cassia foi avaliada em um estudo animal com ratos Sprague Dawley
para a doenca cardiaca isquémica. O efeito vasorrelaxante da canela foi atribuido ao
composto cinamaldeido, capaz de inibir os canais de calcio do tipo L (ALVAREZ-
COLLAZO et al,, 2014). Além disso, os componentes ativos cinamaldeido e &cido
cindmico apresentaram capacidade de induzir a produgao de 6xido nitrico (NO, do inglés,
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Nitric Oxide), que associadada as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias sao
consideradas cardioprotetores (SONG et al., 2013).

Os efeitos cardioprotetores do NO ocorrem pela vasodilatacdo, prevencado da
producdo de células musculares lisas, inibicdo da agregacgao plaquetaria e da adesao de
células leucocitarias que melhoram o fluxo sanguineo e consequentemente, regulam a
presséao arterial (NASEEM, 2005). O NO deriva da oxidagédo da L-arginina em L-citrulina,
com reagédo catalizada pelas enzimas oxido nitrico sintases (NOS) que apresentam como
isoformas 6xido nitrico sintase induzida (iINOS), éxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e
6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), sendo que esta é dependente de ions Ca?*,
também é capaz de produzir NO (REGOLI; GOBEIL-JUNIOR, 2015; OLIVEIRA, 2018).

A concentragdo de calcio [Ca®*] é parametro fundamental na manutengdo do ténus
da musculatura lisa presente nos vasos sanguineos. Quando os canais de calcio
voltagem dependentes sao bloqueados, ocorre redugdo da [Ca®"] intracelular e
consequente vasodilatagdo. Desta forma, ocorre uma reducdo da resisténcia vascular
periférica, diminuindo assim, a pressao arterial (OLIVEIRA, 2018).

A musculatura lisa vascular € influenciada por fatores de relaxamento e constricdo
sintetizados no endotélio. Efeitos vasodilatadores sdo obtidos pela liberacdo de agonistas
como bradicinina, acetilcolina (ACh) e substéncia P pelo NO, enquanto que os efeitos
vasoconstritores estdo presentes quando s&o liberadas angiotensina e noradrenalina. A
regulagédo do ténus vascular ira depender da resposta vasomotora aos estimulos de NO,
prostaciclinas e Fator Hiperpolarizante (OLIVEIRA, 2018).

A disfuncdo endotelial, caracterizada pela baixa disponibilidade de NO, ocorre
devido a um desequilibrio entre sua produgado ou a transformacdo do NO em peroxinitrito
(NOQ"). Essa diminuicdo de NO também pode ocorrer devido ao aumento do estresse
oxidativo que acelera a degradagdo do composto, bem como o aumento da producéo de
citocinas pro-inflamatorias como moléculas de adesdo leucocitaria, endotelina-1,
angiotensina Il, comumente liberadas no estado inflamatério crénico que reduzem a
expressdo da eNOS (CHERICONI et al., 2005; NYADJEU et al., 2013).

O nivel reduzido de NO promove aumento da permeabilidade do endotélio pela
maior proliferacdo de células musculares lisas na camada média. Desta forma, ocorre
maior facilidade de aderéncia de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) para o espago
subendotelial, que se apresenta como precursor ao desenvolvimento da aterosclerose
(NASEEM, 2005).
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1.6 Avaliagao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante de produtos naturais, seja de extrato ou composto
isolado, é tradicionalmente analisada por métodos espectrofotométricos, como testes com
os radicais DPPH e ABTS que relaciona a eliminacdo dos radicais, através de sua
descoloragdo, com o poder antioxidante do produto analisado (DRAVIE et al., 2020;
GHOORA et al., 2020). Outro método espectrofotométrico bastante utilizado é o Folin-
Ciocalteu que pode ser usado para avaliar a quantidade de fendis totais (FT) presente nas
amostras (ESCARPA, 2012).

Embora os métodos espectrofotométricos estejam bem estabelecidos na literatura,
eles apresentam varias limitagbes, principalmente relacionadas as interferéncias de
moléculas que absorvem na mesma faixa que os reagentes DPPH, ABTS e Folin-
Ciocalteu. Além disso, € necessario um preparo apropriado das amostras, pois fatores
como precipitacdo, suspensdo de particulas grandes e opacidade do meio alteram a
leitura da absorvancia e podem levar a uma superestimacao de FT (ESCARPA, 2012; XIE
& SCHAICH, 2014; SCHAICH et al., 2015).

Assim, sdo necessarios testes complementares ou mesmo alternativos, como os
meétodos eletroanaliticos, para avaliar a capacidade antioxidante de amostras complexas.
Ademais, esse método € eficiente para elucidagdo do perfil oxiredutor dos produtos
estudados (LEITE et al., 2018; DAVID et al., 2019).

1.6.1 DPPH

O radical DPPH foi descoberto em 1922 (GOLDSCHMIDT & RENN, 1922) e foi
utilizado como eficiente reagente para mensurar o potencial de eliminagdo de radicais
livres ou doagdes de hidrogénio (H) de produtos antioxidantes pela primeira vez em 1958
por Blois (1958). Desde entdo, o ensaio DPPH tem sido eficientemente empregado em
produtos naturais, principalmente devido a sua alta estabilidade e baixo custo (HAN et al,
2017; YEO & SHAHIDI, 2019).

Esta técnica consiste na medicdo espectrofotométrica em absorbancia de 515 ~
520 nm da capacidade de determinado produto antioxidante de estabilizar o elétron
desemparelhado do atomo de nitrogénio do DPPH, o qual sofre redugdo ao receber um
atomo de H proveniente do antioxidante. Esta reac&o resulta na formagao do difenil-picril-
hidrazina (Fig. 4) com alteracédo na colorag&o do radical DPPH que varia de violeta para
amarelo palido (DAWIDOWICZ, WIANOWSKA & OLSZOWY, 2012b; FOTI, 2015).
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Compostos fendlicos ou polifendis sao 6timos doadores de H e, portanto, sao
potentes antioxidantes que podem reagir tanto por via de transferéncia eletrénica unica ou
transferéncia de atomo de H, podendo ainda ocorrer simultaneamente (Foti, 2015;
LEOPOLDINI et al, 2004; Xie & SCHAICH, 2014).

Apesar da versatilidade da técnica e das vantagens do ensaio DPPH, este pode
ser influenciado pelo Potencial Hidrogeniénico (pH), polaridade do solvente utilizado e os
compostos coexistentes na amostra como pigmentos, acidos naturais e ions metalicos
(DAWIDOWICZ & OLSZOWY, 2012a; DAWIDOWICZ et al., 2012b; PEKAL &
PYRZYNSKA, 2015; YEO et al., 2019). Além disso, o ensaio com DPPH pode subestimar
a capacidade antioxidante total da amostra devido a limitagdo em avaliar a contribuigao
antioxidante de espécies hidrofilicas (ARNAO, 2000; ALAM et al., 2013; CHEN et al.,
2020).

Figura 4. Reacédo de estabilizagdo do reagente DPPH pelo antioxidante (AH).

Fonte: Adaptada de Oliveira, 2015.

1.6.2 ABTS

O ensaio com radical ABTS também € muito utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante de produtos naturais (RE et al., 1999; ILYASO et al., 2020). Baseia-se na
remogdo do cation ABTS”, obtido por meio enzimatico ou quimico, pela agdo do
antioxidante que promove descoloragdo do composto croméforo variando da cor azul-
esverdeada para incolor (ARNAO, 2000). A formagédo do cation ABTS' é comumente
formada por reagdo com perssulfato de potassio que reage estequiometricamente
ABTS/perssulfato de potassio com relagdo 1:0,5 (Figura 5) (HENRIQUEZ et al., 2002;
ILYASO et al., 2020).

Introdugdo 12



O potencial antioxidante da amostra € medido por espectrofotbmetro em
absorbancias maximas de 414, 645, 734 e 815 nm (MILLER et al., 1993; ARNAO, 2000),
com variagbes devido ao efeito solvatocrémico em diferentes solventes, por exemplo,
metanol (744-745 nm), etanol (753 nm) e propanol-1 (757 nm), sendo recomendada a
leitura em 730-734 nm devido as possiveis interferéncias de muitos compostos que
podem subestimar a capacidade antioxidante em comprimentos de onda mais baixos
DAWIDOWICZ & OLSZOWY, 2013; DONG et al., 2015).

A redugéo do radical organico ABTS" para ABTS pelo antioxidante resulta em um
decréscimo na absorbancia e uma descoloragdo. Desta forma, amostras que em
pequenas concentragdes promovem perda da coloragdo do meio reacional, possuem
maior potencial antioxidante (CANO & ARNAO, 2017; MARIN et al., 2019).

Apesar das desvantagens gerais de métodos colorimétricos, o ensaio com ABTS é
vantajoso, pois é aplicado tanto para amostras hidrossoluveis quanto lipossoluveis. Além
disso, possui excelente estabilidade com resultados reprodutiveis e solubilidade
adequada tanto para compostos lipofilicos como hidrofilicos (APAK, 2019; ILYASO et al.,
2020).

Figura 5. Reacgao de estabilizagcdo do reagente ABTS com perssulfato de potassio
pelo antioxidante (AH).
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Fonte: Adaptada de Borges et al., 2011.
1.6.3 Folin-Ciocalteu
Folin-Ciocalteu (FC) esta entre os ensaios mais antigos utilizados para a rapida e

facil determinagcdo de FT em produtos naturais (SINGLETON et al., 1999; HAO et al.,

2020). Este reagente, formado pela mistura dos compostos acidos fosfotunguistico e
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fosfomolibidico, promove a oxidagcdo de compostos fendlicos, resultando em molibdénio
azul e tungsténio azul (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A coloragdo azul do complexo metalico reduzido (Figura 6) é quantificada por
espectrometria UV-VIS em comprimento de onda de 765 nm e avaliada a partir de prévia
curva de calibragdo do acido galico. O resultado obtido é expresso em concentragao do
acido galico por grama da amostra (NACZK e SHAHIDI, 2004; ABDEL AZEEM et al.,
2020; MARSOUL et al., 2020).

Embora o ensaio colorimétrico FC seja muito utilizado e consolidado na literatura,
apresenta varias limitagées. Cerca de 50 compostos organicos comumente encontrados
em produtos naturais podem interferir com o reagente. Além disso, devido o FC ser
preparado em agua ou solventes organicos polares, outra limitagcdo da técnica € a
avaliacdo apenas de compostos fendlicos hidrofilicos da amostra (ABDEL AZEEM et al.,
2020).

Figura 6. Reacéo de reducéo do reagente Folin-Ciocalteu (W®*, Mo®*).

Fonte: Adaptada de Oliveira et al., 2009.

1.7 Estudos eletroquimicos

A eletroquimica é um método analitico de variada aplicabilidade. Estudos
demonstram sua efetividade na avaliagdo da capacidade antioxidante (MACEDO et al.,
2017; LEITE et al., 2018), identificacdo e doseamento de farmacos (HOYOS-ARBELAEZ
et al., 2018), e ainda apresenta grande possibilidade de inovagdo (MACEDO et al., 2016).
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Apresenta como vantagens a abundancia de propriedades eletroativas presentes
nas substancias quimicas, seletividade, grande sensibilidade, baixos limites de detecgéao,
versatilidade dos experimentos, possibilidade de miniaturizagcdo dos ensaios sem perda
de performance analitica, baixo custo, rapidez nas analises e sustentabilidade
(ESCARPA, 2012; PACHECO et al., 2013; HOYOS-ARBELAEZ et al., 2018).

Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltametria se destaca por possibilitar estudos
qualitativos e quantitativos, bem como a elucidacdo do perfil redox de determinado
produto quimico através do estudo dos fendmenos que ocorrem na interface entre o
eletrodo de trabalho e a solugdo. Esta técnica € considerada dinamica, pois se baseia na
aplicacéo da corrente elétrica (i) em fungcédo de um potencial (E) aplicado, ou seja, i = f (E)
e o grafico obtido é chamado de voltamograma (SKOOG, 2002; GIL, 2007).

Os estudos sdo realizados em uma célula eletroquimica com solugao tampao, a
qual assegura condutividade elétrica no meio reacional. O sistema pode ser composto por
dois, trés ou quatro eletrodos, sendo o de trés eletrodos o mais utilizado, formado por
eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo, também chamado de eletrodo auxiliar
(Figura 7). Desta forma, as informag¢des sobre o analito sdo obtidas pela medida da
magnitude da corrente elétrica presente entre os eletrodos de trabalho e contra-eletrodo,
quando se aplica uma diferenca de potencial entre os eletrodos de trabalho e referéncia
(PACHECO et al., 2013).

Figura 7. Instrumentacéo para o estudo eletroquimico.
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Fonte: Figura do autor.

O eletrodo de trabalho, inicialmente formado por mercurio na técnica da
polarografia, € onde ocorre as reagdes eletroquimicas, sendo geralmente formado por um

material inerte como platina, ouro, mercurio, carbono em pasta, carbono vitreo ou, ainda
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mais sensiveis, compostos de materiais nano-estruturados e com biomoléculas nos
biossensores. O eletrodo auxiliar, responsavel pela drenagem do excesso de corrente
elétrica, € normalmente constituido de platina, mas também pode ser formado por ouro ou
carbono vitreo e o eletrodo de referéncia, responsavel por manter potencial constante tem
0 Ag/AgCI/KClsat 3 M como mais utilizado (LIU et al., 2012; PACHECO et al., 2013).

A magnitude dos fenbmenos que ocorrem entre a espécie analisada, o eletrodo de
trabalho e 0 meio reacional pode ser explicada a partir dos fendmenos que transportam a
espécie eletroativa do seio da solugdo até a interface eletrodo-superficie, processo
conhecido como transporte de massa. Ocorre também a transferéncia de carga, formada
pelas trocas de elétrons na superficie do eletrodo e por fim, as reagcdes quimicas que
podem suceder ou preceder a transferéncia eletrénica (Figura 8), podendo ser reagdes
homogéneas como protonagédo, dimerizagdo etc, ou reagbes heterogéneas como

adsorgao, dessorcao, decomposigdes cataliticas ou cristalizagdo (PACHECO et al., 2013).

Figura 8. Esquema das etapas envolvidas na medida voltamétrica.
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Fonte: Adaptada de BAZANT et al., 2011.

As técnicas voltamétricas mais utilizadas para avaliagdo da capacidade
antioxidante e comportamento redox dos polifendis naturais sao CV, DPV e SWV que se
diferenciam pela aplicacdo de potencial e obtencdo do sinal analitico (BALDEON et al.,
2015; PIOVESAN et al., 2015; HOYOS-ARBELAEZ et al., 2018).
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1.7.1 Voltametria ciclica

Dentre as técnicas mais comumente utilizadas para a obtencdo de informacgdes
qualitativas, esta a CV (Figura 9), utilizada para a triagem do perfil de oxirredugdo de um
composto quimico, da cinética de rea¢des heterogéneas de transferéncia de elétrons e
reacdes de processos adsortivos (SKOOG et al., 2009). E baseada na varredura linear ou
em escada de um potencial com forma triangular em fungdo do tempo. O potencial &
aplicado sobre o eletrodo de trabalho e retorna ao potencial de partida (PACHECO et al.,
2013).

A inversdo dos potenciais € chamada de ciclizagdo do potencial de partida, que
resulta na formagdo de voltamogramas que possibilitam a observagdo dos picos de
oxidagao (anddica) e de reducgao (catodica) (SKOOG et al., 2009).

Figura 9. Aplicac&do do potencial para voltametria cicilica em A) varredura linear e B)
potencial do tipo escada C) voltamograma para sistema reversivel.
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Fonte: Pacheco et al., 2013.

Estudos de voltametria ciclica foram utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante de diversas especiarias como anis, anis estrelado, pimenta branca, funcho,
cardamomo, cravo, coentro, noz-moscada, pimenta da Jamaica, canela, baunilha e
gengibre. O método utilizado mostrou-se eficiente para uma triagem rapida da capacidade
antioxidante de amostras de origens variadas. A canela apresentou 39.8 + 1.4 e 449 +
1.5 (mmol Trolox/g de extrato seco) para os extratos hidroetandlicos e etandlicos,
respectivamente (PRZYGODZKA et al., 2014). Os principais antioxidantes da canela sao
cinamaldeido e eugenol (YERER et al., 2020).
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1.7.2 Voltametria de pulso diferencial

Outra técnica de grande importancia para a eletroquimica é a DPV (Figura 10), a
qual se caracteriza pela escolha de um potencial inicial sem presenca de corrente
faradaica. Nessas condi¢des, sao aplicados pequenos pulsos com duragdo normalmente
entre 5 e 100 ms e amplitude fixa sobreposta a uma rampa de potencial crescente, onde
sdo medidas as correntes antes (Sq) e depois (S2) da aplicacdo do pulso. O

voltamograma, formado por pico de corrente gaussiana, € obido pela diferenca entre
essas duas correntes, a qual permite a corregdo da corrente capacitiva (SKOOG et al.,
2009).

Desta forma, a DPV possibilita melhor resolugdo dos picos anddicos com
sensibilidade maior que a CV, apresentando limites de detecgdo da ordem de 10 mol L™,
A area obtida por voltamograma é diretamente proporcional a concentragdo do analito,
segundo equagao 1, onde n = numero de elétrons envolvido na reacédo redox, F =
constante de Faraday (coulombs), A = area do eletrodo (cm?), D = coeficiente de difusdo

(cm?s™), C = concentragdo do analito (mmol L), ty, = tempo entre a leitura final e inicial

de corrente (s) (PACHECO et al., 2013).

. nFAD”2C(1—a)

d \/Z 1+o

Equacao1:

Figura 10. Aplicacdo do potencial para voltametria de pulso diferencial.
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Fonte: Pacheco et al., 2013.
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A técnica de DPV foi utilizada para a determinagdo quantitativa de eugenol em
produto farmacéutico. As correntes de pico foram lineares na faixa de concentragao de
1,0 x 107" a 1,7 x 10 M e apresentaram limite de detecgdo e limite de quantificagdo de
7,0 x 107 e 2,3 x 1078, respectivamente (YILDIZ et al., 2017). A DPV também demonstrou
sua confiabilidade e eficiéncia na avaliacdo da capacidade antioxidante de diversas fontes
naturais como frutas vermelhas (MACEDO et al 2017), mel (OLIVEIRA NETO et al,
2017), pimentas (MACHADO et al., 2021) e plantas medicinais (LEITE et al., 2018).

1.7.3 Voltametria de onda quadrada

Outra possibilidade de analise eletroquimica é a SWV (Figura 11), que
compreende uma variagao de potencial em forma de onda quadrada sobreposta a um
degrau de potencial, em que um pulso completo de onda quadrada corresponde a um
degrau da escada. Desta maneira, a corrente € demonstrada no sentido da oxidagao
(positivo) e da reducao (negativo), gerando um pico para cada um dos processos, 0 que
possibilita a analise do processo de oxidagao e redugao simultaneamente em um unico
escaneamento da amostra (JANEIRO & OLIVEIRA-BRETT, 2005).

Figura 11. Aplicagc&o do potencial para voltametria de onda quadrada.
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Fonte: Pacheco et al., 2013.

A eficiéncia da SWV foi avaliada em estudos para determinacdo de cafeina e
teobromina no cacau amazdnico, foram construidas curvas analiticas com limites de
deteccdo e quantificagdo de 0,027 pmol L e 0,093 pmol L', respectivamente, para
cafeina e 0,025 e 0,085 pymol L™ para teobromina. A técnica SWV demonstrou ser uma
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boa ferramenta analitica para o controle de qualidade de cacau e chocolate fermentado
(GOMES JUNIOR et al., 2019).

A partir destas técnicas eletroquimicas, a intensidade da corrente elétrica gerada
pode ser relacionada a concentracdo de determinado analito, espécies eletroativas da
amostra (DEDE et al., 2014; MACEDO et al., 2016).

1.8 Sensores eletroquimicos

Na eletroquimica, o eletrodo de trabalho atua como um sensor quimico, definido pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés, International Union of
Pure and Applied Chemistry) como um dispositivo capaz de transformar a informagao
obtida por reagdes quimicas em um sinal analitico mensuravel. A abrangéncia e
capacidade desse sensor quimico nas analises esta diretamente relacionada ao material
ao qual é formado (THEVENOT et al., 2001).

Eletrodos sdlidos, formados de platina, ouro, prata, niquel, cobre e carbono,
possuem baixa corrente capacitiva e ampla faixa de potencial, sdo indicados tanto para
analises em compostos inorganicos como organicos, contudo, matrizes complexas podem
limitar seu uso devido a processos adsortivos (STRADIOTTO et al., 2003; MUSTAFA et
al., 2015).

Para compostos organicos mais complexos como matrizes vegetais, os eletrodos a
base de pasta de carbono sdo os mais indicados, pois permitem a renovacdo da
superficie do eletrodo a cada etapa do processo sem a necessidade de exaustiva etapa
de limpeza. Eletrodos de pasta de carbono sdo formados por uma mistura simples de po6
de grafite com agente aglutinante, normalmente 6leo mineral (SVANCARA et al., 2012).
Além disso, sao possiveis diversas inovagdes a partir da adicdo de modificadores, o que
resulta em Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM) que apresentam sensibilidade e
seletividade aumentada, quando comparada aos eletrodos ndo modificados
(CHETANKUMAR et al., 2020; MADHUCHANDRA et al., 2020; VAJDLE et al., 2020).

Os EQM podem se diferenciar em imunossensores que sao eletrodos que possuem
antigeno (Ag) e/ou anticorpo (Ab) em sua constiuicdo; genossensores, formados com
fragmentos de DNA (do inglés, Deoxyribonucleic Acid), EQM com semicondutores que
aumentam a sensibilidade e a gama de compostos analisados, eletrodos biomiméticos
que mimetizam sistemas especificos como enzima-substrato e/ou antigeno-anticorpo e os
eletrodos enzimaticos, também chamados de biossensores (MANZANARES-
PALENZUELA et al., 2015; BUORO et al., 2017; BEITOLLAHI et al., 2018; BRITO et al.,
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2020).

Ye et al (2019) em seu artigo de revisdo destacou que os biossensores
eletroquimicos possuem alta sensibilidade, rapido tempo de resposta e facilidade de
miniaturizagdo. Desta forma, € uma ferramenta promissora para pesquisa da capacidade
antioxidante e também tém sido utilizados na triagem de medicamentos e pesquisa de

toxicidade.

1.8.1 Biossensores

Biossensor € um sensor eletroquimico que traduz informagdes de reacdes
bioquimicas, obtidas em processos biologicos, para um sinal quimico ou fisico detectavel
(CIZMEK et al, 2019; TOMAC et al, 2020). E formado por um sistema de
biorreconhecimento como célula, anticorpo, enzima, aptamero ou DNA que se conecta a
um transdutor que pode ser eletroquimico, colorimétrico, fluorescente, piezoelétrico ou de
reflectancia, a qual produz um sinal amplificado, proporcional a concentragdo do analito,
através de um software (Figura 12) (SGOBBI, 2016).

Figura 12. Esquema da composi¢do de um biossensor.

p Transdutor Processador de sinal

Amostra Reacao bioquimica  Reagao quimica Amplificagao

Fonte: Adaptada de Oliveira & Pereira, 2016.

