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Resumo: A cafeina é considerada uma das principais substancias psicoativas
mais utilizadas no mundo devido ao seu sabor e efeitos estimulantes. Estudos
relatam que a cafeina apresenta atividade farmacoldgica e acdo neuroprotetora,
prevenindo doencas como Parkinson, diabetes tipo 2, Alzheimer e céncer
colorretal, porém o consumo excessivo, pode causar efeitos adversos. O
presente estudo objetivou-se analisar a atividade antioxidante e potencial
guelante e redutor de ferro (Ortofenantrolina) do composto Cafeina. Em analise
aos resultados, todas as concentragdes (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,512 e 1024
pjg/mL), apresentaram um efeito relevante na capacidade de reduzir o radical
DPPH, de modo que o ICso da cafeina foi de 0,03g/mL, enquanto o do acido
ascorbico (controle positivo) foi de 0,02 pg/mL. As concentracfes de 64 e 128
pMg/mL do composto demonstram alto poder redutor em todos os momentos
analisados. Constatou-se que a cafeina tem efeitos antioxidantes, sendo
evidenciado com os testes de DPPH e o teste de orto-fenantrolina.
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Introducéao

A cafeina apresenta atividade farmacoldgica e acdo neuroprotetora, dentre
eles efeitos no sistema nervoso central (SNC), sistema cardiovascular e
homeostase de calcio (DE MARIA, MOREIRA, 2006; THEOHARIDES et al.,
2015). Sua atuacdo SNC é um dos principais efeitos fisiolégicos da cafeinano
organismo, pois promove a liberacdo de neurotransmissores, que ira fornecer
energia, diminuir a fadiga e melhorar o desempenho motor, podendo afetar
também os tecidos periféricos (BARCELOS et al., 2020).
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Os efeitos antioxidantes da cafeina proporcionam a neutralizacdo das
reativas espécies de oxigénio (ROS), responsaveis por causar o estresse
oxidativo (MARTINI et al., 2016; OFLUOGLU et al., 2009). Os radicais livres sao
controlados por compostos antioxidantes, que proporciona a estabilidade entre
os antioxidante e oxidante (SOUSA et al., 2007).

A producdo excessiva desses radicais é responsavel por danos oxidantes
nos tecidos e células, esses danos tém sido relacionados a causa de varias
doencas (FERREIRA, 1997). Assim os antioxidantes tém grande importanciana
prevencao e tratamentos de doencas neurodegenerativas, realizado junto coma
superoxidodismutase e catalase (OLIVEIRA et al, 2015). Muitos estudos relatam
que a cafeina em doses moderadas pode prevenir doengcas como Parkinson,
diabetes tipo 2, Alzheimer e cancer colorretal (AHSAN, BASHIR, 2019).

Objetivo

O presente estudo objetivou-se analisar a atividade antioxidante e potencial
Quelante e Redutor de Ferro (Ortofenantrolina) do composto Cafeina.

Metodologia

3.1 Ensaio antioxidante do DPPH

A atividade de eliminagdo de radicais livres do composto da cafeina foi
medida com o radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) seguindo o
método de Kamdem et al. (2012), com algumas modificacfes. Resumidamente,
50 pL do composto da cafeinaem diferentes concentragdes (30-480 g/mL) foram
misturadas com 100 uL de solugdo DPPH recém-preparada (0,3 mM em etanol).
Em seguida, a placa foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 30 min.
A reducéo do radical DPPH foi medido monitorando a diminui¢céo da absorcao
em 517 nmusandoumleitor de microplacas (SpectraMax, Sunnyvale, CA, EUA).

3.2 Atividade Quelante de ferro

A capacidade quelante do composto da cafeina foi determinada de acordo
com o meéetodo modificado de Kamdem et al., (2013). A mistura de reacao
contendo 58 pL de solugéo salina (0,9%, p/v), 45 uL de Tris-HCI (0,1 pM, pH,
7,5), 27 uL de cafeina (64-1024 ug/mL) e 36 uL de 110 uM FeSO4 foi incubado
por 10 min a 37 °C. Em seguida, 34 pL de 1,10-fenantrolina (0,25%, p/v) foram
adicionados e a absorbancia do complexo de cor laranja formado foi medida em
0, 10, 20, 30 min a 492 nm usando o leitor de microplacas.

3.3 Fe3+ poder redutor do composto cafeina

A propriedade redutora de Fe3+ da cafeina foi determinada usando um
método modificado de Kamdem et al., 2013. Uma mistura de reacao contendo
solugao salina (58 pL, 0,9%, p/v), Tris-HCI (45 pL, 0,1 M, pH, 7,5), a cafeina (27
ML, 64-1024 pug/mL), e FeCl (36 pg/mL, 110 uM) foi incubado por 10 min a 37 °C.
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Subsequentemente, 1,10-fenantrolina (34 pL, 0,25%, p/v) foi adicionada e a
absorbancia do complexo laranja formado foi medida em 0,10, 20, 30 min a 492
nm (contra solu¢des em branco das amostras) usando o leitor de microplacas
SpectraMax (Molecular Devices, Orleans Drive Sunnyvale CA, EUA). Apos os 30
min da ultima leitura o agente redutor, acido ascorbico (concentracéo final de 5
mM) foi adicionado a mistura de reacéo.

