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Introdução: O Brasil tem apresentado um envelhecimento populacional acelerado quando comparado com 
outros países do mundo, fato que impacta diretamente os sistemas de saúde e assistência social, pois o 
envelhecimento biológico está associado a disfunções que aumentam o risco de dependência, de doenças 
crônicas não transmissíveis, institucionalização, hospitalização e morte. Além disso, diminui a eficiência da 
resposta imune frente a infecção por patógenos, situação observada na pandemia Covid-19, na qual os 
idosos foram os mais afetados. Evidências epidemiológicas, clínicas e experimentais sugerem que o 
envelhecimento biológico pode ser modulado por fatores ambientais como a dieta, que parece ser capaz 
de atenuar alterações fisiológicas relevantes. Objetivos: Neste sentido, este estudo buscou avaliar o efeito 
genômico dos extratos aquosos de café, chás preto e verde, erva-mate e guaraná na modulação de 
marcadores oxidativos e inflamatórios. O primeiro estudo analisou a modulação inflamatória de células 
mononucleares do sangue periférico não ativadas (CMSPs-na), neutrófilos humanos ativados por levedura 
e celomócitos granulocíticos da minhoca E. fetida. O segundo estudo envolveu dois protocolos distintos. O 
primeiro avaliou a ativação inflamatória de CMSPs obtidas de indivíduos saudáveis antes e após a ingestão 
de 100mL de cada bebida, via modulação de espécies reativas (ERs). O segundo protocolo envolveu uma 
análise in vitro dos extratos cafeinados e das moléculas bioativas isoladas cafeína (Caf), teobromina (The) 
e catequina (Cat) na modulação dos genes das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). Resultados: Os resultados do primeiro estudo estão 
publicados no periódico Food and Chemical Toxicology. Imunoensaios realizados em CMSPs humanas 
cultivadas por 24hs mostraram que todos os extratos diminuíram os níveis das citocinas pró-inflamatórias 
IL-1β, IL 6, TNF-α e IFN-γ, e aumentaram os níveis da anti-inflamatória, IL-10, além de induzir uma super 
expressão dos seus genes. Um ensaio adicional, no qual neutrófilos humanos com e sem exposição aos 
extratos foram expostos a leveduras inativadas, mostrou que houve aumento na produção de armadilhas 
extracelulares (NETs). A análise da resposta inflamatória desencadeada em minhocas tratadas com os 
extratos e expostas a leveduras inativadas corroborou a hipótese de que estas bebidas melhoram a 
resposta imunológica na presença de patógenos sendo, porém, distinta para cada extrato, com destaque 
especial para a erva-mate. O segundo estudo foi submetido ao periódico Nutrition e analisou culturas de 
CMSPs antes e após a ingestão dos extratos, demonstrando diminuição da viabilidade e dos níveis de 
óxido nítrico (ON) após a ingestão. Os extratos exibiram alta similaridade na regulação dos genes 
antioxidantes, diminuindo a expressão dos mesmos. Conclusões: O conjunto dos resultados sugere que 
bebidas cafeinadas compartilham componentes bioativos nas suas matrizes químicas, e que os mesmos 
possuem similaridade de ação, modulando processos inflamatórios crônicos de baixo grau e aumentando 
a competência da inflamação aguda desencadeada por agentes patogênicos. Assim, parece que bebidas 
cafeinadas são atenuadoras de processos de imunossenescência associados as disfunções e DCNTs 
prevalentes no envelhecimento biológico.  
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Introduction: Brazil has shown an accelerated aging process when compared to other countries in the 
world, a fact that directly impacts health and social care systems, as biological aging is associated with 
dysfunctions that increase the risk of dependence, non-communicable chronic diseases (NCCDs), 
institutionalization, hospitalization and death. In addition, it reduces the efficiency of the immune response 
against infection by pathogens, a situation observed in the Covid-19 pandemic, in which the elderly people 
were the most affected. Epidemiological, clinical and experimental evidence suggests that biological aging 
could be modulated by environmental factors such as diet, which seems to be able to mitigate relevant 
physiological changes. Objectives: In this sense, this study aimed to evaluate the genomic effect of 
aqueous extracts of coffee, black and green teas, yerba mate and guarana in the modulation of oxidative 
and inflammatory markers. The first study analyzed the inflammatory modulation of non-activated peripheral 
blood mononuclear cells (na-PBMCs), yeast-activated human neutrophils, and Eisenia fetida earthworm 
granulocytic coelomocytes. The second study involved two separate protocols. The first one evaluated the 
inflammatory activation of PBMCs obtained from healthy individuals before and after ingesting 100 mL of 
each drink, by modulation of reactive oxygen species (ROS). The second protocol involved an in vitro 
analysis of caffeinated extracts and isolated bioactive molecules caffeine (Caf), theobromine (The) and 
catechin (Cat) in the modulation of antioxidant enzymes genes such as superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX). Results: The results of the first study are published in 
the journal Food and Chemical Toxicology. Immunoassays performed in human PBMCs cultured for 24 
hours showed that all extracts decreased the levels of the pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL 6, TNF-α 
and IFN-γ, and increased the levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10, in addition to induce an 
overexpression of their genes. An additional assay, in which human neutrophils with and without treatment 
to the extracts were exposed to inactivated yeasts, showed that there was an increase in the production of 
neutrophil extracellular traps (NETs). The analysis of the inflammatory response triggered in earthworms 
treated with the extracts and exposed to inactivated yeasts corroborated the hypothesis that these 
beverages improve the immune response in the presence of pathogens, being, however, distinct for each 
extract, with special emphasis on yerba mate. The second study was submitted to the journal Nutrition and 
analyzed PBMC cultures before and after the ingestion of extracts, demonstrating a decrease in viability 
and in nitric oxide (NO) levels after ingestion. The extracts exhibited high similarity in the regulation of 
antioxidant genes, decreasing their expression. Conclusions: The set of results suggests that caffeinated 
beverages share bioactive components in their chemical matrix, and have similar action, modulating low-
grade chronic inflammatory processes and increasing the competence of acute inflammation triggered by 
pathogens. Thus, it seems that caffeinated beverages may attenuate immunossenescence processes 
associated with the dysfunctions and NCCDs prevalent in biological aging. 

 

 

Keywords: aging, inflammation; immunossenescence. 
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CO Do inglês, coffee 
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GU Do inglês, guaraná 
GT Do inglês, green tea 
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mRNA Do Inglês, mithocondrial RNA 
nNOS Do inglês, neuronal nitric oxide sintetase 
NO Do inglês, nitric oxide 
PBMCs Do inglês, peripheral blood mononuclear cells 
Pcarb Do inglês, protein carbonylation 
qRT-PCR Do inglês, quantitative real time polymerase chain reaction 
ROS Do inglês, reactive oxigen species  
SOD 1 Do inglês, superoxide dismutase 1 
SOD 2 Do inglês, superoxide dismutase 2 
TBARS Do inglês, thiobarbituric acid reactive substances 
The Do inglês, theobromine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, o mundo vem demonstrando uma tendência de envelhecimento 

populacional, embora em países desenvolvidos, como é o caso do Brasil, as condições 

socioeconômicas e de saúde não estejam acompanhando o crescimento da proporção 

de idosos. Aproximadamente 962 milhões da população mundial têm mais de 60 anos, 

um número estimado para aumentar para 1,4 bilhão em 2030 e para 2,1 bilhões em 2050. 

Além disso, projeções indicam que o número de pessoas com 80 anos ou mais tendem 

a aumentar dos atuais 137 milhões para 425 milhões em 2050 (UNITED NATIONS 

SECRETARIAT, 2017).  

Investigações biogerontólogicas e epidemiológicas indicam uma predisposição 

aumentada a todo tipo de enfermidades, ligada a alterações no sistema imune 

associadas a idade (PAWELEC, GOLDECK & DERHOVANESSIAN, 2014; 

FRANCESCHI & CAMPISI, 2014). Estas alterações são conhecidas pelo termo 

imunossenescência. Este conceito sugere que o sistema imunológico estaria 

envelhecendo como um todo, com determinadas funções ou capacidades sendo perdidas 

antes de outras. Um exemplo é a resposta imune, composta por pela imunidade inata e 

a adaptativa, distintas entre si, mas altamente relacionadas (SOLANA et al., 2010; 

MONTGOMERY; SHAW, 2015; CASTELO-BRANCO; SOVERAL, 2014; LARBI, FULOP, 

2014).  

O impacto da imunossenescência no sistema imune inato ocorre, principalmente, 

através de alterações como ativação e indução de uma resposta inflamatória crônica de 

baixo grau, associada a patogênese de diversos tipos de doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNTs), incluindo doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e 

osteomusculares, altamente prevalentes em idosos. Este processo é conhecido como 

“fenômeno inflammaging”, ou seja, indução do envelhecimento biológico mediado por um 

estado de inflamação crônica de baixo grau e persistente. A imunossenescência também 

altera a competência de células imunes em reconhecer e destruir patógenos. Ou seja, 

altera a imunocompetência (RODRIGUES et al., 2021). Esta menor capacidade de idosos 

em debelar infecções foi grandemente observada no contexto da Pandemia Covid-19, no 



23 

 

qual este grupo populacional foi mais afetado (TAHAGHOGHI-HAJGHORBANI et al., 

2020). 