Os transdutores eletroquimicos compdem a maioria dos biossensores e se
diferenciam em voltamétricos, onde uma rampa de potencial € aplicada em funcdo do
tempo; potenciométricos que medem o potencial elétrico ou acumulo de cargas no
eletrodo de trabalho em relacdo ao eletrodo de referéncia (CHAUBEY et al., 2002);
impedimétricos que avaliam alteracbes nas propriedades condutoras dos eletrodos
modificados, a partir da impedancia (OGNJANOVIC et al., 2020). Ainda, amperométricos
que apresentam potencial constante e a medida da corrente elétrica obtida de reagbes
bioquimicas s&o correlacionadas a concentracdo de espécies eletroativas no analito
(SGOBBI, 2016; RAMONAS et al., 2019).

De acordo com o processo de biorreconhecimento, os biossensores eletroquimicos

também se dividem em sensores de afinidade e dispositivos biocataliticos. Os
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biossensores de afinidade adquirem sinal analitico por meio da interagao entre o analito e
o componente biolégico como anticorpos e acidos nucleicos, enquanto que nos
biossensores cataliticos, o componente biolégico produz espécies eletroativas a partir do
reconhecimento e reacdo com o alvo, exemplificado pelas células, tecidos e
principalmente as enzimas (RONKAINEN et al., 2010).

Biossensores enzimaticos podem ser formados por hidrolases, transferases, liases,
ligases, isomerases ou oxidorredutases que sdo o grupo de maior interesse para estudos
eletroquimicos e estdo relacionados a processos de oxidorreducdo, transporte de
elétrons, prétons e oxigénio, respiracéo e fermentagdo. Sao pertencentes a este grupo a
glicose — oxidase, tirosinase, catalase, peroxidase e lacase (LOPEZ et al., 2020).

As lacases sdo encontradas em plantas, insetos e produzidas por fungos

basidiomicetos como o Marasmiellus sp. Essas enzimas utilizam O, para oxidar

compostos aromaticos fendlicos e nédo fendlicos, reduzindo-os a agua. Os estudos de
biossensores enzimaticos utilizando lacases ocorrem em duas etapas com oxidagao
bioquimica seguida de reducdo eletroquimica dos produtos gerados no processo
(MACEDO et al., 2017; JESUS, 2019).

O biossensor enzimatico a base de lacase € seletivo, sensivel, permite
miniaturizagcdo dos experimentos, possui baixo custo e facilitada etapa de construgcéo do
eletrodo e pré-tratamento da amostra. Além disso, grande vantagem esta na redugao da
passivacédo do eletrodo devido ao acumulo de produtos poliméricos secundarios em sua
superficie e possui grande aplicabilidade, sendo possivel analisar tanto residuos,

medicamentos ou alimentos (Tabela 1) (LIU et al., 2019; MOHTARA et al., 2019).

Tabela 1. Aplicacdes de biossensores enzimaticos a base de lacase na avaliagao

antioxidante.
Avaliacao Amostra Transdutor Modificagcao Faixa Limite de | Referéncia
anti - linear detecgéao
oxidante
Polifenol total | Extrato  de | CV, DPV, Lac/CPE 0.01-3.5 yM | 0.01 uyM Macédo et al.,
frutas SWV 2017.
vermelhas
Polifenol Cerveja CV, EIS Lac/AgNPs/cM 0.1-500 yM | 0.1 uyM Rawal et al,
WENT 2011,
/PANI/GE
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Avaliacao Amostra Transdutor Modificagcao Faixa Limite de Referéncia
. linear detecgéao
anti -
oxidante
Polifenol Suco de fruta | CV, CA Tyr(Lac)/GO/M 1-300 M 0.3 pM for Vlamidis et al.,
WCNTs para ThL ThL 2017,
1-340 uM 0.5 pM for
para Tyr Tyr
Polifenol total | Extrato  de | CV, EIS Lac/FegOyNPs/ | 0.1-10 uM 0.03 upM Rawal ef al,
folhas de cha cMWCNT/PA | 10-500 uM 2012.
NI/GE
Fenol Cha Ccv CLEC Lac/p- 50-1000 yM | 50 uM Roy et al,
CDEP/PVP
gel/Au cathode 2005.
Catequina e | Vinho tinto Ccv DPEM /Lac/Pt 2.0-14 uyM 1.0x10 uyM Gomes et al.,
acido cafeico electrode 2004
Catecol Agua Cv, DPV Lac 0.036-0.35 | 0.032 uM Maleki et al,
/GONs/EDOT UM, 0.35-
2.5 UM 2017.
Polifenol total | Extrato  de | CV Tyr/prepared 0.91 uM 23.3 uM Diaconu etal.,
lantas electrode 2010
P Lac/MWCNTs/ | 12.1 yM '
CHI

CV: cyclic voltammetry; DPV: Diferencial pulse voltammetry; SWV: Square wave
voltammetry; Lac: laccase; Tyr: tyrosinase; CA: chronoamperometry; GCE: glassy carbon
electrode; CPE: carbon paste electrode.

Os biossensores enzimaticos a base de lacase sdo ferramentas importantes na
avaliacdo da capacidade antioxidante de produtos naturais, podendo potencializar as
analises (MOHTARA et al., 2019). Além disso, estudos espectrofotométricos como DPPH
(YEO & SHAHIDI, 2019), ABTS (ILYASO et al., 2020) e Folin-Ciocalteu (HAO et al.,
2020), também fornecem essa informacdo a partir de diferentes abordagens, o que
favorece uma avaliagdo mais precisa e abrangente, a partir da correlagado das diferentes
metodologias analisadas. Os estudos para avaliagdo da capacidade antioxidante de
produtos naturais apresentam diversas aplicagdes e sdo estratégias interessantes no
estudo dos efeitos vasodilatadores destes compostos (OLIVEIRA, 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a capacidade antioxidante de amostras comerciais de canela por
meétodos espectrofotométricos convencionais, voltamétricos e verificar a atividade

vasorrelaxante dos extratos selecionados.

2.2 Objetivos especificos

« Avaliar a capacidade antioxidante via métodos classicos espectrofotométricos,
DPPH, ABTS e Folin-Ciocalteau de diferentes amostras de canela;

« Determinar a capacidade antioxidante via DPV, utilizando o indice eletroquimico,
de diferentes amostras de canela;

» Avaliar o perfil eletroquimico dos compostos por CV e SWV;

« Identificar os principais constituintes presentes nas amostras de canela, por
espectrometria de massas;

+ Correlacionar e comparar os constituintes identificados com o potencial
antioxidante;

» Aplicar biossensor a base de lacase extraida do fungo Marasmiellus colocasiae em
amostras de canela para avaliar a capacidade antioxidante da canela;

» Avaliar a agdo vasorrelaxante ex vivo para os extratos selecionados;

« Correlacionar a capacidade antioxidante das amostras comerciais de canela pelos

diferentes métodos analisados.
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3 METODOS

3.1 Delineamento experimental

Os estudos foram conduzidos com 17 amostras comerciais de canela originarias de
diferentes paises. Foi realizado estudo do melhor solvente extrator e o extrato
hidroetandlico (30:70) foi escolhido para os demais experimentos. A capacidade
antioxidante da canela foi avaliada por espectrofotometria, com ensaios de
sequestramento radicalar de DPPH, ABTS e Folin-Ciocalteau. Também foram realizados
experimentos eletroquimicos e aplicacdo de biossensor. A espectrometria de massas foi
utilizada nos extratos com o melhor e pior resultado e estes foram liofilizadados para o

ensaio vasorrelaxante ex vivo, conforme descrito no fluxograma da figura 13.

Figura 13: Delineamento dos ensaios experimentais para analise da canela.

17 amostras comerciais
de canela

Extrato hidroetandlico
(30:70)

Avaliagao antioxidante Espectrometria de massas

Espectrofotometria Eletroquimico
]

Biossensor

DPPH ABTS

Folin-Ciocalteu Liofilizagao dos extratos selecionados

Ensaio vasorrelaxante ex vivo com os extratos selecionados

Fonte: Figura do autor.
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3.2. Reagentes e Padrdes

Todas as solugdes eletroliticas foram utilizadas com pureza analitica e foram
diluidas em agua destilada Milli-Q (condutividade < 0,1 pS.cm™) (Millipore S. A.,
Molsheim, Franga). O acido galico, etanol e os padrées de DPPH, ABTS e Folin-Ciocalteu
foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

3.3 Preparacao das amostras

Dezessete amostras comerciais de canela em pé foram adquiridas de empresas
brasileiras e de outros paises como Costa Rica, Espanha, Estados Unidos da América,
Grécia, Indonésia e Portugal.

As fragbes de extragdo foram preparadas com 100 mg das amostras comerciais de
canela em pé e 10 mL de diferentes proporgdes de agua e etanol, sendo 100: 0, 70:30,
50:50, 30:70 e 0: 100 (agua: etanol), respectivamente. As amostras foram agitadas por 1
min em vortex, seguido por 10 min em ultrassom Limp Sonic® e 5 min em centrifugacdo a
2500 rpm na centrifuga Spinlab®.

Para evitar a presenca de etanol nos ensaios farmacoldgicos (o que poderia
danificar os tecidos vasculares), as amostras 7 e 15, que apresentaram o melhor e pior
resultados da capacidade antioxidante, respectivamente, foram liofilizadas e
ressuspensas em agua destilada (100 mg/mL). A liofilizagdo foi realizada em um
liofilizador Genesis SQ Super XL-70 de 25 L da SP Cientifica. Para o procedimento, a
amostra foi congelada a -60 graus a uma presséo de 380 Torr (0,5 bar). Depois que a
amostra foi completamente congelada, a presséo foi reduzida para 100 mTorr (0,0001333
bar) e mantida nessa pressao e temperatura por 72 h. Em seguida, a temperatura foi

aumentada para -10 graus, mantendo a mesma pressao e temperatura por 72 h.

3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos entre 7 e 8 semanas de idade, pesando entre
210-240 g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de
Goias e mantidos no biotério da Faculdade de Farmacia da respectiva universidade. Os
animais foram mantidos sob ciclo claro (7h — 19 h) e escuro (19 h — 7 h) a temperatura de
22 £ 1 °C, com livre acesso a ragao e agua. Todos os experimentos foram realizados de
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acordo com a Sociedade Brasileira de Zootecnia e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa local (Protocolo CEUA/UFG 116/19).

3.5 Ensaios eletroquimicos

Os experimentos voltamétricos foram realizados em potenciostato/galvanostato
pAutolab 11I® integrado ao software NOVA 2.1 (Metrohm). As medigdes foram feitas em
uma célula eletroquimica de compartimento unico de 5 mL com um sistema de 3
eletrodos, consistindo de um eletrodo de pasta de carbono, um eletrodo Ag/AgCI/KClss
3M e um fio de platina (adquirido em Lab Solutions, Sdo Paulo, Brasil), representando o
eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente.

As condigbes experimentais para CV foram: faixa de varredura de 0 a 1 e taxa de
varredura de 100 mV.s”. Para o SWV foram: amplitude de pulso de 50 mV, com
frequéncia de 50 Hz e aumento de potencial de incremento 2 mV, correspondendo a uma
taxa de varredura de 100 mV.s'. Para a DPV, as condicdes experimentais foram:
amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso de 0,5 s e taxa de varredura de 10 mV.s™.
Os voltamogramas DPV tiveram linha de base corrigidos e todos os dados foram
analisados e tratados no software Origin 9.0°.

Todos os experimentos foram feitos a temperatura ambiente (21 + 1 ° C) em
triplicata (n = 3) e foi realizado estudo de pH com solugdo tampao fosfato e tampéo
acetado de sddio nos pHs 3,0, 5,0, 7,0, e 9,0. Para os estudos voltamétricos com eletrodo
nao modificado o eletrdlito principal utilizado foi tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0.