Resultados

4.1 Efeito da cafeina no radical DPPH

Em anédlise aos resultados, todas as concentracdes (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128,
256, 512 e 1024 ug/mL), apresentaram um efeito relevante na capacidade de
reduziro radical DPPH, de modo que o ICso da cafeinafoide 0,03g/mL, enquanto
o do acido ascorbico (controle positivo) foi de 0,02 ug/mL, exibindo um controle
positivo sobre o DPPH, destacando-se maior significancia para 256, 512 e 1024
pMg/mL (Figura 1). Estudos evidenciam que a cafeina apresenta atividade
antioxidante, dependendo da quantidade consumida, para resultados positivos
ou adversos no aparecimento de doencas (BARCELOS et al., 2020). Estudos
consoantes aos nossos resultados descrevem que, a cafeina demostrou ser um
bom sequestrador de radical hidroxila preservando as células contra o dano
oxidativo, porém néo reparando diretamente o dano oxidativo (VIEIRA et al.,
2020).
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Figura 1 - Efeito antioxidante da cafeina e do
acido ascorbico, nas diferentes concentragdes
testadas (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,512 ¢
1024 pg/mL), demonstrado pela inibi¢cdo do
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o et (16202 st radical DPPH. Os valores representam a +
, < e Ceros ey SEM de trés experimentos que foram
T ooy realizados em triplicata, *** p<0.001, *
p<0,05, quando comparado ao grupo

controle.

4.2 Atividade quelante e redutor de ferro

A utilizacdo do composto da cafeina com Fe?+ teve aumento na
absorbancia quando comparado ao grupo controle, e se manteve estavel até
adicionar o controle, vitamina C. Causando umadiminui¢cdo na absorbanciaem
492 nm com efeito semelhante em quase todas as concentrac¢oes (Figura 2).

Estudos demonstram a habilidade dos antioxidantes de quelar os metais
e evitar a peroxidacdo lipidica e o estresse oxidativo (OBOH; PUNTEL, ROCHA,
2007). Dessa forma, é possivel presumir que a inibicdo induzida por Fe?+ na
presenca do composto foi resultado tanto da interacédo direta com radicais livres
quanto via quelacéo de espécies Fe2+/Fe3+.
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O poder de reduzir Fe3+ a Fe?+ do composto da cafeina (figura 3), foi
semelhante em quasetodas as concentragdes (64, 128, 256, 512 e 1024 pg/mL)
nosrespectivos tempos de verificagao (10, 20, 30, 50 min), apresentando valores
de absorbancia maiores que os observados na curva de controle (Fe3+). As
concentracbes de 64 e 128 ug/mL do composto demonstram alto poder redutor
em todos os momentos analisados.
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Figura 2. Capacidade quelante/oxidativo
Fe2+ da cafeina nas diferentes
concentracdes testadas (64, 128, 256, 512
e 1024 pg/mL) e controle (Fe+ 110uM),
demonstrados ela absorbancia do
complexo or-tofenantrolina-Fe2+.  Os
valores representam a media + SEM de
trés experimentos que foram realizadosem
triplicata.

Figura 3. Potencial redutor de Fes+a Fe2+
da cafeina nas diferentes concentragoes
testadas (64, 128, 256,512 e 1024 ug/mL)
e controle (Fes+110uM), demonstrados ela

absorbéncia do complexo or-
tofenantrolina-Fe2+. Os valores
representam a media + SEM de trés

experimentos que foram realizados em
triplicata.

De acordo com LI et al., 2019, a eficacia da cafeina e sua ligacdo com
desferrioxamina (DFO) que € um quelante de ferro de eficacia limitada, a ligacéo
apresentou maior permeabilidade celularpara quelarferro intracelularemcélulas
de cancer de mama 4T1. Estudos envolvendo pesquisas em ratos com baixo
consumo de cafeina pode melhorar as propriedades antioxidantes do donepezil
(OBOH et al., 2017). Porém Kolayli et al. (2004), os resultados do seu estudo
sugerem que a cafeinandaoaltera o equilibrio de ions metalicos no corpo humano
diretamente pela ligacdo de ions metalicos.

Concluséao

Constatou-se que a cafeina tem efeitos antioxidantes, sendo evidenciado
com os testes de DPPH e o teste de orto-fenantrolina. Apesar de, algunsautores
alegaram que cafeinan&otem atividade antioxidante, muitos estudos publicados
demonstraram que a cafeinatem efeitos benéficosquando consumidoemdoses
moderados. A utilizacdo da cafeina ajuda no processo de prevenir o estresse
oxidativo, protegendo as células contra doencas degenerativas.
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