Investigações têm sugerido que alguns marcadores de imunossenescência 

poderiam ser atenuados por fatores ambientais relacionados ao estilo de vida, com 

destaque especial a nutrição. Evidências sugerem que a dieta tem um papel 

extremamente relevante como ferramenta nutrigenômica, podendo atenuar marcadores 

da imunossenescência, incluindo diminuição nos níveis de citocinas pró-inflamatórias e 

proliferação de macrófagos, indução na expressão de enzimas antioxidantes e 

diminuição nas taxas de agregação plaquetária. É possível também que elementos 

dietéticos possam contribuir na eficiência antimicrobiana, via aumento da função de 

células inatas, como os neutrófilos. Entretanto, a maior parte dos estudos foi realizada a 

partir da análise isolada de determinadas moléculas bioativas, em especial polifenóis, ou 

a partir da produção de extratos laboratoriais, geralmente hidroalcóolicos, que não 

correspondem ao modo de processamento habitual de alimentos e bebidas consumidos 

pela população, e que poderiam apresentar potencial ação moduladora em alguns 

marcadores da imunossenescência (WEYH et al., 2020). 

Como exemplos podemos citar algumas bebidas amplamente consumidas e que 

apresentam uma matriz química com preponderância de xantinas (cafeína, teobromina, 

teofilina) e diversos tipos de catequinas, como café, chá verde, chá preto, erva-mate e 

guaraná. Diversos estudos têm sugerido que as mesmas possuem ação antioxidante e 

anti-inflamatória, indicando atenuação na imunossenescência (SCHROETER et al., 

2006; KURIYAMA et al., 2006; FRAGA et al., 2019; KOCH et al., 2018, KREWER et al., 

2014). 

Por este motivo, é relevante a identificação de alimentos funcionais que tenham a 

capacidade de modular, não somente os estados de inflamação crônica, mas também a 

imunocompetência frente a exposição a agentes patogênicos. Estudos prévios têm 

sugerido que bebidas cafeinadas ricas em catequinas, altamente consumidas no mundo, 

como o café, chás preto e verde, erva-mate e guaraná têm propriedades 

imunomoduladoras relevantes. Entretanto, investigações comparando a ação destas 

bebidas que têm uma matriz química cafeína-catequina similar, preparadas como 

habitualmente são consumidas pela população (via extrato aquoso a quente) ainda são 
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incipientes, principalmente em relação ao seu efeito na imunocompetência de células 

imunes frente a exposição a patógenos.  

Para contribuir com esta questão, foi conduzido um estudo translacional utilizando 

cultura de células imunes humanas e também células imunes da minhoca californiana 

vermelha Eisenia fétida. A escolha deste modelo para a condução de estudos 

nutrigenômicos foi baseada nos seguintes critérios: (1) a minhoca é utilizada há muito 

tempo em estudos de ecotoxicidade; (2) tem baixo custo e facilidade de manutenção; (3) 

possui um sistema imune inato altamente eficiente, com células imunes similares a dos 

seres humanos, e que são facilmente obtidas, já que, na presença de um agente tóxico 

a minhoca extruda o fluido celômico para fora do corpo (HOMA, 2018).  

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito genômico de extratos aquosos de bebidas ricas na matriz 

cafeína/catequinas na modulação de marcadores oxidativos e inflamatórios associados 

a imunossenescência através de uma abordagem translacional que inclui ensaios com 

células imunes humanas e de Eisenia fetida. 

 

 

1.1.2 Objetivos específicos  

 

Caracterizar e comparar quimicamente extratos de bebidas cafeinadas obtidos 

como habitualmente são processados e consumidos pela população considerando a 

concentração de polifenóis totais, alcalóides, taninos, cafeina (Caf), teobromina (The) e 

catequinas totais (Cat); 
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Avaliar o impacto de extratos de bebidas cafeinadas obtidos como habitualmente 

são processados e consumidos pela população em: 

(1) Indicadores de imunocompetência de células imunes humanas e do modelo 

experimental E. fetida expostas a leveduras inativadas determinando o efeito: 

- Na viabilidade e proliferação celular; 

- Em marcadores oxidativos; 

- Na formação de NETs; 

- Na modulação de citocinas da resposta inflamatórias em CMSPs humanos. 

 

(2) Em marcadores oxidativos associados a ativação inflamatória de CMSPs 

obtidas de adultos com e sem ingestão aguda destas bebidas, e das principais moléculas 

bioativas presentes na matriz quimica (cafeína (Caf), teobromina (The) e catequina (Cat), 

em concentrações equivalentes àquelas encontradas em cada extrato cafeinado, na 

expressão do gene antioxidante. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ENVELHECIMENTO DEMOGRÁFICO 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (2005), o envelhecimento populacional 

é, sem dúvida, um dos maiores triunfos da humanidade, onde o número absoluto e a 

proporção de pessoas idosas estão aumentando na maioria dos países, com um aumento 

contínuo da expectativa de vida. Porém, também é considerado um dos maiores desafios 

a ser enfrentado pela sociedade, pois muitos idosos ainda vivem com uma ou mais 

comorbidades (World Health Organization, 2005). Atualmente, aproximadamente 962 

milhões de indivíduos têm mais de 60 anos, número projetado para subir para 1,4 bilhão 

em 2030 e para 2,1 bilhões em 2050. Além disso, estima-se que o número de pessoas 

com 80 anos ou mais vai aumentar dos atuais 137 milhões para 425 milhões até 2050 

(UNITED NATIONS SECRETARIAT, 2017). No Brasil, projeções indicam que até 2040, 

aproximadamente 23,8% da população brasileira será idosa, na proporção de quase 153 

idosos para cada 100 jovens (MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016). 

O aumento no número de idosos tem como consequência direta a elevação na 

prevalência de disfunções, DCNTs e de indivíduos que apresentam um estado de 

fragilidade acentuada (CRUZ, 2015; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016). A fragilidade é 

a uma das questões mais problemáticas do envelhecimento da população. É um estado 

de vulnerabilidade em consequência do declínio cumulativo em muitos sistemas 

fisiológicos durante a vida. Esse declínio esgota as reservas homeostáticas e promove 

mudanças desproporcionais no estado de saúde, até mesmo em eventos estressores 

menores (CLEGG et al., 2013).   

Estas condições clínicas verificadas ao longo do envelhecimento são situações 

que podem ser prevenidas e controladas a partir de estratégias que envolvam programas 

sociais e de saúde. Entretanto, a construção destas estratégias demanda pesquisas que 

analisem a fundo os mecanismos causais do envelhecimento biológico e seus fatores 

aceleradores e desaceleradores. Neste sentido, a pesquisa apresentada aqui buscou 

entender de que modo as bebidas cafeinadas café, chás verde e preto, guaraná e erva-

mate poderiam ser úteis no controle destes mecanismos. 
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2.2 ENVELHECIMENTO BIOLÓGICO: O PAPEL DO SISTEMA IMUNE 

 

De modo geral, o envelhecimento biológico pode ser entendido como uma série 

de processos que refletem todas as mudanças ocorridas ao longo da vida de maneira 

progressiva e intrínseca, diretamente associadas à diminuição das funções fisiológicas e 

celulares, ao aumento na incidência de numerosas doenças degenerativas e a diminuição 

da capacidade de responder ao estresse (BECKMAN; AMES,1998). Apesar da grande 

quantidade de estudos sobre o tema, os mecanismos que levam ao envelhecimento 

biológico ainda não são totalmente compreendidos. O que se sabe é que este fenômeno 

não pode ser interrompido ou revertido, embora possa ser acelerado ou desacelerado 

através da interação de fatores genéticos e ambientais (CRUZ, 2015). 

Uma característica comum do envelhecimento é o declínio da função imune, 

denominada imunossenescência, que aumenta a mortalidade relacionada a DCNTs e 

doenças autoimunes (PAWELEC, 2018). O sistema imune, de forma geral, consiste em 

uma complexa rede de células, tecidos e órgãos que atuam para manter a homeostase 

do organismo de diversas formas, tanto contra invasores externos como bactérias, 

fungos, vírus, protozoários, entre outros, quanto para depurar agentes tóxicos, como 

espécies reativas, ou mesmo atuando em processos de cicatrização ou regeneração de 

tecidos lesados. Apesar de agir de modo coordenado, o sistema imune é, funcionalmente, 

dividido em dois tipos: o sistema imune inato ou natural e o sistema imune adquirido, 

também chamado de adaptativo (CRUVINEL et al., 2010) (Figura 1). 

A imunidade inata é considerada a primeira linha de defesa do organismo, atuando 

através de uma resposta não específica, rápida e limitada a estímulos estranhos ao 

organismo ou lesões. A imunidade inata envolve diversas barreiras físicas, químicas e 

biológicas, células e moléculas, que já estão presentes em todos os indivíduos desde o 

seu nascimento (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014). Por outro lado, a imunidade 

adquirida envolve um conjunto de células e processos que são desencadeados pela 

presença de moléculas produzidas por agentes estranhos ao organismo (antígenos) que 

irão aumentar a eficiência do sistema imune quando o organismo voltar a entrar em 

contato com os mesmos. Existem dois tipos de imunidade adquirida, a imunidade humoral 

e a celular. A imunidade humoral é mediada por moléculas denominadas anticorpos, que 
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estão presentes no sangue e em secreções mucosas que são produzidas pelos linfócitos 

B. Por outro lado, a imunidade celular é mediada por linfócitos T que promovem a 

destruição de microrganismos ou a morte de células infectadas pelos mesmos. Este tipo 

de resposta imune é desencadeado, principalmente, por infecções virais e bacterianas 

(ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014). 