3.5.1 indice Eletroquimico

O indice eletroquimico (El, do inglés, Electrochemical Index) leva em consideragéo
0s principais parametros voltamétricos, como Potencial de Pico Anddico (Epa) € corrente
de pico anddico (l,a). Com base no fato de que em E,, mais baixa, a capacidade de
doagao de elétrons & maior (parametro termodindmico) e quanto maior o Ipa (parédmetro
cinético), maior o numero de espécies eletroativas, o El foi calculado pela equagao 2:

Ipan

Equacao 2: El =Y%

i=1 Epan
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Onde, em um voltamograma com n picos, lpan € Epan S80 a corrente e o potencial de

n picos, respectivamente.

3.5.2 Biossensor

Um extrato bruto de lacase, Marasmiellus colocasiae (CCIBT 3388), obtido e
desenvolvido conforme descrito em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa (Batista
et al., 2020), foi usado para preparar o biossensor otimizado. Resumidamente, 50 uL de
extrato bruto enzimatico foram misturados com 70 mg de grafite (Sigma Aldrich®) e
deixados secar em temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, foram adicionados 30 mg
de dleo mineral, o agente aglutinante, e misturado rigorosamente de forma a obter uma
pasta homogénea. Essa pasta final foi utilizada para preencher a cavidade do eletrodo
que tinha 2 mm de didmetro e 0,5 mm de profundidade.

As condig¢des experimentais para DPV foram: amplitude de pulso de 50 mV, largura
de pulso de 0,5 s, taxa de varredura de 10 mV.s™' e faixa de varredura de 1 a 0 V. Todos
os experimentos foram feitos em temperatura ambiente (21 + 1 ° C) em triplicata (n = 3) e

o eletrdlito principal utilizado foi o tampao de acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0.

3.6 Ensaios espectrofotométricos

3.6.1 Ensaio de eliminacao de radical DPPH

A atividade sequestrante de radicais foi feita usando o reagente DPPH, de acordo
com procedimentos bem estabelecidos (MACEDO et al 2017; LEITE et al, 2019). Uma
mistura de 2,7 mL de solugédo etandlica de DPPH (0,1 mM) e 0,3 mL de etanol foi
preparada como um controle em branco, onde a absorbancia final a 517 nm foi c.a 0,7. O
etanol foi usado para ajustar a linha de base (A = 0,00).

Para os experimentos, 300 uL da porcao etandlica foram substituidos pelo extrato
das 17 amostras de canela preparados em solvente 30:70 (agua: etanol), e pelos padrées
quando a curva de calibracdo foi realizada. As medidas foram analisadas usando
espectrometro UV-vis (modelo V-530, Jasco, Inc., Easton, MD, EUA). Cada ensaio foi
realizado em triplicata. A atividade antioxidante foi expressa em ICso conforme indicado na
Equacao 3, onde 50% da solucdo da amostra € capaz de produzir descoloracdo em
relagdo ao controle branco (etanol) apds cinco minutos de transferéncia da aliquota da
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amostra para o radical DPPH. As amostras foram analisadas em uma cubeta de vidro de

caminho optico de 1 cm em temperatura ambiente.

Equagéo 3: % AA = [(ADPPH — Atest) ! AppPH ] x 100

Onde % de absorbancia (AA) é a porcentagem de atividade antioxidante, ApppH € a
absorbancia da solugdo com o radical formado sem a presenca de uma amostra. At € a
absorbancia observada na presenca do radical com o analito, e IC5p € a quantidade de
extrato em g/mL das amostras testadas necessaria para diminuir a concentragdo inicial de
DPPH em 50%.

3.6.2 Ensaio de eliminacgao de radical ABTS

O ensaio do radical ABTS foi realizado de acordo com a literatura (LEITE et al.,
2018), formado a partir da reagao de 5,0 mL de solugdo ABTS em agua (7 mM) com 88
WL de solugéo de persulfato de potassio em agua (140 mM), incubados na auséncia de luz
por 16 horas. Em seguida, 2 mL da solugéo de radical preparada foram diluidos em etanol
para 150 mL, obtendo-se uma solugédo com absorbancia c.a. 0,7 em um comprimento de
onda de 734 nm.

Para os experimentos, 300 puL do extrato etandlico foram adicionados ao tubo de
ensaio contendo 2,7 mL de radical ABTS, assim os tubos foram cobertos com Parafilm® e
mantidos no escuro por 20 min. A absorbancia foi monitorada com o espectrofotdmetro
UV-vis (modelo V-530, Jasco, Inc., Easton, MD, EUA). Todos os testes foram realizados
em ftriplicata. A porcentagem de decaimento expressa por absorbancia a 734 nm foi

calculada como indicado na Equacéo 4:

Equacéo 4: % AA = (AasTs - Atest) / AasTs X 100

Onde % AA é a porcentagem de atividade antioxidante, Aagrs € a absorbéncia da
solugdo com o radical formado sem a presenca de uma amostra. Awst € a absorbancia
observada na presenca do radical com o analito, e IC5p € a quantidade de extrato em
g/mL das amostras testadas necessaria para diminuir a concentragao inicial de ABTS em
50%.
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3.6.3 Ensaio de fenois totais

Os compostos fendlicos totais foram  determinados pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (FC) (SINGLETON & ROSSI, 1965; SINGLETON,
ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999). As amostras de canela foram preparadas
na concentracao de 1%, aliquota de 50 uL do extrato foi adicionada em um tubo de ensaio
contendo 1 mL de agua destilada e 250 pyL do reagente FC. Apds 5 min, foram
adicionados 750 pyL de uma solugdo de Na;COs3; a 20% e 2950 pyL de agua destilada. A
mistura foi incubada na auséncia de luz por 60 min, obtendo absorbancia de c.a 0,7 em
um comprimento de onda de 765 nm. A quantificacdo de compostos fendlicos em
amostras de canela foi realizada em triplicata e expressa por meio de equivalentes de
acido galico em pM, a partir de uma curva de calibragdo obtida nas mesmas condigbes
para analise da amostra, onde obteve-se linearidade.

3.7 Espectrometria de massa

As amostras foram dissolvidas em metanol na concentracdo de 500 ppm,
preenchidas em uma seringa de 500 yL (Hamilton) e infundidas diretamente usando uma
bomba de seringa a uma taxa de fluxo de 3 pL/min, e analisadas em um Q-Exactive
Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte Electrospray
lonization (ESI). As analises foram realizadas no modo negativo (ESI (-)-MS) e positivo
(ESI (+)-MS), e faixa de massa de 100-1000 Da. A identificagdo dos principais metabolitos
detectados nas amostras de canela foi realizada utilizando plataformas de desreplicagao
online (MetFrag, PubChem e CFM-ID). Uma avaliagdo dos metabdlitos de amostras de
canela foi realizada por injecdo direta de amostras ndo tratadas em um sistema de

espectrometria de massa.

3.8 Estudos em artérias isoladas de ratos

Os ratos (n= 5-7 para cada protocolo diferente) foram anestesiados, eutanasiados
(puncao cardiaca e exsanguinagdes) e a aorta toracica foi removida, limpa e cortada em
anéis (x 3-4 mm de comprimento), colocados em banho de 6rgdos (10 mL) entre dois
estribos de ago inoxidavel e conectados a um sistema computadorizado e uma unidade
de aquisicdo de dados WinDaq Resource (DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA) para

medir a tensao isométrica vascular. A camara vascular isolada foi completada com
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solugédo salina fisiolégica com a seguinte composi¢ao: 130 mM de NaCl, 1,2 mM de
KH2POQOy4, 4,7 mM de KCI, 14,9 mM de NaHCO3, 1,2 mM de MgSO,, 1,6 mM de CaCl; e 5,5
mM de glicose, em pH 7,4 e gaseificada com uma mistura carbogénica (95% Oz e 5%
COy) a 37°C.

Os anéis vasculares foram primeiramente preparados para um ténus basal de 1,5 g
antes de permitir que se equilibrassem na solugao de banho de 6rgaos. A integridade das
células endoteliais foi demonstrada pela presenga de relaxamento (minimo 80% de
relaxamento) a acetilcolina (1 uM) apds a pré-contragédo estimulada com fenilefrina (0,1
pMM). Apds o equilibrio, curvas de concentragédo-resposta cumulativa para as amostras de
canela (0-380 pg/mL, liofilizadas e diluidas em agua destilada) foram geradas usando
anéis aorticos isolados com endotélio funcional pré-contraido com fenilefrina (0,1 pM).

Para os estudos vasculares, foram utilizadas apenas as amostras de canela que
apresentaram a melhor e a pior capacidade antioxidante (amostra 7 e 15,
respectivamente). Além disso, a fim de verificar a contribuigédo relativa do 6xido nitrico no
endotélio para o relaxamento vascular induzido por amostras de canela, os mesmos
protocolos foram repetidos apds o tratamento (30 min) com inibidor da sintase de 6xido
nitrico N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 100 pM).

Em outra série de experimentos, a contragdo vascular induzida pelo agonista
adrenérgico (fenilefrina, 0,1 uM) foi investigada em vasos controles ou apos estimulo de
estresse oxidativo caracterizado pela adi¢ao de hipoclorito (OCI") na solugdo do banho de
orgaos na concentragao de 5 uyM (60 min). Apos 60 min, as artérias com endotélio intacto
foram contraidas novamente com fenilefrina (0,1 uM) e o nivel de contragao foi medido.
Além disso, algumas artérias foram tratadas com amostras de canela (amostras 7 e 15)
em duas concentragdes diferentes (100 e 500 ug/mL) ao mesmo tempo que o estimulo de
estresse oxidativo com OCI (tratamento com 5 yM de OCI" e as amostras de canela por
60 minutos).

3.9 Analise estatistica

Para a analise dos dados dos ensaios eletroquimicos e de eliminacdo de radicais
foi utilizado o software estatistico Origin 9.0. Uma matriz de correlag&o foi realizada para
0os parametros antioxidantes avaliados, ou seja, ABTS, DPPH, Folin Ciocalteu e EIl. A
anadlise de ANOVA foi realizada para os ensaios de eletrodos ndo modificados e
modificados com a hipdtese nula de médias iguais e 0,05 de valor significativo.
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Nos estudos vasculares, os valores foram expressos como média + SEM (Standard
error of the mean, do inglés, erro padrdo da média). As comparagdes entre 0s grupos
foram realizadas usando ANOVA de uma via (pos-teste: Newman—Keuls) com 0,05 de
valor significativo. As analises foram realizadas no GraphPad Prism versdo 5.00 para
Windows (San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a esta tese estdo na forma de artigo que segue as normas
da Revista “Oxidative Medicine and Cellular Longevity”.

Artigo — Evaluation of Antioxidant Potential of Commercial Cinnamon Samples and
Its Vasculature Effects

Autores: Emily Kussmaul Gongalves Moreno, Isaac Yves Lopes de Macédo, Erica
Aparecida Batista, Fabio Bahls Machado, Gabrielle Ramos Santos, Daniela Medrado
Lopes Andrade, Matheus Lavorenti Rocha, Nerilson Marques Lima, Boniek Gontijo Vaz e
Eric de Souza Gil.

Revista: Oxidative Medicine and Cellular Longevity
Situagao: Publicado.
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Abstract

Growing concerns on free radicals are the oxidative processes associated with
physiological damage. The consumption of functional foods and use of plants with
antioxidant capacity is widespread. Given the importance of determining antioxidant
capacity in relation to the therapeutic effect, this study aimed to evaluate cinnamon extract
(Cinnamomum sp.) in commercial samples by spectrophotometric and voltammetric
methods, and assess the vascular activity of some samples. The spectrophotometric
methods performed were DPPH (1,1-diphenyl-2-picrihydrazine), ABTS (2,21-azinobis- (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), and Folin-Ciocalteu radical sequestration assays.
For the electrochemical experiments, a three-electrode system was used, consisting of
carbon paste electrode, platinum wire and Ag/AgCI/KClsat, representing the working,
auxiliary and reference electrodes, respectively. The electroanalytical methods used were
differential pulse, square wave, and cyclic voltammetries. The extracts were prepared in
hydroalcoholic solution. A calibration curve with gallic acid was calculated to quantify their
equivalent amounts in the analyzed extract. The correlation between the electrochemical
approach and the total phenols calculated by the ABTS, DPPH and Folin-Ciocalteu
methods was 0.63, 0.7 and 0.73 respectively, with 1 being an ideal directly proportional
correlation. The correlation between spectrophotometric methods was 0.83. A biosensor
was developed in a carbon paste electrode using the enzyme laccase, obtained by the
fungus Marasmiellus colocasiae. It was observed that the antioxidant profile of the
cinnamon samples had an analytical sign improvement of up to 4 times when compared

with the electrode without the modification. The samples were analyzed by mass
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spectrometer and the main chemical markers found were coumarin, cinnamaldehyde, and
eugenol. Pharmacological trials showed that these samples also induce a significant
vasorelaxant effect associated to antioxidant potential on vascular injury induced by
oxidative stress. Thus, cinnamon showed a high antioxidant capacity, in agreement with
the results obtained in other studies, emphasizing its importance as a functional food.

1. Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive compounds formed from
successive reductions of O, present in the body's natural physiological functions such as
regulation of cell growth, energy production and phagocytosis [1]. This group includes the
hydroxyl radical ("OH), superoxide anion (O.") and hydrogen peroxide (H;O2) that in
excess in the body are related to several health prejudice, such as degenerative diseases,
lipid peroxidation and damage in enzymes, proteins, carbohydrates and DNA [2,3,4].
Moreover, up to 70% of the ROS produced can be transformed to reactive chlorine
species such as hypochlorous acid (HOCI) and hypochlorite (OCI") in the vasculature
through the action of some enzymes (vascular peroxidase 1 and myeloperoxidase),
leading to greater injuries in the cardiovascular system [5,6].

A strategy for decreasing ROS in the body is the intake of antioxidants that are
compounds capable of preventing oxidative degradation reactions through the stabilization
of radical compounds [7]. The addition of antioxidants from natural origin in food products
has become increasingly popular due to its importance in improving nutritional
conservation and the quality of life for consumers [8,9].

Cinnamon species belongs to the Lauracea family group that has eugenol and
coumarins in their composition, which are phenolic compounds with high antioxidant
power. Moreover, it also has proven antimicrobial activity due to the components
cinnamaldehyde, cinnamic acid, aromatic aldehyde, benzoic acid and benzaldehyde
present in its structure [10,11,12,13].

The antioxidant capacity of natural products, whether of extract or isolated
compound, is traditionally analyzed by spectrophotometric methods such as the radical
1,1-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH), the radical 2,2'-azinobis (3 -ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) and Folin-Ciocalteu, which relate the discoloration of radicals with
the antioxidant power of the analyzed product [14,15,16,17].

Although colorimetric methods are well established in the literature, they have
several limitations, mainly related to interferences of molecules that absorb in the same
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range. In addition, there is a need for efficient pre-preparation of the samples, since factors
such as precipitation, suspension of large particles and the opacity of the medium alter the
absorbance reading [18,19].

Comparatively, electroanalytical methods are a promising alternative for analyzing
the antioxidant capacity of complex samples due to their high sensitivity, analysis speed,
low cost and low reagents consumption, generally non-toxic. This technique is based on
the correlation between the redox reaction of the antioxidant capacity and its detectable
electrical properties [20,21].

An alternative to improve the electrochemical results is the development of a
biosensor, which uses biological reactions to detect specific componentes of a sample
[22,23]. A biosensor can be formed by an enzyme such as laccase that coupled to a
transducer results in a signal proportional to the concentration of the analyte investigated
[24,25,26].

Given the importance of determining antioxidant capacity in relation to the
therapeutic effect, this study aimed to evaluate cinnamon extract (Cinnamomum sp.) in

commercial samples by spectrophotometric and voltammetric methods.

2. Materials and Methods

2.1 Reagents and natural products

All electrolyte solutions were used with analytical purity and were diluted in distilled
Milli-Q water (conductivity < 0.1 pS.cm™) (Millipore S. A., Molsheim, France). Gallic acid,
ethanol and the standards of DPPH, ABTS and Folin-Ciocalteu were purchased from
Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Seventeen commercial samples of powdered cinnamon were acquired from local
businesses in Brazil, and other countries such as Costa Rica, Greece, Portugal, Spain,
and United States of America.

2.2 Samples preparation

Extraction fractions were prepared with 100 mg of the commercial samples of
powdered cinnamon and 10 mL of different proportions of water and ethanol, being 100:0,
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70:30, 50:50, 30:70 and 0:100 (water: ethanol), respectively. The samples were vortexes
for 1 min, followed by 10 min in ultrasound and 5 min in centrifugation at 2500 rpm.

In order to avoid the presence of ethanol in the pharmacological assays (which could
damage the vascular tissues), the samples 7 and 15 were lyophilized and re-suspense in
distilled water (100 mg/mL). Lyophilization was performed in a 25 L Genesis SQ Super XL-
70 lyophilizer from SP Cientifica. For the procedure, the sample was frozen at -60 degrees
at a pressure of 380 Torr (0.5 bar). After the sample was completely frozen, the pressure
was reduced to 100 mTorr (0.0001333 bar) and held at that pressure and temperature for
72 h. Then the temperature was increased to -10 degrees, keeping the same pressure and
temperature for 72 h.

2.3 Electroanalytical tests

The voltammetric experiments were performed in pAutolab IlI® potentiostat /
galvanostat integrated with NOVA 2.1 software (Metrohm). The measurements were made
in a 5 mL single compartment electrochemical cell with a 3-electrode system, consisting of
a carbon paste electrode, an Ag / AgCl / KClsat 3M electrode and a platinum wire
(Purchased from Lab solutions, Sdo Paulo, Brazil), representing the working, reference
and auxiliary electrode, respectively. The experimental conditions for DPV were: pulse
amplitude of 50 mV, pulse width 0.5 s and scan rate of 10 mV.s™". The experimental
conditions for the SWV were: pulse amplitude of 50 mV, with a frequency of 50 Hz and a
potential increase of 2 mV, corresponding to a scanning rate of 100 mV.s". The
experimental conditions for CV were: scan range from 0 to 1 and scan rate of 100 mV.s™.
The DPV voltammograms were corrected with the baseline-corrected and all data were
analyzed and treated in the Origin 9.0 software.

All experiments were done at room temperature (21 £ 1 °C) in triplicate (n = 3) and
the main electrolyte used was 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 7.0.

2.4 Electrochemical Index

The electrochemical index (El) takes into account major voltammetric parameters,
such as anodic peak potential (Epa), and anodic peak current (Ipa). Based on the fact that
in lower Epa, the electron donation ability is greater (thermodynamic parameter) and the
higher the Ipa (kinetic parameter), the greater the number of electroactive species, El was

calculated using the Equation 1:
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I
FI =3k, 0

Where, in a voltammogram with n peaks, /pan and Epan are the current and the potential
of the n peak, respectively.

2.5 Biosensor

The fungus Marasmiellus colocasiae CCIBT 3388, isolated in Domingos Martins-
ES/2005, was obtained from the Basidiomycete Culture Collection (CCB) of the S&o Paulo
Institute of Botany. The identification of the obtaining source ex situ of genetic heritage,
with the information contained in the records, is in accordance with § 1 of the Article 22 of
the Decree No. 8.772 of 2016. The crude enzymatic extract from Marasmiellus colocasiae,
developed as described in previous work of our research group [27], was used to prepare
the optimized biosensor.

Briefly, 50 pyL of enzymatic crude extract was mixed with 70 mg of graphite (Sigma
Aldrich®) and left to dry at room temperature for 1 h. Then, 30 mg of mineral oil, the
agglutinating agent was added and rigorously mixed in order to achieve a homogenous
paste. This final paste was used to fill the cavity of the electrode that was 2 mm in
diameter and 0.5 mm in depth. The experimental conditions for DPV were: pulse amplitude
of 50 mV, pulse width 0.5 s, scan rate of 10 mV.s™, and scan range from 1 to 0 V. All
experiments were done at room temperature (21 £ 1 °C) in triplicate, and the main

electrolyte used was 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0.

2.6 DPPH radical scavenging assay

The radical scavenging activity was done using the DPPH reagent, according to
well-established procedures [24]. A mixture of 2.7 mL of DPPH ethanolic solution (0.1
mM) and 0.3 mL of ethanol was prepared as a blank control, where the final absorbance at
517 nm was a.c. 0.7. Ethanol was used to adjust the baseline (A = 0.00).

For the experiments, 300 pL of ethanolic portion was replaced by the extract and by
the standards when the calibration curve was performed. The measurements were
analyzed using UV-vis spectrometer (model V-530, Jasco, Inc., Easton, MD, USA). Each
trial was performed in triplicate. The antioxidant activity was expressed as IC50 as
indicated in Equation 2, where 50% of the sample solution is capable of producing
discoloration compared to the white control (ethanol) after five min of transferring the
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sample aliquot to the DPPH radical. The samples were analyzed in a 1 cm optical path

cuvette at room temperature.

% AA = [(ADPPH — Atest) / ADPPH ] x 100 (2)

Where % AA is the percentage of antioxidant activity, ADPPH is the absorbance of
the solution with the radical formed without the presence of a sample. Atest is the
absorbance observed in the presence of the radical with the analyte, and IC50 is the
amount of extract in g/mL of the tested samples needed to decrease the initial ABTS
concentration by 50%.

Linearity was observed in the calibration curves of gallic acid with the regression

equation.

2.7 ABTS radical scavenging assay

The ABTS radical assay was conducted according to literature [20], formed from the
reaction of 5.0 mL of ABTS solution in water (7 mM) with 88 uL of potassium persulfate
solution in water (140 mM), incubated in the absence of light for 16 hours. Then, 2 mL of
the prepared radical solution were diluted in ethanol to 150 mL, obtaining a solution with
an absorbance a.c. 0.7 at a wavelength of 734 nm.

For the experiments, 300 yL of the ethanol extract was added to the test tube
containing 2.7 mL of ABTS radical, thus the tubes were covered with Parafiim® and kept in
the dark for 20 min. The absorbance was monitored with the same spectrophotometer
used for DPPH assay. All tests were performed in triplicate. The decay percentage

expressed by absorbance at 734 nm was calculated as Equation 3:

% AA = (AABTS - Atest) / AABTS x 100 (3)

Where % AA is the percentage of antioxidant activity, AABTS is the absorbance of
the solution with the radical formed without the presence of a sample. Atest is the
absorbance observed in the presence of the radical with the analyte, and IC50 is the
amount of extract in g/mL of the tested samples needed to decrease the initial ABTS
concentration by 50%.
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Linearity was observed in the calibration curves of gallic acid with the regression

equation.

2.8 Total phenolic assay

The total phenolic compounds were determined by Folin-Ciocalteu (FC)
spectrophotometric method. Cinnamon samples at a concentration of 1% was prepared,
aliquot of 50 uL of the extract was added in a test tube containing 1 mL of distilled water
and 250 uL of the FC reagent. After 5 min, 750 pL of a 20% Na;COs3; solution and 2950 yL
of distilled water were added. The mixture was incubated in the absence of light for 60
min, obtaining absorbance of a.c. 0.7 at a wavelength of 765 nm. The quantification of
phenolic compounds in cinnamon samples was carried out in triplicate and expressed by
means of gallic acid equivalents in uM, from a calibration curve obtained under the same
conditions for sample analysis [28,29].