 

Figura 1: Visão geral das células que participam da imunidade inata e da imunidade 

adaptativa. 

 

Fonte: Adaptado de ABBAS; LICHTMANN; PILLAI (2014). 

 

A resposta imune é conduzida por órgãos primários e secundários e por células 

especificas. Nos órgãos primários ocorre a produção de linfócitos (linfopoese) incluindo 

o timo, medula óssea, e fígado. Os órgãos secundários estão relacionados com a 

resposta imune adquirida já que possuem aglomerados de células relacionadas a esta 

função. Este é o caso do baço e dos linfonodos (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014). 

As células imunológicas presentes no sangue e no tecido conjuntivo de diversos 

órgãos são produzidas a partir de células-tronco precursoras existentes na medula óssea 

vermelha. Estas células são provenientes de duas linhagens: a mieloide, que dá origem 

aos granulócitos (eosinófilos, neutrófilos e basófilos), fagócitos mononucleares 

(monócitos/macrófagos), células dendríticas e mastócitos. A linhagem linfoide dá origem 
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aos linfócitos B e T e as células natural Killer (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014; 

CRUVINEL et al., 2010). 

 

 

2.2.1 Resposta inflamatória mediada por macrófagos 

 

Os macrófagos são considerados células cruciais para o desencadeamento da 

resposta imune inata. Quando imaturos, são identificados como monócitos presentes no 

sangue. Entretanto, existem macrófagos distribuídos em muitos órgãos corporais, 

principalmente no tecido conjuntivo. Macrófagos possuem diversas e relevantes funções: 

neutralizam, ingerem e destroem antígenos. Além disto, processam estes elementos 

estranhos e apresentam os mesmos aos linfócitos T com o objetivo de ativar o sistema 

imune adquirido. Os macrófagos também realizam a fagocitose de fragmentos e tecidos 

lesados. De fato, na presença de antígenos microbianos ou de fragmentos teciduais 

originários de trauma, grande cirurgia ou queimadura, choque prolongado ou hipotermia, 

os macrófagos são ativados desencadeando um processo conhecido como inflamação 

ou resposta inflamatória (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014). 

Em geral, a inflamação é um evento agudo que tem início imediato e perdura por 

um período curto de tempo. Em termos fisiológicos, os principais sinais da resposta 

inflamatória aguda envolvem: resposta vascular, como a vasodilatação, que gera rubor e 

calor; permeabilidade vascular, que gera edema e aumenta a pressão tissular causando 

dor (tensão e compressão das terminações nervosas); subsequente perda de função do 

órgão ou tecido atingido. Esta resposta é mediada por macrófagos e por outras células 

do sangue, em especial neutrófilos, basófilos, mastócitos e eosinófilos, e também por 

células dendríticas e epiteliais (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2014; BANCHEREAU et 

al., 2000).  

Macrófagos são células altamente plásticas e dinâmicas que apresentam 

diferenças funcionais segundo o seu estado de ativação ou inativação inflamatória. Por 

este motivo, são subdivididos em dois grupos sem alterações citomorfológicas aparentes: 

macrófagos clássicos M1 e macrófagos alternativos M2 (Figura 2). Na fase de repouso, 
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os macrófagos apresentam concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias, em 

especial Interleucina 1-beta (IL-1β) e outras como a interleucina 6 (IL-6), o fator de 

transcrição tumoral alfa (TNF-α). No momento em que são ativados pela detecção de 

microorganismos ou elevada concentração de fragmentos teciduais, por ação da enzima 

caspase 1, estas citocinas tornam-se ativas e são liberadas para a matriz extracelular 

(SAQIB et al. 2018). 

 

Figura 2: Papel dos macrófagos na resposta inflamatória contra agentes microbianos ou 

lesões físicas. 
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(A) Principais funções relacionadas a polarização de macrófagos M1 e M2 na inflamação. 

Fonte: Modificado de Saqib et al. (2018); (B) Gráfico ilustrativo do papel dos macrófagos 

M1-M2 na inflamação aguda e na inflamação crônica. Nesta última o estado pró-

inflamatório se mantém induzindo a destruição e disfunções teciduais. Fonte: modificado 

de Barnig et al. (2019). 

 

Os macrófagos M1 se tornam capazes de realizar fagocitose, apresentando 

atividade antimicrobiana e tumoricida, matar microrganismos intracelulares, e fagocitar 

restos teciduais. Também produzem níveis elevados de espécies reativas (ERs), em 

especial óxido nítrico (ON), que serão importantes para a sua atividade fagocítica. Os 

macrófagos M1 também desencadeiam a apresentação de antígenos para o sistema 

imune adquirido. A fase na qual o macrófago está polarizado como M1 é considerada, 

portanto, uma fase “destrutiva”, na qual o que importa é defender o organismo do ataque 

de agentes externos e retirar agentes tóxicos ou tecidos necrosados. Por este motivo, 

esta fase é geralmente, intensa e curta. Em geral, a polarização dos macrófagos no 

fenótipo M1 desencadeia, de modo subsequente, a transformação fenotípica destes 

macrófagos em M2. Por sua vez, os macrófagos M2 passam a produzir citocinas anti-

inflamatórias, em especial a interleucina 10 (IL-10), que irão inibir a produção continuada 

de citocinas pró-inflamatórias ativas. Este processo atenua os processos fagocíticos e 

desencadeia processos cicatriciais via ativação de células-tronco adultas presentes no 

tecido infectado e/ou lesado. A plasticidade da transição de macrófagos pode ser 

atribuída às complexas vias de sinalização associadas aos dois fenótipos (MOSSER; 

EDWARDS, 2008; CLASSEN; LLOBERAS; CELADA, 2009; WYNN; CHAWLA, 

POLLARD, 2013).  

 

 

2.2.2 Imunossenescência e o fenômeno “inflammaging” 

 

Ao longo do desenvolvimento biológico, o sistema imune sofre modificações de 

modo continuado. Como esperado, a maior eficiência imunológica ocorre na puberdade 

e no período reprodutivo havendo, posteriormente, um declínio gradual. O 
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envelhecimento afeta elementos imunológicos críticos incluindo a função de células 

imunes, órgãos linfoides e fatores circulantes no sangue, em especial citocinas, 

fenômeno conhecido como imunossenescência (NIKOLICH-ŽUGICH, 2018).   

A imunossenescência é considerada como um processo natural que está 

associado, principalmente, a alteração na resposta inflamatória e diminuição na eficiência 

antimicrobiana, tanto relacionada a resposta inata de macrófagos e neutrófilos quanto a 

resposta do sistema imune adquirido. Neste último, a imunossenescência diminui a 

capacidade do organismo de reconhecer e de se proteger contra novos antígenos aos 

quais o organismo é exposto (FÜLÖP et al., 2016). O equilíbrio na produção de citocinas 

pró-inflamatórias e anti-inflamatórias também sofre alterações com o processo de 

envelhecimento, possivelmente por quebra da homeostase de sua produção e liberação 

(TONET; NOBREGA, 2008). Esse desequilíbrio pode contribuir para a ocorrência de 

estados inflamatórios crônicos de baixo grau, onde os macrófagos são ativados, mas 

permanecem durante longo tempo com o fenótipo M1 causando destruição e disfunção 

tecidual (Figura 2B) (CLASSEN; LLOBERAS; CELADA, 2009). 

Como sabemos, a inflamação é considerada um dos sete pilares do 

envelhecimento, juntamente com a modificação da adaptação ao estresse, epigenética, 

dano macromolecular, metabolismo, proteostase e células-tronco e regeneração 

(KENNEDY et al., 2014). Evidências têm sugerido que estados de inflamação crônica de 

baixo grau estão associados a uma grande quantidade de DCNTs prevalentes nos idosos 

incluindo obesidade (AHECHU et al., 2018), aterosclerose (GROH et al., 2018), doenças 

cardiovasculares (GOLIA et al., 2014), doenças neurodegenerativas (ATIENZA; ZIONTZ; 

CANTERO, 2018), distúrbios osteomusculares (ROBINSON et al., 2016) e enfermidades 

autoimunes (MÜLLER et al., 2019). Este tipo de inflamação também é observado em 

idosos frágeis. A fragilidade que afeta principalmente os idosos longevos, ou seja, acima 

de 80 anos, e é descrita como um distúrbio de múltiplos sistemas fisiológicos inter-

relacionados, sendo caracterizada por sedentarismo, fadiga, perda de peso e massa 

magra e baixa força muscular. Na fragilidade, o acúmulo de danos celulares, 

acompanhado pelo comprometimento dos mecanismos de reparo, síntese e controle do 

DNA, detecção e liberação de proteínas e lipídios danificados, eliminação de organelas 

e células anormais, e defesa contra lesões leva à perda da homeostase dos sistemas 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nikolich-%C5%BDugich+J&cauthor_id=29242543
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29242543-the-twilight-of-immunity-emerging-concepts-in-aging-of-the-immune-system/?from_term=aging+immune+system&from_pos=1#affiliation-1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=F%C3%BCl%C3%B6p+T&cauthor_id=27103044
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568163718303428?via%3Dihub#bib0315
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=M%C3%BCller+DN&cauthor_id=30644452
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múltiplos e ao declínio fisiológico, via inflamação crônica de baixo grau (PANSARASA et 

al., 2019). 