2.9 Mass spectrometry analysis

A metabolic assessment of cinnamon samples was performed by direct injection of
untreated samples into a mass spectrometry system. The samples were dissolved in
methanol at concentration of 500 ppm, filled into a 500 yL syringe (Hamilton) and infused
directly using a syringe pump at a flow rate of 3 yL/min, and analyzed on an Q-Exactive
Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipped with an Electrospray lonization
(ESI) source. The analyses were performed in negative (ESI (-)-MS) and positive (ESI (+)-
MS) mode, and mass range of 100-1000 Da. The identification of the main metabolites
detected in the cinnamon samples was performed using online dereplication platforms
(MetFrag, PubChem and CFM-ID).

2.10 Studies in isolated arteries

Male Wistar rats (7-8 weeks old, 210-240 g) from the central bioterium of the
Federal University of Goias were used in this protocol. All experiments were carried out in
agreement with the Brazilian Society of Laboratory Animal Science and were approved by
the local Ethics in Research Committee (Protocol CEUA/UFG 116/19). The rats (n=5-7 for
each different protocol) were anaesthetized, killed (cardiac puncture and exsanguinations)
and the thoracic aorta was removed, cleaned and cut into rings (£ 3-4 mm in length),
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placed in an organ bath (10 mL) between two stainless-steel stirrups and connected to a
computerized system and a WinDaqg Resource (DATAQ Instruments, Akron, OH, USA)
data acquisition unit to measure vascular isometric tension. The isolated vascular chamber
was completed with physiological salt solution with the following composition: 130 mM
NaCl, 1.2 mM KH;POy4, 4.7 mM KCI, 14.9 mM NaHCO3, 1.2 mM MgSO,, 1.6 mM CaCl,
and 5.5 mM glucose, at pH 7.4 and gassed with carbogenic gas (95% Oz and 5% CO,) at
37 °C.

The vascular rings were firstly stretched to a basal tone of 1.5 g before allowing
them to equilibrate in the bathing solution. The endothelial cells integrity was demonstrated
by the presence of relaxation (minimum 80% of relaxation) to acetylcholine (1 pM) after
being precontracted with phenylephrine (0.1 upM). After equilibration, cumulative
concentration—response curves for the cinnamon samples (0-380 pg/mL, lyophilized and
diluted in distiled water) were generated using isolated aortic rings with functional
endothelium that had been pre-contracted with phenylephrine (0.1 uM). For the vascular
studies, only the cinnamon samples that showed the best and the worst antioxidant activity
were used (sample 7 and 15, respectively). Furthermore, in order to verify the relative
contribution of endothelium nitric oxide to the vascular relaxation induced by cinnamon
samples, the same protocols were repeated after treatment (30 min) with nitric oxide
synthase inhibitor (L-NAME, 100 ¢ M).

In other series of experiments, the vascular contraction induced by adrenergic
agonist (phenylephrine, 0.1 uM) was investigated in controls vessels or after oxidative
stress stimulus characterized by the addition of hypochlorite (OCI') in the bath solution at
concentration of 5 yM (60 min) [6, 30]. After 60 min, arteries with intact endothelium were
contracted again with phenylephrine (0.1 uM) and the level of contraction was measured.
In addition, some arteries were treated with cinnamon samples (samples 7 and 15) in two
different concentrations (100 and 500 pg/mL) at the same time as the oxidative stress
stimulus with OCI" (treatment with 5 yM OCI" plus cinnamon samples for 60 min).

2.11 Statistical analysis

For the electrochemical and radical scavenging assays data analysis, the Origin 9.0
statistical software was used. A correlation matrix was performed for the antioxidant
parameters evaluated, i.e. ABTS, DPPH, Folin Ciocalteu and El. Anova analysis was
performed for the unmodified and modified electrode assays with the null hypothesis of
equal averages and 0.05 of significant value.
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In the vascular studies, values were expressed as mean + SEM. Comparisons
among groups were performed using one-way ANOVA (post-test: Newman—Keuls) with
0.05 of significant value. Analyses were carried out using GraphPad Prism version 5.00 for
Windows (San Diego, CA, USA).

3. Results and Discussion

3.1 Solvent extraction

Cinnamon is constituted by several components of different polarities [31], for this
reason, water and ethanol were evaluated to investigate the effectiveness of cinnamon
extraction using a pool of all samples. Extractions were analyzed through the El (uA/V) of
the cinnamon for each solvent (Table 1).

Table 1. Solvents for cinnamon extraction.
WI/E 100:0 (viv)  70:30 (viv) 50:50 (viv) 30:70 (viv) 0:100 (v/v)

El (WA/V)" 38.62+28.4 5017 +5.9 4564 +46.5 57.33+4.6 59.24 +24.2

W: percentage of water / E: percentage of ethanol

*Mediam values + RSD

Samples with higher concentration of ethanol demonstrated better extraction than
aqueous solution because ethanol can be considered a bipolar solvent that dissolves most
slightly non-polar and polar organic compounds, that make up most of the molecules with
antioxidant action [32].

Results obtained in this work corroborates with the literature that describes a better
cinnamon extraction with a combination of both solvents than when used separately [33].
The solvents of water: ethanol in the proportions of 70:30 (v/v), 30:70 (v/v), and 0:100 (v/v)
presented El higher than 50 pA/V without significant statistical differences. Therefore, the

solvent water: ethanol 30:70 (v/v) was chosen for the further experiments.
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3.1.1 Cinnamon characterization

In order to evaluate the redox profile of Cinnamon samples, electrochemical
experiments were performed with a pool of all samples. The electrolytic support was
studied from pH 3.0 to pH 9.0 (Figure 1). This is an important parameter to be evaluated,
once it allows the electron flow for the passage of current in the reaction medium [34].
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E IV (vs. Ag/IAgCI/KClg 1) E IV (vs. Ag/IAgCI/KClg 51)

Figure 1. DP voltammograms of different pHs obtained for non-modified carbon paste
electrode in 0.1 M phosphate buffer (A) and biosensor with 0.1 M sodium acetate buffer
(B) for cinnamon. ForpH 9.0 (——),pH7.0 (---),pH5.0 (---)and pH 3.0 (......).

The non-modified carbon paste electrode presented a better resolution and
sensitivity in the pH 7.0, in agreement with Souza-Sartori [35], wich demonstrated that
phenolic compounds are better solubilized in a pH range of extraction between 6.0 to 8.0.
For the modified electrode with the laccase enzyme obtained from the fungus
Marasmiellus colocasiae, the signal increased in the pH 5.0. According to literature,
laccase enzyme is often used in pH conditions ranging from 3.5-5.5 [36,37]. Therefore,
these electrolytic supports were used in the further analysis.

The figure 2 shows the voltammetry profiles of commercial cinnamon samples.
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Figure 2. Differential pulse voltammetry (DPV), Inset: square wave voltammetry (SWV) of
cinnamon commercial samples (0.01%). Samples A (——), B (- --), C (- - -), second

Amongst the evaluated samples, a similar profile was observed, where an anodic
peak c.a. Epar = 0.1 V was present. Anodic peaks in potentials c.a. Epa1 = 0.2 V or in lower
values are indicative of polyphenol compounds [38]. Due to the low overpotential values
seen in this compounds oxidation process it can be inferred that these compounds have
high antioxidant capacity and the same can be said about the other samples [24].

The intensity of the peak varied in a decreasing order from sample A, B and C.
These samples were chosen because they represent the highest, median and lowest
results of El, originated from Parana (BRA), Goias (BRA), and Lisboa (PRT), respectively.
Since the intensity of the anodic peak is correlated with the concentration of the sample by
the Cottrell equation [39], sample A likely has the highest amount of antioxidant
compounds and sample C likely has the lowest amount.

The reversibility of the anodic peak c.a. Epar = 0.1 V was also observed for all
samples analysis, corroborating the presence of polyphenol compounds in these samples.
Moreover, samples A and B presented a second slight anodic peak c.a. Eps> = 0.6 V and
sample C in c.a. Epa2 = 0.4 V, these anodic peaks can be correlated to other phenolic

compounds present in lesser quantities [20,40].

3.2 Antioxidant capacity

The variables of antioxidant capacity were compared and evaluated by the
spectrophotometric methods ABTS, DPPH, and Folin-Ciocalteu with electrochemical
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experiments through the El values for all samples. A correlation matrix was calculated
(Table 2).

Table 2. DPPH, ABTS, Folin AG and El correlation matrix for cinnamon species.
ABTS DPPH Folin AG EI

ABTS 1 0.83 0.5 0.62
DPPH 0.83 1 0.62 0.7
FolinAG 0.5 0.62 1 0.73
El 0.62 0.7 0.73 1

A high correlation coefficient of approximately 0.7 was seen between EIl and
DPPH/ABTS/Folin-Ciocalteu, which shows that despite the difference in methodologies,
being the first electroanalytical and the latter scavenging, the inferences about the redox
process of the antioxidant capacity are closely related. The EI correlation between
modified and non-modified electrodes was 0.62. Moreover, the correlation coefficient
between ABTS and DPPH was also high (c.a. 0.8).

The total phenol of cinnamon was expressed by gallic acid equivalents. Hence, a
calibration curve with concentrations from 4.97 yM to 166.66 pM for gallic acid was
constructed in order to get the linear equation Y = 4.34e”"+ 1.20e®X (Intercept SD = 6.10%
23 Slope SD = 5.68e™%°), obtaining R?>= 0.99. The samples of cinnamon with greatest galic
acid quantity were samples 3 and 7, corresponding to 0.17 and 0.19 AG (g/g ext),
respectively (Table 3).

Table 3. Percentage of decay for ABTS, DPPH, Folin, El and Gallic acid equivalents for

cinnamon species.

ABTS DPPH Folin
El AG (g/g
Sample (% of SD (% of SD (% of SD SD SD
(MA/V) extract)
decay) decay) increase)
1 96.73 484 67.20 3.36 0.24 0.07 7.77 0.39 0.09 0.04
2 69.86 349 6261 3.13 0.35 0.05 6.13 0.31 0.07 0.00
3 80.64 4.03 6542 3.27 0.70 0.09 11.86 059 0.17 0.07
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12
13
14
15
16
17

94.06
88.75
90.52
97.55
95.05
97.02
75.92
96.42
47.33
92.71
68.67
72.39
82.32
87.13

4.70
4.44
4.53
4.88
4.75
4.85
3.80

4.82
2.37

4.64
3.43
3.62
4.12
4.36

74.30
70.55

73.85
79.03
83.29
77.86
60.91

71.63
41.78

81.89
51.11

41.69
51.58
59.10

3.71
3.53
3.69
3.95
4.16
3.89
3.05
3.58
2.09
4.09
2.56
2.08
2.58
2.95

0.51
0.32
0.77
0.87
0.94
0.55
0.59
0.89
0.37
0.48
0.06
0.34
0.59
0.65

0.05
0.08
0.12
0.03
0.06
0.04
0.04
0.06
0.02
0.07
0.00
0.06
0.00

0.06

6.07
7.37
7.37
12.84
8.81
9.14
6.20
9.47
4.73
8.38

3.39
4.93
4.98
6.68

0.30
0.37
0.37
0.64
0.44
0.46
0.31
0.47
0.24
0.42
0.17
0.25
0.25
0.33

0.06
0.08
0.08
0.19
0.11
0.12
0.06
0.12
0.03
0.10
0.02
0.03
0.03
0.07

0.02
0.07
0.00
0.05
0.00
0.04
0.05

0.06
0.00
0.01
0.00
0.02
0.02
0.02

According to the Folin-Ciocalteu method, total phenols are more present in the

cinnamon samples 7 and 8, which corroborates with the electrochemical studies that also

showed a higher El for the sample 7. Likewise, the results obtained for both methodologies

also showed agreement for the sample with the lowest antioxidant capacity, represented

by the cinnamon sample 14.

3.3 Biosensor

using the laccase enzyme of the fungus Marasmiellus colocasiae.

The table 4 shows results obtained from the carbon paste electrode modification
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Table 4. Antioxidant capacity of cinnamon samples using carbon paste modified electrode.

Signal increase

Unmodified Modified Signal
Sample electrodes SD electrodes SD (Modified increase

(uA) (uA) SignaI/Unmodified (%)

Signal)

1 -0.47 0.34 -1.02 0.34 217 216.56
2 -0.67 0.56 -1.85 0.14 2.78 277.78
3 -1.01 0.72 -2.07 0.14 2.05 204.95
4 -0.93 0.62 -1.57 0.31 1.69 169.00
5 -0.68 1.08 -1.67 0.36 247 247.04
6 -1.23 0.01 -1.43 0.01 1.16 116.26
7 -0.72 0.848 -1.39 0.21 1.93 192.79
8 -0.57 0.52 -0.91 0.13 1.61 160.85
9 -0.47 041 -0.91 0.21 1.91 190.93
10 -0.50 0.66 -1.08 0.17 2.16 216.43
11 -0.75 0.19 -1.08 0.19 144 144.19
12 -0.68 0.60 -1.51 0.12 2.21 221.08
13 -0.66 055 -1.29 0.28 1.97 196.95
14 -0.70 045 -1.33 0.23 1.91 191.37
15 -0.61 0.26 -1.19 0.09 1.95 194.76
16 -0.38 219 -1.55 044 4.12 412.23
17 -1.13 496 -2.42 1.24 2.14 214.16

ANOVA test probability p = 6.12*10° and F value = 38.41 shows that modified and
unmodified values were statistically different.

The enzymatic biosensor of Marasmiellus colocasiae produces biochemical
oxidation followed by an electrochemical reduction detected amperometrically that allows
the detection of polyphenols. Thus, the modified electrode showed improvement in all
samples, with a signal increase of up to 4 times, due to the laccase's ability to oxidize the
phenolic compounds present in the cinnamon [41,42].

Corroborating the spectrophotometric data of the Folin-Ciocalteu assay with the
Marasmiellus colocasiae biosensor, the biosensor presented better results in 7 and 8,
confirming the previous results in the other electrochemical and spectrophotometric
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methods, through the amplification of the signal promoted by the enzyme, used as an
auxiliary electrochemical tool in the detection of phenolic compounds present in cinnamon
[27].

3.4 Mass spectrometry analyses

The purpose of this study was to annotate compounds that contribute
to antioxidant potential from cinnamon samples based on their mass to charge ratios (m/z)
and elemental composition obtained through Orbitrap mass analyzer, as well as
chemotaxonomy data reported in literature. Hence, cinnamon samples were analyzed by
High-resolution mass spectrometry (HRMS) in order to identify the main chemical markers
and associate with their antioxidant activity. A wide range of phenolic compounds such as
flavonoids, coumarin, phenolic acids and cinnamic acid derivatives were annotated by MS
analyses, which have recognized antioxidant activity [43]. Fifteen antioxidant compounds

reported in cinnamon were annotated in the current study, conforming Table 5.

Table 5. Metabolites present in cinnamon samples (Cinnamomum) with antioxidant

property.
lon mode | m/z Empirical | Compound Chemical structure Reference
formula name
X
ESI(+)MS | 147.04 | CoHgO2 Coumarin mo [44,45]
o)
ESI(+)MS | 133.06 | CoHsO Cinnamaldehyde AN H [46,47]
O
ESI(+)MS | 181.07 | CeHsOs | Caffeic acid "o X on [48]
HO
O OH
ESI(+)MS | 169.05 | CgHsO4 Vanillic acid [49]
OCHj
OH
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ESI(+)MS | 453.17 | C21H24041 | Catechin 3'- [50]
glucoside
ESI(+)MS 645.16 | Co7H32048 | Myricetin [51]
derivative
ES|(+)MS 317.21 C16H1207 Isorhamnetin
[50,52]
ESI(+)MS | 369.24 | C21H200s | Curcumin [53]
ESI(-)MS | 165.06 | C1oH120, Eugenol [44,54,55]
ESI(-)MS | 195.05 | C1oH1004 Ferulic acid [66,57]
ESI(+)MS | 153.02 | C7HgO4 Protocatechuic [56]
acid
ESI-)MS | 191.06 | C11H1203 | Coumaryl acetate /©/\/\ [58]
ESI(-)MS | 147.04 | CoHgO; Cinnamic acid w [59]
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HO,Cy OH
ESI(-)MS | 353.09 | C46H1809 | Chlorogenic acid S i /@ [60]
o) Y ‘OH
o
HO
OH
o)
ESI(-)MS | 137.02 | C7HgO3 3,4- H [60]
Dihydroxybenzald o
ehyde OH

The major peak in terms of % area peak from the cinnamon samples belonged to
Coumarin at m/z 147.04. The applied spectrometric study allowed inferring the substances
responsible for antioxidant potential from cinnamon samples. Therefore, Mass
spectrometry is a rapid and sensitive technique that can be applied to identification of

bioactive compounds in cinnamon samples.

In figure 3, it is possible to identify the chemical markers from the cinnamon
samples, which are the compounds: Coumarin of m/z 147.04 [M+H] identified in high
intensity and the Cinnamaldehyde of m/z 133.06 [M+H], identified in low intensity [31]. The
antioxidant compounds belonging to phenolic acids class (m/z 353.27) were detected in
high concentration in the samples. Furthermore, it is possible to observe differences in ion
intensity between samples 7 and 15 analyzed at the same concentration, which implies the

variation of their metabolic content and antioxidant potential.
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Figure 3. Mass spectrum (ESI(+)-MS) from cinnamon samples 15 (a) and 7 (b).
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3.5 Study of vascular reactivity

Many studies indicate that antioxidant-rich foods intake (mainly red wines, teas,
seasoning, fruits and vegetables) is linked with a protective action on the cardiovascular
system in humans and animals [61,62]. They produce, among several effects, vascular
dilation in animals or patients, which could help control blood pressure levels [63,64]. The
present data showed that the both cinnamon sample tested induce a significant
vasodilatory effect on isolated arteries at a very low concentration.

As shown in figure 4, the cinnamon samples 7 and 15 added cumulatively (0-380
pug/mL) to the bath solution on the endothelium-intact arteries pre-contracted with
phenylephrine induced concentration-dependent vasodilation. The maximum effect for
sample 7 (cin7) and sample 15 (cin15) was 95.8 + 7.1 % (n=6) and 92.1 + 6.4 % (n=6),
respectively. This finding shows that endothelial nitric oxide production is the most
important mediator to induce vascular dilation, since L-NAME (nitric oxide synthase
inhibitor) almost abolished the vasorelaxant effect of both samples (8.2 + 4.6 %; n=5 and

5.6 £ 3.8 %; n=5, respectively).
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Figure 4. Vasodilatory effects of cinnamon samples 7 and 15 (cin7 and cin15) in
endothelium-intact rat aortas pre-contracted with phenylephrine (0.1 uM) in the absence or
presence (30min) of the nitric oxide shynthase inhibitor L-NAME (100 uM). The data points
represent the mean + SEM (n=5-6) of the relaxing effect expressed as a percentage.
Significant difference ***P<0.001.
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The reactive chlorine species are well known by their high injuriousness in the
cardiovascular system, leading to endothelial cells dysfunction, chronic and local
inflammation and impairment of endothelium-dependent vasorelaxation [6,65]. In various
pathological disorders of the cardiovascular system that generate an active inflammation
(e.g., diabetes, hypertension, infarction, atherosclerosis, etc.), the reactive chlorine
species (OCI’) can range high concentrations, reaching micromolar levels in the tissues
affected and local circulation [30].

In terms of vascular contraction, the treatment with OCI" increased the contractile
effect induced by adrenergic stimulation from 1.13 + 0.12 g (n=7) to 2.07 = 0.13 g (n=5).
The concomitant treatment with cinnamon sample 7 and 15 at low concentration (100
pug/mL) reduced the vascular contraction induced by phenylephrine to 0.90 £ 0.12 g (n=6)
and 1.51 + 0.13 g (n=6), respectively. However, the effect of sample 7 was more
significant than sample 15, and it presented the level of contraction significantly smaller as
compared to sample 15 (Figure 5A). At the highest concentration (500 pug/mL) the two
cinnamon samples inhibited the action of OCI" with similar efficacy (Figure 5B).
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Figure 5. Vascular contraction induced by phenylephrine (0.1 uM) in endothelium-intact rat

aortas exposed or not to hypochlorite (5 uM OCI’, 60 min). Some arteries were treated with
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cinnamon samples (cin7 and cin15) concomitantly to oxidative stimulus with OCI" at
different concentrations (A) 100 pg/mL and (B) 500 ug/mL. Vertical bars represent the
mean+SEM values of the maximum contractile effect (n=5-7 for all protocols). Significant
difference #p<0.001 compared to control. ***p<0.001; *p<0.05 compared to OCI
treatmtent. &p<0.05 between groups cin7 and cin15.

4. Conclusions

This article evaluates the antioxidant capacity and activity of cinnamon, an
important product worldwide consumed. This topic is very relevant, since the damage
caused by free radicals is increasingly present in our population and can be reduced in our
body by the ingestion of natural products rich in antioxidant compounds.

Cinnamon, although much studied for its antimicrobial property, is still little studied
as a vasorelaxant. In addition, the electrochemical assays that generate the
electrochemical index, as well as the use of a laccase-based biosensor from the fungus
Marasmiellus colocasiae are unprecedented and therefore represent a great innovation in
the present work.

The antioxidant capacity of cinnamon samples was investigated through
spectrophotometric and voltammetric methodologies. A high correlation coefficient of
approximately 0.7 was found between El and DPPH, ABTS, and Folin-Ciocalteu, which
demonstrates a close relationship of the redox process of the antioxidant capacity in all
methodologies. Electrochemical experiments evidenced high antioxidant quality of
cinnamon due to the low oxidative potentials. Moreover, these results were significantly
improved in a biosensor with the carbon paste modified electrode using the laccase
enzyme. Thus, these methodologies are efficient to study antioxidant capacity of natural
products and emphasized the importance of cinnamon in a diet. The sample with the most
potent antioxidant activity (7) and the least potent one (15) had similar vasodilatory
activities, and both induce the nitric oxide production by endothelial cells. Furthermore,
both samples tested reduced the oxidative injury evoked by OCI-, but the sample 7 seems

to be more efficient at low concentration.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

5.1 Concluséo

A capacidade antioxidante de amostras comerciais de canela foi avaliada por
diferentes abordagens metodoldgicas, utilizando solugéo hidroetandlica (A:E) 30:70 e
solugdo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, que apresentaram melhor extragdo dos grupos
fendlicos. Foram empregados meétodos classicos espectrofotométricos como ABTS,
DPPH e Folin-Ciocalteu e o método alternativo de eletroquimica, utilizando voltametrias
de CV, DPV e SWV.

Foram observados picos anddicos c.a. Ep,=0,1 V em todas as amostras, indicativo
de compostos polifendlicos com alta capacidade antioxidante e as amostras também
apresentaram perfis reversiveis de oxidagdo. Os resultados foram significativamente
melhorados com a aplicacdo de biosensor, utilizando eletrodo modificado de pasta de
carbono com a enzima lacase, obtida do fugo Marasmiellus colocasiae em tampao de
acetato de sédio 0,1 M pH 5,0.