A partir das evidências sugerindo a relação entre inflamação crônica e DNCTs 

prevalentes nos idosos, surge o termo inflammaging. Originalmente o fenômeno 

inflammaging foi definido como uma diminuição geral na capacidade de lidar com 

diferentes estressores, acompanhados por um aumento progressivo no status pró-

inflamatório do organismo, especialmente níveis elevados ou ligeiramente acima do limite 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF-α no soro de indivíduos idosos 

(FRANCESCHI et al., 2000; CEVENINI; MONTI; FRANCESCHI, 2013). Em 

consequência se estabelece uma inflamação sistêmica persistente, de baixo grau, estéril 

e sistêmica (AKHA, 2018; FRANCESCHI et al., 2000; CONTE et al., 2020).  

Estudos complementares têm propostos múltiplos mecanismos pelo qual o 

fenômeno “inflammaging” poderia ser estabelecido, considerando que a inflamação 

crônica seria um fator acelerador do envelhecimento biológico e do desenvolvimento de 

DCNTs relacionadas a idade. Entre tais mecanismos, destaca-se a hipótese do estresse 

oxidativo (Figura 3) que levaria a um desbalanço na produção de moléculas oxidativas e 

antioxidantes. Esta condição, por sua vez, aumentaria a oxidação de macromoléculas, 

em especial lipídios, causando lipoperoxidação, carbonilação de proteínas e danos no 

DNA, causando disfunção em organelas chave para a função e sobrevivência celular, 

como é o caso das mitocôndrias. Assim, o estresse oxidativo parece induzir disfunção 

mitocondrial que, além de produzir menor quantidade de energia utilizada pelas células, 

também contribui na geração de uma maior concentração de EROs, em especial o ânion 

superóxido (O2
-), catalisado pela enzima NADPH oxidase, e do ON, catalisado pela 

enzima oxido nítrico sintetase induzível (iNOS), nas reações de fosforilação oxidativa 

(DELA CRUZ; KANG, 2018; ZUO et al.,2019).  

Como moléculas oxidadas não são funcionais, as células teriam que digerir uma 

maior quantidade de resíduos metabólicos. Entretanto, com o estresse oxidativo também 

poderia haver geração de disfunção lisossomal. Lisossomos são organelas responsáveis 

pela metabolização de produtos não desejáveis por um processo conhecido como 

autofagia. A ocorrência de disfunção lisossomal poderia induzir acúmulo de resíduos 

metabólicos na matriz extracelular que seriam os principais responsáveis pela ativação 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Monti+D&cauthor_id=23132168
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Franceschi+C&cauthor_id=23132168
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dos macrófagos. Como a produção dos resíduos metabólicos ocorre de forma 

continuada, a mesma contribuiria para o estabelecimento de processos de inflamação 

crônica de baixo-grau, destruição e disfunção tecidual. Os resíduos metabólicos que 

podem gerar processos de inflamação crônica de baixo grau são conhecidos como 

padrões moleculares associados a danos (DAMPS) (DELA CRUZ; KANG, 2018). 

Uma vez instalada, a inflamação crônica contribuiria para a aceleração do 

encurtamento telomérico e, assim, para a entrada das células em estados de 

senescência replicativa. (FOUGÉRE et al., 2016). 

Por sua vez, o estresse oxidativo pode ser gerado por diversos fatores genéticos 

(BRESCIANI; CRUZ; GONZÁLEZ-GALLEGO, 2015) e fatores ambientais relacionados 

com o estilo de vida dos indivíduos, com destaque ao sedentarismo, superalimentação, 

e adição de drogas, em especial o tabaco, e também pela exposição a fatores estressores 

psicossociais (KANDOLA; BOWMAN; BIRCH-MACHIN, 2015; PELUSO et al., 2018). 

Entretanto, ao contrário, fatores como uma dieta rica em frutos e vegetais parecem ter 

um efeito antagônico, desacelerando os processos de envelhecimento biológico, via 

atenuação dos estados inflamatórios crônicos.  
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Figura 3: Síntese dos principais processos que levam ao estabelecimento da inflamação 

crônica de baixo grau que induz o fenômeno “inflammaging”. 

 

 

Fonte: A autora. 
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2.3 EFICIÊNCIA DA RESPOSTA ANTIPATOGÊNICA NO ENVELHECIMENTO 

BIOLÓGICO 

 

Além de ser capaz de causar estados de inflamação crônica, a imunossenescência 

impacta diretamente na eficiência da resposta corporal a infecção por patógenos. De fato, 

o risco de infecções nosocomiais aumenta com a idade, independentemente da duração 

gasta nos serviços de saúde (KLINE; BOWDISH, 2016). Apesar dos avanços na área do 

controle antimicrobiano, as infecções associadas aos cuidados de saúde devido a 

microrganismos resistentes a antimicrobianos são hoje um dos desafios mais importantes 

para a medicina moderna. Estimativas apontam até 2.609.911 novos casos anuais deste 

tipo de infecção em países da União Europeia. As mortes atribuíveis a microrganismos 

resistentes a antimicrobianos foram estimadas em 33.110 por ano, sendo que um número 

considerável destes óbitos ocorre em idosos (CASSINI et al. 2016). 

Evidências têm descrito que o envelhecimento biológico prejudica a imunidade, 

especialmente em relação a infecções virais respiratórias. Este contexto pode explicar o 

fato de que, na atual pandemia de COVID-19, resultante da infecção pelo vírus SARS-

CoV-2, a ocorrência de pneumonia aguda venha sendo bastante prevalente nos idosos. 

De fato, o envelhecimento geralmente leva a uma imunidade inata exagerada, 

particularmente na forma de acúmulo elevado de neutrófilos. Esta situação pode 

prejudicar a resposta imune aos vírus, já que estudos têm relatado que pacientes com 

COVID-19 que foram a óbito exibiam cerca de duas vezes mais neutrofilia do que os 

sobreviventes. Esta resposta neutrofílica exacerbada poderia contribuir para a chamada 

síndrome da tempestade das citocinas que é característica da severidade da doença 

(CHEN et al., 2019; CHEN et al., 2020). Por outro lado, o envelhecimento também pode 

causar estados de neutropenia e anemia nos idosos (BARCELLINI; FATTIZZO, 2018). 

Com a idade, a produção de leucócitos pela medula óssea se altera, com aumento 

da quantidade de células de origem mieloide e diminuição da quantidade de linfócitos T 

virgens. Acredita-se que esta redução ocorra em consequência da involução tímica e 

expansão clonal de células T específicas associadas ao controle de infecções virais 

crônicas. A menor taxa de produção de linfócitos T virgens e alterações na produção de 
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linfócitos B acabam diminuindo a capacidade do sistema imune em responder a novas 

infecções ou mesmo a vacinas (DORRINGTON; BOWDISH, 2013). 

Outro mecanismo que pode apresentar alterações relevantes ao longo do 

envelhecimento diz respeito a função dos neutrófilos. Neutrófilos são células fagocíticas 

do sistema imune inato que possuem um papel central na defesa imunológica. A 

compreensão do papel dos neutrófilos na eliminação de patógenos, regulação 

imunológica e patologia de doenças avançou dramaticamente nos últimos anos.  

Neutrófilos respondem a insultos infecciosos por meio de uma série de 

mecanismos de defesa, incluindo fagocitose de microorganismos e degranulação tóxica 

de proteínas granulares citoplasmáticas que são microbicidas. Em 1996, pesquisadores 

japoneses relataram que neutrófilos humanos, quando tratados com o mitógeno forbol 

12-miristato 13-acetato (FMA), morriam mais rapidamente e de uma maneira diferente 

daquela observada quando ocorria necrose ou apoptose celular (TAKEI et al., 1996). 

Entretanto, foi somente em 2004 que essa morte diferencial foi descrita em detalhes, 

estando associada a formação de grandes estruturas tridimensionais formadas por fibras 

de cromatina compostas por DNA e histonas associadas a proteínas e peptídeos 

granulares e citoplasmáticos (BRINKMANN et al., 2004). 

Esses complexos de conteúdos de neutrófilos nucleares e citoplasmáticos 

misturados, liberados no espaço extracelular, foram denominados Neutrophils 

extracelular traps (NETs).  O processo de formação de NETs geralmente induz a morte 

dos neutrófilos, sendo esta nova forma de morte celular foi denominada NETose 

(STEINBERG; GRINSTEIN, 2007). Atualmente já foram identificados os principais 

componentes proteicos das NETs, além das histonas e do DNA, incluindo a enzima 

elastase neutrofílica (EN), a mieloperoxidase (MPO), catepsina G, leucócito proteinase 3 

(PR3), lactoferrina, gelatinase, lisozima C, calprotectina, neutrófilos defensinas e 

catelicidinas. Entretanto, também foi identificado um processo de NETose em que ocorre 

a liberação de DNA e outros componentes proteicos para o exterior do neutrófilo, sem 

que ocorra morte celular. Este processo é denominado NETose vital (BRINKMANN, 

2018). 