Os resultados espectrofotométricos obtidos por ensaios de ABTS, DPPH, Folin-
Ciocalceu e o indice eletroquimico calculado apresentaram correlagao estatistica de 0,63,
0,7 e 0,73, respectivamente, sendo 1 uma correlacdo ideal e os métodos
espectrofotométricos apresentaram correlacdo de 0,83, evidenciando que os testes foram
eficientes para avaliar a capacidade antioxidante das amostras de canela.

Os estudos espectrofotométricos e voltamétricos indicaram a amostra 7 para maior
capacidade antioxidante e a amostra 15 como amostra menos potente, indicando que
ocorre variagado expressiva dos produtos comerciais, o que ressalta a importancia do
controle de qualidade de drogas vegetais. Aléem disso, € importante destacar que a
sazonalidade, ritmo circadiano e caracteristicas especificas do desenvolvimento das
plantas interferem na producao de seus metabdlitos secundarios.

A partir destes resultados, foram realizados testes farmacoldgicos para avaliagdo da
atividade vasorrelaxante das amostras com melhor e pior potencial antioxidante. As
amostras de canela analisadas apresentaram atividades vasodilatadoras semelhantes, e
ambas induziram a produgdo de NO pelas células endoteliais e reduziram a lesao
oxidativa provocada pelo OCI, mas a amostra 7 mostrou-se mais eficiente em baixa

concentracao.
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Uma ampla variedade de compostos bioativos foram verificados nas amostras de
canela analisadas por espectrometria de massas, sendo a cumarina e o cinamaldeido os
compostos majoritarios, mas também foram encontrados flavonoides, acidos cinamicos e
acidos fendlicos, totalizando 15 marcadores quimicos com conhecida propriedade
antioxidante. Além disso, houve variacdo das intensidades destes compostos entre as
amostras 7 e 15, o que enfatiza mais uma vez a necessidade de escolher produtos
naturais seguros e de boa qualidade.

Desta forma, a canela apresentou alta capacidade e atividade antioxidante,
corroborando os resultados obtidos em outros estudos. As metodologias utilizadas
apresentaram boa correlacdo, o que indica que os processos redox foram avaliados de
forma semelhante pelas diferentes abordagens, e portanto, s&o eficientes para estudar as
propriedades antioxidantes de produtos naturais e evidenciam a importancia da canela

como alimento funcional.

5.2 Perspectivas

Aplicar a metodologia utilizada no presente trabalho, analise espectrofotométrica
com ensaios de sequestramento radicalar, voltamétrica, biossensor e estudo da atividade
vasorrelaxante para avaliagdo do potencial antioxidante de outros produtos naturais e
estudar o uso de compostos secundarios da canela com alta capacidade antioxidante
como cumarina, cinamaldeido e eugenol na conservagao de alimentos para aplicagédo na

industria alimenticia.
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The growing concern regarding oxidative-related cell damage has guided a myriad of investigations
concerning the applicability of herbal mater to mop up reactive oxygen species generation. In this sense,
the consumption of functional foods and the use of plants with antioxidant capacity are well understood
in folk medicine. Thus, this work was intended to electroanalytically study tea and tincture preparations
of selected herbs used in folk medicine in order to better understand their redox features. Henceforth,
samples of Cinnamomum zeylanicum (CZB), Pterodon emarginatus (PER) (PES), Cotyledon orbiculata
(COL), Syzygium aromaticum (SAF), Commiphora myrrha (CML), Cyrtopodium puntactum (CPR),
Uncaria tomentosa (UTR) and Brosimum gaudichaudii (BGR) were also analyzed in colorimetric tests
of radical scavenging activity ABTS and DPPH. Differential pulse voltammetry (DPV) measurements
were performed using a potentiostat/galvanostat. A carbon paste electrode, Pt wire and the
Ag/AgCl/KClsa 3 M were used as working, counter and reference electrodes, respectively. The results
evidenced that CZB, PER, SAF, CML and BGR presented better antioxidant features in a tincture form,
probably due to better aglycone solubilization in hydroethanolic solutions, while CPR and UTR
presented better antioxidant activity in aqueous preparations because of the polyphenolic components.
The highest observed peak amongst all analyzed samples was that of SAF, attesting to its high content
of electroactive compounds, while BGR, COL and PER showed good distribution of all anodic peak,
being all correlated to phenolic metabolytes. Therefore, the antioxidant activity of these preparations
changes heavily according to the employed extraction fluids, and this activity can be assessed either by
electrochemical or colorimetric techniques, henceforth rendering reproducible results.

Keywords: Tea, Herbal Medicine, DPPH, ABTS, Voltammetry.
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Abstract: In this work, we developed an enzymatic voltammetric biosensor for the determination of
catechin and gallic acid in green tea and kombucha samples. The differential pulse voltammetry (DPV)
methodology was optimized regarding the amount of crude enzyme extract, incubation time in the
presence of the substrates, optimal pH, reuse of the biosensor, and storage time. Samples of green tea
and kombucha were purchased in local markets in the city of Goiania-GO, Brazil. High performance
liquid chromatography (HPLC) and Folin-Ciocalteu spectrophotometric techniques were performed for
the comparison of the analytical methods employed. In addition, two calibration curves were made,
one for catechin with a linear range from 1 to 60 uM (I = —0.152 * (catechin) — 1.846), with a detection
limit of 0.12 uM and a quantification limit of 0.38 uM and one for gallic acid with a linear range from 3
to 60 uM (I = —0.0415 * (gallic acid) — 0.0572), with a detection limit of 0.14 uM and a quantification
limit of 0.42 uM. The proposed biosensor was efficient in the determination of phenolic compounds in
green tea.

Keywords: quality control; polyphenoloxidase enzymes; kombucha; green tea; electrochemical biosensor

1. Introduction

Over the years, biosensor technology has drawn attention to the agri-food sector due
to the high demand for analyses associated with contamination, adulteration, additives,
allergens, and food packing problems in foodstuff [1,2]. In this scenario, electrochemical
biosensors are attractive analytical tools that take advantage of remarkable attributes,
such as easy-to-operate, sensitive, simple-to-construct, and fast responsive devices for
monitoring safety and quality of food [3-7]. Among the components in foodstuffs, phenolic
compounds have been highlighted since they provide added value, owing to their well-
known health benefits and their function as stabilizers [8]. There is an increasing trend
in the food industry regarding formulation enrichment with polyphenols for food and
beverage. In the midst of polyphenol-rich drinks, teas deserve to be emphasized since they
have been used for thousands of years, such as green tea (Camellia sinensis), a functional
food known in traditional Chinese medicine. It has beneficial bioactive substances that
assist in the reduction of body fat and systemic arterial hypertension, and it has antioxidant,
hypoglycemic, anticholisteremic, hypolipidemic, and thermogenic activities [9].

Consumed mainly by infusion, decoction or fermentation, black tea and kombuchas
have polyphenolic phytomarkers, predominantly flavonols and phenolic acids. The fer-

Biosensors 2021, 11, 91. https:/ /doi.org/10.3390/bios11030091
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Peppers are consumed all over the world, have several benefits to human health, such as antioxidant properties
that can prevent diseases related to free radicals such as cardiovascular, inflammatory diseases, cancer, among
others. This work aimed to evaluate the antioxidant capacity (AOC) of 36 varieties of peppers through ABTS and
DPPH radical scavenging, electroanalytical assays, and to verify the vasorelaxant properties of selected samples.

The greater the amount of capsaicin found in the extracts, the higher the AOC the greater the vasorelaxation.
Naga had the highest scoring for antioxidant capacity, pout showed the lowest antioxidant capacity, vase pyr-
amid intermediate level, whereas the capsaicin content followed the same trend. Extracts from all pepper va-
rieties studied presented vasorelaxant properties in independent and dependent endothelial pathways.

1. Introduction

Spices have been used for thousands of years to add flavor to food,
where, Capsicum fruits holds the title of oldest culinary spice (Cordell &
Oscar, 1993). Indeed, the American pepper species of the Capsicum
genus have been consumed for more than 7000 years in Mexico (Car-
valho et al., 2006). The species of Capsicum genus markedly differ in
terms of size, color, flavor, pungency and nutritional composition
(Neitzke, 2012). Owing to their biological and chemical properties,
peppers have been used as raw material by food (SCOVILLE., 1912),
pharmaceutical, cosmetic (Baenas et al., 2019) and military industries
(Ochoa-Alejo, 2006).

Capsaicinoids are the main active constituents responsible for the
spicy and pungent taste in peppers. Capsaicinoids are secondary me-
tabolites of peppers found in the placental part of their fruits and in a
smaller amount in the seeds and pericarp (Asnin & Park, 2015). The

* Corresponding author.
E-mail address: famafarm@yahoo.com.br (F.B. Machado).

https://doi.org/10.1016/j.fbio.2021.100989

peppers also contains capsinoids, such as capsiate and dihydrocapsiate,
which despite the analogous structure, are non-spicy compounds (Jiang,
2019). Capsaicin and dihydrocapasaicin encompass up to 50% and 25%
of the total capsaicinoids, respectively, therefore dictating the pungency
of hot peppers.

The pepper market is very diversified, ranging from food spices to
personal defense and medicinal products. The pungency is an important
attribute to assess the quality of peppers (Asnin & Park, 2015). In this
sense, the Scoville Heat Units (SHU), becomes an important ally because
it is used to classify the pungency of peppers and foods (SCOVILLE,
1912, pp. 453-454). The therapeutic properties of capsaicin are well
established being mostly related to the capsaicinoids pungency (Jans-
sens & Hursel, 2014). For instance, the consumption of chilli peppers is
related to improvements in cardiovascular function (Moreno-Ramirez
et al.,, 2019; Spence, 2019). In fact, experiments verifying the vaso-
relaxing actions of peppers, confirmed the capsaicin dose-dependency,
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Abstract: Different starch properties may cause alterations in the foodstuff’s external appearance.
However, modification processes in starches are usually secretive. The use of chemically modified
starches is regulated by international standards, which makes it important to identify its presence
and type. Mid-infrared spectroscopy (MIR)-modified starches’ identification can be hindered by the
presence of excess glucose. This research investigates types of modification in commercial starches
and in approaches that circumvent MIR’s limitations with exploratory analysis. It also considers that
enzymatic hydrolysis (x-amylase and amyloglucosidase) can highlight the points of modification
in the structure, which can be detected with infrared assays. To determine if sour cassava starch
(FCS) is modified and check its type, six samples were selected: a native one, three of the most
common cassava modified starches (etherified, esterified, and FCS), and two laboratory processed
samples (Acid, Oxidized). The results showed that the sour cassava starch showed similarities with
a commercial ester and an oxidized cassava starch, which may be due to the formation of a graft,
corresponding to what the literature has already reported for corn starch treated with lactic acid and
gamma radiation.
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1. Introduction

As discussed by Cereda, Vilpoux, and Demiate (2003) [1], starch modifications should
always be considered in relation to physical or chemical modifications. According to
National Starch (1997) [2], unmodified native starch granules are easily hydrated, can swell
quickly, have greater friability, and produce a slightly dense, elastic, and cohesive paste.
Very often, natural or native starch is not the most suitable for specific processes. Native
starch can be modified to supply amylaceous products with the necessary properties for
specific uses.

Cereal starch, as well as starches of tropical origin, all have the amylose polymers
formed by glucose molecules and bound by «-D-glycosidic links that give them a straight-
line configuration; and amylopectin, a graft polymer with «-1,4 and «-1,6 links, of higher
molecular weight (Figure 1) [1]. However, on this common basis, starch extracted from
cereals may have specific and different functional properties, which lead to different uses.
For example, cereal starch gels have more consistency, less transparency, and greater
retrogradation than cassava starch gel, which is more viscous, transparent, and retrogrades
less. The starch modifications alter its application properties with little to no change in
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Anexo 5 - Resumo apresentado em congresso
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