Ainda que os neutrófilos sejam células transcricionalmente ativas, a maior parte 

de seu DNA é transcricionalmente inativa e se encontra condensada no interior do núcleo, 

https://scholar.google.com/citations?user=4jvWV4gAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=p3LAqSAAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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sob a forma de heterocromatina. É a partir deste material genético que são formadas as 

NETs, cuja estrutura química é composta por fitas extracelulares de DNA descondensado 

(desenrolado), associadas com histonas e outras proteínas granulares produzidas pelos 

neutrófilos. Um estudo mostrou que NETs podem ser geradas in vitro após a estimulação 

de neutrófilos isolados com moléculas pró-inflamatórias, como é o caso do 

lipopolissarideo (LPS), componentes de bactérias gram-negativas, entre outros. Quando 

ocorre ativação do neutrófilo para a formação de NETs ocorre, então, descondensação 

da heterocromatina mediada pela enzima peptidil arginina desaminase 4 (PAD4) que 

enfraquece a ligação entre o DNA e as histonas. Além da PAD4, a enzima NE é 

considerada essencial para a NETose, já que esta enzima cliva as histonas durante a 

formação das NETs. Por sua vez, a ligação com o agente indutor das NETs induz um 

edema celular e nuclear que promove, a seguir, a liberação do conteúdo do DNA da 

membrana nuclear. Este DNA, juntamente com outros componentes proteicos, é expelido 

através da formação de microvesículas deixando intacta a superfície da membrana 

citoplasmática do neutrófilo. Assim, a NETose vital permite a movimentação dos 

neutrófilos desnucleados, os quais apresentam sinais de vitalidade e ainda são capazes 

de fagocitar bactérias (SOLLBERGER; TILLEY; ZYCHLINSKY, 2018). 

A liberação de DNA e proteínas para o exterior celular forma redes que lembram 

teias de aranha. Tanto os grânulos de neutrófilos, que são ricos em proteínas 

antibacterianas e peptídeos, quanto o DNA podem atuar como moléculas microbicidas. 

Evidências sugerem que a liberação da cromatina extracelular pode ter evoluído para 

defender os organismos eucarióticos contra a infecção, e sua liberação tem pelo menos 

três funções: captura e morte de micróbios, amplificação das respostas imunológicas e 

indução da coagulação (SØRENSEN; BORREGAARD, 2016; SOLLBERGER; TILLEY; 

ZYCHLINSKY, 2018). NETs têm a capacidade de se ligar a bactérias gram-positivas, bem 

como gram-negativas, e sua atividade antimicrobiana é direta, matando os patógenos, e 

também indireta, evitando a propagação dos mesmos (HALVERSON et al., 2015). 

Por outro lado, estudos têm mostrado que tanto a formação descontrolada de 

NETs quanto a insuficiência na sua formação podem ter consequências graves na saúde. 

Deficiências na quantidade ou função dos neutrófilos tornam o hospedeiro suscetível a 
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uma ampla gama de patógenos potencialmente fatais, destacando a importância crítica 

dos neutrófilos na homeostase do sistema imunológico (BRINKMANN, 2018). 

 

 

2.4 MODULAÇÃO DA IMUNOSSENESCÊNCIA PELA DIETA 

 

Até o presente momento, vários biomarcadores circulantes, como proteína C 

reativa (PCR) e fibrinogênio, ou celulares, como contagem de glóbulos brancos e 

plaquetas, têm sido usados para avaliar a ocorrência de inflamação de baixo grau em um 

indivíduo. Estes marcadores estão diretamente associados ao aumento nas 

concentrações de citocinas inflamatórias liberadas, especialmente, por macrófagos 

(CALDER et al., 2017). 

Assim, existem estudos que têm descrito a associação entre os níveis circulantes 

de determinadas citocinas pró-inflamatórias com disfunções e DCNTs em idosos. Por 

exemplo, em idosos, níveis altos da IL-6 foram positivamente associados com maior risco 

de mortalidade (FERRUCCI et al., 1999) e negativamente associados com a força de 

preensão manual e força dos membros inferiores (VIRTUOSO et al.,2014). Por outro lado, 

níveis elevados da IL-1β foram associados a morbidades como a angina, insuficiência 

cardíaca congestiva e dislipidemias (DI IORIO et al., 2003). Um índice de inflamação 

proposto por Varadhan et al. (2014), que incluía a IL-6 e o receptor solúvel do TNF-α, 

previu o risco de mortalidade para todas as causas em indivíduos participantes do 

Cardiovascular Health Study, que foram acompanhados durante 10 anos. Da mesma 

forma, um estudo longitudinal em uma coorte de 1018 idosos italianos demonstrou que 

níveis circulantes mais altos de mediadores relacionados à inflamação, como IL-6, foram 

associados a ocorrência de um maior número de DCNTs como hipertensão, diabetes, 

doenças cardiovasculares, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), câncer, mal de 

Parkinson, doença articular dos membros inferiores, anemia, fratura de quadril e 

comprometimento cognitivo (FABBRI et al., 2015). Uma meta análise que incluiu 32 

estudos transversais e 23.910 indivíduos idosos, mostrou que a fragilidade e a pré-

fragilidade também estavam associadas a níveis séricos significativamente mais altos de 

moléculas inflamatórias, incluindo PCR e IL-6 (SOYSAL et al., 2016).  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mediator
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568163718303428?via%3Dihub#bib0595
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Por outro lado, um número significativo de publicações sugere que a inflamação 

de baixo grau associada ao envelhecimento poderia ser mitigada por fatores ambientais, 

em especial a dieta. Existe uma quantidade substancial de evidências sugerindo que 

muitos alimentos, nutrientes e componentes não nutricionais modulam a inflamação de 

forma aguda e crônica (CALDER et al., 2017; BONACCIO et al., 2017; PANSARASA et 

al., 2019; WEYH; KRÜGER; STRASSER, 2020). 

No entanto, estudos dietéticos têm sido tipicamente limitados a medir um pequeno 

número de marcadores sanguíneos de inflamação, geralmente em jejum, podendo não 

refletir de forma fidedigna à inflamação que ocorre nos compartimentos teciduais ou o 

que poderia estar realmente acontecendo em resposta a desafios inflamatórios. Isso 

apresenta uma limitação significativa ao entendimento das interações entre dieta, 

nutriente e inflamação (MINIHANE et al., 2015). Por outro lado, estudos sobre o efeito do 

consumo de plantas, frutas e legumes sugerem que estes alimentos possuem 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias relevantes a saúde humana. Em grande 

parte, pela presença de compostos secundários, em especial polifenóis (NATSUME, 

2018). 

 

 

2.4.1 O papel antioxidante e anti-inflamatório dos polifenóis 

 

Evidências consolidadas não deixam dúvidas de que os polifenóis possuem 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias que podem atenuar o fenômeno 

inflammaging e a inflamação crônica de baixo grau associada a diversos tipos de DCNTs 

prevalentes nos idosos (MISHRA; GAUTAM; SHARMA, 2013; HUSSAIN et al., 2016; 

JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2016; NATSUME, 2018).  

Polifenóis são moléculas bioativas caracterizadas pela presença de unidades 

estruturais fenólicas sendo amplamente distribuídos em plantas, como frutas e legumes. 

Atualmente alguns polifenóis sintéticos e semissintéticos também já são produzidos e 

comercializados. Nas plantas, fazem parte do metabolismo secundário e estão 

envolvidos no sistema de defesa, protegendo os vegetais da radiação ultravioleta, que 

causa danos no DNA, e do ataque de patógenos (HUSSAIN et al., 2016). Estas moléculas 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881461300109X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881461300109X#!
https://www.tandfonline.com/author/Edirisinghe%2C+Indika
https://www.tandfonline.com/author/Burton-Freeman%2C+Britt+M
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são caracterizadas pelo gosto amargo, adstringência e propriedades antioxidantes. 

Segundo a revisão conduzida por Hussain et al (2016), já foram identificados mais de 

8000 compostos fenólicos presentes nas plantas. Segundo suas características 

químicas, os polifenóis podem ser divididos em numerosas classes e subclasses. Entre 

elas se encontram os flavonoides, como flavonóis e flavonas, as isoflavonas, 

antocianidinas, o resveratrol, a curcumina, taninos, lignanas e os ácidos fenólicos. A 

classe que possui maior interesse dietético é a dos flavonoides, caracterizada pelo seu 

esqueleto com três anéis e ácidos fenólicos. Alguns ácidos fenólicos são bastante 

comuns em diversos vegetais consumidos por seres humanos incluindo o ácido gálico, o 

ácido cafeíco e o ácido clorogênico (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). 

A atividade antioxidante dos polifenóis está relacionada a sua capacidade de reagir 

com EROs e transformá-las em água. Polifenóis também atuam suprimindo a formação 

de EROs através da inibição de enzimas envolvidas na sua produção ou através da 

indução do aumento dos níveis de enzimas antioxidantes das células (MISHRA; 

GAUTAM; SHARMA, 2013). Por exemplo, a interação de polifenóis com a enzima oxido 

nítrico sintetase (do inglês, NOS) pode modular a produção do ON. Alguns polifenóis têm 

a capacidade de inibir a enzima xantina oxidase, considerada uma molécula chave na 

produção de EROs. Este é o caso da quercetina, silibina e luteolina. Flavonóides também 

podem reduzir a atividade da enzima peroxidase e, assim, inibir a liberação de algumas 

EROs produzidas pelos neutrófilos (HUSSAIN et al., 2016; MALEKI; CRESPO; 

CABANILLAS, 2019). 

Em relação a inflamação, estudos têm sugerido que polifenóis possuem atividades 

anti-inflamatórias, em especial a quercetina, rutina, morina, hesperitina, hesperidina, 

apigenina e diversos tipos de catequinas (HUSSAIN et al., 2016; JOSEPH; 

EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2016; NATSUME, 2018). No caso, muitos 

polifenóis podem afetar sistemas enzimáticos e de sinalização que estão envolvidos com 

os processos inflamatórios, como é o caso da tirosina e das serina-treonina proteína 

quinases. Estas enzimas participam dos processos que ativam a proliferação das células 

T, a ativação dos linfócitos B, a produção de citocinas em macrófagos M1. Outros estudos 

também mostraram que alguns polifenóis podem regular a atividade inflamatória das 

células através da modulação do metabolismo do ácido araquidônico (fosfolipase A2 e 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881461300109X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881461300109X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030881461300109X#!
https://www.tandfonline.com/author/Edirisinghe%2C+Indika
https://www.tandfonline.com/author/Burton-Freeman%2C+Britt+M
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ciclooxigenase - COX) e do metabolismo da arginina (NOS) (WELTON et al., 1986; 

LAUGHTON et al, 1991; YAHFOUFI et al., 2018).  

Evidências também têm sugerido que alimentos ricos em determinados tipos de 

polifenóis possuem importante papel na modulação da inflamação crônica de baixo grau 

associadas a diversas DCNTs. Entre os alimentos mais populares se destacam o chá 

verde, principalmente por possuir na sua composição epigalocatequina-galato (EGCG) 

(OHISHI et al., 2016); o vinho tinto, por possuir na sua composição resveratrol 

(WEISKIRCHEN; WEISKIRCHEN, 2016), a maçã por ser rica em quercetina, entre outras 

frutas (ZHAO et al., 2017).  

 

 

2.4.2 Potenciais variáveis interferentes nas propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias dos polifenóis 

 

O programa Phenol-explorer databank, desenvolvido por institutos de pesquisas 

europeus com apoio financeiro do Instituto Nacional do Câncer da França, e das 

empresas Unilever, Danone e Nestlé, compila informações a partir de mais de 1300 

publicações científicas, indica a presença de 500 polifenóis diferentes em mais de 400 

alimentos (NEVEU, 2010; ROTHWELL et al., 2012; ROTHWELL et al.,2013). Entretanto, 

podem existir variáveis intervenientes que incidem sobre o potencial efeito antioxidante e 

anti-inflamatório dos polifenóis. A seguir, algumas delas são comentadas. 

- Biodisponibilidade dos polifenóis: erca de 90% dos polifenóis não são absorvidos 

no intestino delgado e atingem o cólon onde são metabolizados em compostos de baixo 

peso molecular pela microbiota intestinal. Geralmente, estes metabólitos têm uma taxa 

de absorção mais alta do que seus compostos originais (KAWABATA; YOSHIOKA; 

TERAO, 2019) e, muitos deles têm efeitos bioativos e são os principais responsáveis 

pelos efeitos biológicos sistêmicos dos polifenóis, como as propriedades antioxidantes, 

anti-inflamatórias e imunomoduladoras (CORTÉS-MARTÍN et al., 2020).  

- Efeito do processamento dos alimentos na retenção dos polifenóis: uma outra 

variável interveniente importante diz respeito ao efeito do processamento dos alimentos 

na retenção de polifenóis. Um estudo conduzido por Rothwell et al (2013) avaliou os 
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efeitos do processamento em 161 polifenóis que haviam sido previamente compilados no 

Phenol-Explorer databank. Para avaliar este efeito, os autores utilizaram o cálculo de um 

índice de retenção, no qual a concentração de polifenóis quantificada no alimento 

processado era dividida pela concentração de polifenóis quantificada no alimento cru. 

Este valor era corrigido pela multiplicação do valor do peso total do alimento processado 

dividido pelo peso total do alimento cru. Valores de retenção maiores que 1 indicariam 

maior concentração de polifenóis nos alimentos processados do que os encontrados nos 

alimentos crus, enquanto valores abaixo de 1 indicariam perda de polifenóis ao longo do 

processamento do alimento. Segundo o estudo a maior parte dos alimentos após o 

processamento apresentou diminuição na retenção de polifenóis. Entretanto, é 

importante comentar que a perda de um determinado tipo de polifenol não foi similar em 

diversos tipos de alimentos (ROTHWELL et al.,2013).  

Considerando, como exemplo, a quercetina, que é um polifenol presente em 

diversos tipos de alimento e que possui ação antioxidante e anti-inflamatória bem 

conhecida (LI et al., 2016), é sabido que no cozimento da couve-flor e do repolho a 

concentração deste polifenol aumenta, enquanto na cebola e brócolis, a retenção da 

quercetina é menor do que 50% quando comparada com o alimento cru. A Figura 4, 

baseada nos resultados descritos por Rothwell et al. (2013), apresenta o impacto do 

processamento de alimentos comumente utilizados na dieta ocidental sobre a retenção 

da quercetina.  
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Figura 4: Representação gráfica da perda do polifenol quercetina após o processamento 

dos alimentos (cozimento) através do índice de retenção calculado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Índices maiores que 1 indicam que não houve perda do polifenol após processamento. 

Valores abaixo de 1 indicam perda do polifenol após processamento do alimento.  

Fonte: Adaptado de Rothwell et al (2013). 

 

- Interação de polifenóis com outras classes de moléculas bioativas em especial 

xantinas: muitas plantas ricas em polifenóis utilizadas como alimentos ou bebidas 

possuem matrizes químicas complexas que apresentam outras moléculas bioativas que 

podem interagir, ampliando ou diminuindo sua potencial ação anti-inflamatória. Além 

disso, determinados tipos de plantas compartilham matrizes químicas que apresentam 

similaridades relacionadas com a presença de polifenóis e de outros grupos químicos. 
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Este é o caso das bebidas amplamente consumidas no mundo que possuem cafeína e 

polifenóis na sua composição como café, chá verde e chá preto, erva-mate (consumida 

sob a forma de chá, chimarrão ou tererê) e guaraná (consumido sob a forma de sapó 

pelas populações ribeirinhas amazônicas). O sapó consiste em uma bebida obtida pela 

mistura de meia colher de café de pó de semente de guaraná torrada e moída, diluída 

em um copo de água gelada ou a temperatura ambiente, podendo ser adoçada, 

preferencialmente, com mel (SCHIMPL et al., 2013). 

A cafeína é uma metilxantina do tipo purina (1,3,7 trimetilxantina) que, em bebidas 

como o café, está associada a presença de outros polifenóis, em especial o ácido 

clorogênico. Evidências epidemiológicas sugerem que o consumo de cafeína reduz o 

risco de várias doenças neurodegenerativas. Uma hipótese promissora para explicar este 

efeito protetor é o fato de a cafeína controlar a resposta neuroinflamatória mediada por 

células da micróglia, fato associado à maioria das condições neurodegenerativas 

(MADEIRA et al., 2017). Também tem sido descrito que o guaraná, que possui alta 

concentração de cafeína e catequinas na sua composição, apresenta ação anti-

inflamatória importante (KREWER et al., 2014). O mesmo ocorre com a erva-mate, que 

apresenta cafeína e polifenóis na sua matriz química, e possui efeitos antioxidante e anti-

inflamatório bem estabelecidos (BRACESCO et al., 2011). Ainda que o teor de cafeína 

seja bem menor do que o encontrado no guaraná e café, o chá verde possui uma matriz 

composta por cafeína-catequina, do qual se inclui o EGCG que tem uma forte ação 

antioxidante e anti-inflamatória (OHISHI et al., 2016). 

 Investigações utilizando a matriz química cafeína-catequinas encontrada nestas 

bebidas indicaram que pode haver a modulação dos níveis de citocinas inflamatórias 

produzidas em macrófagos expostos a determinados fármacos psiquiátricos. No caso do 

lítio, que tem ação anti-inflamatória reconhecida, esta matriz intensificou esta propriedade 

(BARBISAN et al., 2017). Por outro lado, em macrófagos expostos ao antipsicótico 

ziprasidona, que causa ativação destas células e aumento na produção das citocinas pró 

inflamatórias, o tratamento com a matriz química pura de cafeína e catequina atenuou 

este efeito (DUARTE et al.,2018). 
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3 ARTIGO ACEITO  

 

Os resultados das primeiras investigações realizadas para este trabalho estão 

apresentados no artigo intitulado “Caffeinated beverages contribute to a more eficiente 

inflammatory response: Evidence from human ans earthworm imune cells”, publicado na 

revista “Food and Chemical Toxicological”, FI: 6.023, no ano de 2019 (Anexo 1). 

 ’
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4 MANUSCRITO SUBMETIDO 

 

Os resultados obtidos com as análises do protocolo misto in vitro/in vivo estão 

apresentados no manuscrito intitulado: “Hot water caffeinated beverages share 

modulatory effects on nitric oxide and antioxidant enzyme genes in human blood cells”, 

submetido a revista “Nutrition”, FI: 4.008, no ano de 2021. 
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ABSTRACT 

Objective: Inflammatory activation triggers high levels of reactive oxygen species (ROS), 

such as nitric oxide (NO), and decreases antioxidant enzymes that destroy pathogens and 

clean injured tissues. Previous evidence suggests that caffeinated beverages are 

habitually consumed by the human population and share anti-inflammatory effects.  They 

may have a common reducing action because of the suppressive effects on oxidative 

metabolism. Methods: To test this hypothesis, we conducted two complementary 

protocols. First, we conducted an analysis of 24 h cultures of human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) obtained from blood samples collected before (BI) and after 

(AI) ingestion of each caffeinated drink (coffee = CO; black tea = BT; green tea = GT, 

yerba mate = YM, and guarana GU) by 24 healthy adults who consumed beverages 

prepared by extraction of 10 g in 100 ml hot water for 10 min). Cellular viability and 

oxidative marker levels were quantified and compared among BI and AI 24 h PBMC 
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cultures. The second was an in vitro analysis of the caffeinated extracts and isolated 

bioactive molecules, caffeine (Caf), theobromine (The), and catechin (Cat), which were 

detected in the chemical matrix of these beverages on antioxidant gene modulation in 6 h 

PBMC cultures. Results: AI PBMCs showed lower cellular viability and NO levels than BI 

PBMC cultures. The extracts exhibited high similarity in the downregulation of antioxidant 

genes. Conclusion: Caffeinated beverages share biochemical and molecular 

mechanisms that induce a decrease in oxidative molecules as a causal mechanism 

involved in their anti-inflammatory action. 

 

Keywords: coffee, black tea, green tea, guarana, yerba mate, nutrigenomics, antioxidant 

genes 
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Introduction 

 

  Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a bioactive molecule commonly consumed 

worldwide that is found in different types of beverages, such as coffee (CO, Coffee 

arabica), black and green teas (BT and GT, respectively, Camellia sinensis), yerba mate 

(YM, Ilex paraguariensis), and guarana (GU, Paullinia cupana). The gastrointestinal 

absorption of caffeine is rapid, and after 45 min, 99% has been absorbed by the body [1]. 

The beneficial effects of habitual intake of caffeinated beverages have been described in 

the literature and primarily involve preventing and controlling chronic non-transmissible 

diseases (CNTDs), such as cardiovascular morbidities, neurodegenerative diseases, and 

cancer. The potential causal mechanism of this action involves the attenuation of a low-

grade inflammatory process that contributes to the pathogenesis of CNTDs [1,2,3,4,5,6]. 

A previous study by Alves et al. [8] used caffeinated extracts (CO, GT, BT, YM, and 

GU) processed using hot water and short-term extraction. They found a lower in vitro 

expression of genes and proteins of pro-inflammatory cytokines in human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs). Moreover, the investigation revealed that caffeinated 

beverages could increase the efficiency of granulocyte cells involved in acute 

inflammatory responses by improving the production of neutrophil extracellular traps in 

humans and earthworms.  

This effect is common to all caffeinated drinks but may involve differential 

modulation of oxidative metabolism. Alves et al. [8] showed that all extracts presented 

antioxidant capacity based on non-cellular assays. Therefore, these extracts could include 



51 

 

scavenger reactive oxygen species (ROS), mainly nitric oxide (NO), which is a relevant 

molecule in the inflammatory activation processes triggered by macrophages and other 

immune cells [9,10,11]. Moreover, the anti-inflammatory effect of caffeinated extracts 

could involve the modulation of the endogenous antioxidant enzymes, namely superoxide 

dismutases copper/zinc-dependent (SOD1) and manganese-dependent (SOD2), 

catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPX) [9,10,11]. 

This study tested this hypothesis by using two complementary protocols. The first 

protocol compared the effects of caffeinated extract intake by healthy adults on the 

modulation of cell viability and oxidative markers associated with the inflammatory 

response in PBMCs. Cells were cultured for 24 h under standardized conditions. The 

second protocol evaluated the effects of caffeine supplements on gene modulation of 

antioxidant enzymes using the same human PBMC cultures as in the previous 

experiment. The contribution of isolated caffeine (Caf), theobromine (The), and catechin 

(Cat) bioactive molecules at the concentrations in each caffeinated extract on antioxidant 

gene expression was also determined. 

 

 

Materials and Methods 

 

General experimental design 
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This study is part of a research project investigating the role of the Amazonian Diet 

on health and aging factors, as approved by the Federal University of Santa Maria (UFSM) 

Ethical Board (CAE 0146.0.243.000–07). All participants signed a consent form, and the 

research followed the ethical principles of the Declaration of Helsinki and its later 

amendments. In both protocols, PBMCs were obtained from 24 healthy young adults (25.1 

± 6.9, minimum age = 19, maximum = 48 years old; 16 females, eight males) were used. 

All volunteers were non-smokers without previous CNTDs and were willing to donate 

blood more than once to perform laboratory tests. Figure 1 presents a summary of the two 

protocols. Because it is difficult to conduct studies on nutrigenomic effects in humans, we 

opted to perform this analysis of human PBMCs in vitro exposed to caffeinated 

beverages.  
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Figure 1 General experimental design: Protocol 1 evaluated the effects of caffeinated beverages on human 

oxidative markers in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in 24 h cell cultures obtained before intake 

(BI) and after intake (AI) of the extracts. Each extract was processed with 10 g of crude power diluted in 100 

mL hot water (90°C) for 10 min and filtered. Protocol 2 used PBMCs exposed in vitro to similar caffeinated 

beverage concentrations (extraction conditions: 10 g/100 mL water, 90°C for 10 min) to evaluate antioxidant 



54 

 
gene expression. The nutrigenomic effects of the concentration of the three main bioactive molecules 

present in each extract were evaluated. C = control; CO = coffee; GT = green tea; BT = black tea; YM = 

yerba mate; GU = guarana. Caf = caffeine THE = theobromine; Cat = catechin. YM extract presented non-

detectable Cat concentrations [8]; consequently, it was not evaluated. The identification of the molecules 

from each extract was denoted as CO-Caf, CO-The, CO-Cat, GT-Caf, GT-The, GT-Cat, BT-Caf, BT-The, 

BT-Cat, YM-Caf, YM-The, GU-Caf, GU-The, and GU-Cat. Because non-significant levels of Cat were 

detected in CO and YM extracts, only Caf and The are reported for these extracts. 

 

PBMCs were obtained from blood samples before intake (BI) and after intake (AI) 

and placed under standardized cell culture conditions. The levels of cellular mortality and 

oxidative markers [NO, ROS, lipoperoxidation (LPX), and protein carbonylation (PCarb)] 

were quantified in PBMCs cultured for 24 h. In the second protocol, PBMCs obtained from 

the same volunteers were used to produce 24 h cell cultures supplemented with 10 μg/mL 

of each caffeinated beverage extract. This concentration was chosen by Alves et al. [8], 

who found antioxidants, a genoprotective capacity, and anti-inflammatory effects of this 

concentration on human PBMC cultures. 

 

 

Chemicals 

  

All chemicals used in this study were purchased from Gibco® Life Technologies, 

Inc. (Grand Island, NY, USA) and Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
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Caffeinated extracts preparation and chemical characteristics 

 

 Each caffeinated extract was produced using the same suppliers as previously 

described in Alves et al. [8].  Extract preparations followed the same process. Briefly, each 

plant powder was infused in 1000 mL of filtered hot water (90 ± 5 °C) for 10 min. The 

extracts were then filtered through a Whatman No. 8 paper and placed in amber glass 

containers until the volunteers ingested them. The main bioactive molecules found in each 

extract were previously quantified by Alves et al. [8], and the data are presented in Table 

1.  

 

 

Table 1 Concentrations of the major isolated active molecules in hot water caffeinated 

beverages, as previously described by Alves et al. [8] 

 

Bioactive molecules 

 

Caffeinate-beverages (µg/ 0.002 g extract) 

CO GT BT YM GU 

Caffeine (CAF) 147 24 124 90 223 

Theobromine (THE) 0.6 2 11 20 3.6 

Catechin (CAT) - 0.9 0.8 - 19 

Total Polyphenols* 403.2  525.1 652.7 510.9 452.7 

* determined by gallic acid equivalents (GAE) 
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Blood collection and PBMC culture conditions 

 

In both experimental protocols, 20 mL blood samples were collected by 

venipuncture using heparinized vials and transferred to tubes with Ficoll Histopaque (1:1). 

Each volunteer performed the procedure. The tubes were centrifuged for 30 min at 252 × 

g, and the PBMCs were positioned at the interface. PBMCs were centrifuged again (10 

min at 2000 rpm) and transferred to a culture medium containing 1 mL RPMI 1640 (Gibco) 

with 10% fetal calf serum and 1% penicillin/streptomycin. Culture tubes for each subject 

were prepared with a final concentration of 1 × 106 cells/mL. The PBMC cultures were 

incubated at 37 °C and 5% CO2 [7]. In the first protocol, BI and AI-PBMCs were maintained 

under standardized conditions for 24 h and processed by analysis of viability and oxidative 

markers. In the second protocol, PBMCs were exposed to 10 µg/mL of each extract or by 

isolated Caf, The, and Cat molecules. After 6 h, RNA from PBMC cultures was extracted 

and used to quantify the gene expression of antioxidant enzymes. Protocol two was 

performed using a similar method with BI blood samples to produce 6 h PBMC cultures 

supplemented with different extracts and bioactive molecules. RNA was extracted and 

used to quantify gene expression using qRT-PCR.  

 

 

Viability assay and oxidative markers assays 
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The main consequence of oxidative stress is decreased cell viability caused by 

necrosis or the induction of apoptosis. Therefore, the cellular mortality of BI and AI-PBMCs 

was quantified using double-stranded DNA (dsDNA) fragments and the PicoGreen® 

dsDNA kit. This assay indicates cell death and ruptures with the release of dsDNA 

fragments into the supernatant [9]. Fluorescence was determined at an excitation 

wavelength of 480 nm and emission wavelength of 520 nm to determine cell mortality. 

Four oxidative markers were evaluated in PBMCs: nitric oxide (NO) was quantified by the 

modified Griess spectrophotometric method [10]. The ROS levels were determined by 

dichlorofluorescein acetate fluorimetric assay (DCF-DA) with fluorescence measured at 

an excitation of 485 nm and an emission of 520 nm [11]. Lipoperoxidation was 

spectrophotometrically estimated by the formation of thiobarbituric acid reactive 

substances using the assay described by Jentzsch et al. [12] and protein carbonylation 

using the method of Levine [13].  

 

 

mRNA expression analysis by quantitative QT-PCR assay 

 

In the second protocol, antioxidant gene expression was measured by PCR assay 

in PBMCs 6 h cell cultures with a similar approach to that of Alves et al. [8]. Total RNA 

was isolated from each sample using the TRIzol reagent. RNA yield was measured using 

a NanoDrop 2000 spectrophotometer. First-strand cDNA was synthesized from total RNA 

(2 μg) using a First-Strand cDNA Synthesis Kit and oligo dT primers. Q-PCR was 
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performed in a 10 μL reaction that contained 0.5 μL of the cDNA and 1× KAPA SYBR® 

FAST Universal qPCR Master Mix (Kapa Biosystems, Woburn, MA, USA) using the 

following PCR parameters: 95°C for 3 min, 40 cycles at 95°C for 10 s, 60°C for 30 s, and 

a melting curve at 65°C to 95°C in 0.5°C increments for 5 s. The expression level of the 

beta-actin gene was used as an internal control. Relative expression was calculated using 

the comparative Ct method and was expressed as a fold expression compared to the 

control. The specific primer pairs of antioxidant enzyme genes used in this study were: 

SOD1 (Forward: 3'GCACACTGGTGGTCCATGAA5' and Reverse: 

3'CACCACAAGCCAAACGACTT5'); SOD2 (Forward: 3' GCCCTGGAA 

CCTCACATCAA5' and Reverse 3'GGTACTTCTCCTCGGTGACGTT5'); CAT (Forward: 

3' GATAGCCTTCGACCCAAGCA5' and Reverse: 3' ATGGCGGT GAGTGTCAGGAT5'); 

GPX (Forward: 3' GGTTTTCATCTATGAGGGTG TTTCC5', and Reverse: - 

3'GCCTTGGTCTGGCAGAGACT5'). 

 

 

Statistical analysis 

 

Statistical analyses were conducted using the Graph Pad Prism 5 software and R 

Software Free Package [14]. The Student’s t-test was used to compare cellular viability 

and oxidative markers between BI PBMC and AI PBMC cultures. Variables lacking a 

normal distribution were evaluated by the Kolmogorov-Smirnov test after being log-

transformed. These data were also normalized to the percentage of the negative control, 
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and the comparison among extracts was conducted using a one-way analysis of variance 

followed by the post hoc Tukey test. The same statistical analyses were applied to the 

gene expression comparison among caffeinated extracts tested here and when PBMC 

cultures were supplemented with isolated bioactive molecules (Caf, The, and Cat). We 

used an ordination analysis to visualize similarity patterns among treatments based on 

changes in antioxidant gene expression. A principal coordinates analysis with Euclidean 

distance was performed with the MULTIV 3.55 statistical package [14]. Data are 

presented as the mean ± standard deviation. All p-values were two-tailed. The alpha value 

was set to < 0.05 to define statistical significance.  

 

 

Results  

 

 The first protocol compared some oxidative markers of PBMCs obtained from blood 

samples of healthy adults with BI and AI caffeinated extracts (Table 2). The cellular 

mortality levels were similar in 24 h cultures obtained from blood without the intake of 

caffeinated extracts (C-group) by volunteers. However, PBMC cultures from blood 

samples obtained from AI extracts showed lower cellular mortality and NO levels than BI 

cultures. However, except for 24 h PBMC cultures from adults whose GT intake had a 

lowering effect on ROS levels, the others did not exhibit significant differences for this 

oxidative marker. Considerable data variation was observed when PCarb and LPX were 

analyzed, with no significant differences between BI and AI PBMC cultures. 
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An additional comparison of cellular mortality, ROS, and NO among PBMC cultures 

supplemented with different extracts was performed using data normalized as % of the AI 

C group (Figure 2). All 24 h AI PBMC cultures produced decreased levels of these markers 

compared with those of BI-PBMC cultures. Unfortunately, it was impossible to perform 

this analysis for PCarb and TBAR markers because of the considerable variation found 

within these variables.  

 

 

Table 2 Comparison between 24 h peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cultures 

before (BI) and after (AI) intake of caffeinated extracts 

Markers Extracts B AI p 

Mean ± SD Mean ± SD 

 

Cell mortality# 
(µg/mL) 

 

C 

 

538,51 ± 112,26 

 

583.55 ± 124.02 

 

0.123 

CO 576.15 ± 79.95 519.48 ± 59.57 0.007 

GT 565.84 ± 98.51 513.27 ± 90.97 0.01 

BT 531.28 ± 110.25 466.61 ± 82.60 0.003 

YM 565.84 ± 98.51 469.68 ± 103.16 0.01 

GU 574.03 ± 68.78 512.91 ± 89.46 0.001 

ROS 
(µgmol/mL) 

C 650.84 ± 119.38 622.25 ± 50.08 0.279 

CO 631.21 ± 141.84 635.82 ± 102.88 0.165 

GT 517.69 ± 220.68 479.61 ± 77.22 0.047 

BT 680.91 ± 54.61 627.16 ± 69.48 0.882 

YM 678.82 ± 48.36 661.95 ± 110.00 0.636 

GU 597.44 ± 55.85 567.59 ± 59.92 0.132 
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NO (µM) C 0.070 ± 0.005 0.067 ± 0.004 0.156 

 CO 0.084 ± 0.014 0.071 ± 0015 0.028 

 GT 0.076 ± 0.004 0.063 ± 0.003 0.0001 

 BT 0.075 ± 0.002 0.067 ± 0.006 0.0001 

 YM 0.080 ± 0.008 0.074 ± 0.008 0.01 

 GU 0.075 ± 0.004 0.066 ± 0.005 0.0001 

PCarb 

(nmol/mg 
protein) 

C 0.143 ± 0.020 0.127 ± 0.018 0.086 

CO 0.104 ± 0.077 0.012 ± 0.092 0.471 

GT 0.150 ± 0.069 0.135 ± 0.013 0.702 

BT 0.118 ± 0.053 0.134 ± 0.007 0.538 

YM 0.118 ± 0.022 0.100 ± 0.023 0.149 

GU 0.101 ± 0.055 0.105 ± 0064 0.892 

LPX (mol/MDA) C 2.022 ± 1.231 2.31 ± 1.426 0.737 

 CO 0.975 ± 1.420 0.118 ± 0.316 0.687 

 GT 1.962 ± 1.232 3.251 ± 0.353 0.805 

 BT 2.415 ± 1.58 2.700 ± 1.511 0.998 

 YM 1.165 ± 1.07 1.419 ± 1.025 0.239 

 GU 2.182 ± 0.832 3.078 ± 1.851 0.308 

 

SD= standard deviation; C = control; CO= coffee; GT = Green tea; BT= Black tea; YM= Yerba mate; GU = 

Guaraná. # Cell mortality was estimated by quantification of extracellular double-stranded DNA fragments 

using a fluorescent DNA Picogreen Kit; ROS = reactive oxygen species, which were quantitated using the 

DCFH-DA fluorimetric assay; NO = nitric oxide; PCarb = protein carbonylation; LPX = lipoperoxidation, as 

estimated by the TBARS assay. PBMC cultures obtained from healthy adult blood samples before and after 

hot water caffeinated extracts as are commonly consumed by the population were compared by Student T 

test, and p < 0.05 was considered significant. 
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Figure 2 Comparison of viability and oxidative markers between human peripheral blood mononuclear cell 

(PBMC) cultures performed before (BI) and after (AI) intake of 100 mL caffeinated beverages. Data are 

presented as an index of each variable calculated by the following equation: Index = AI/BI. Values below 1 

indicate decreasing levels, whereas values above 1 indicate increasing levels. As expected, the controls 

presented an index of approximately 1 because no additional variables were included in the two cultures. 
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Statistical comparison was performed using a one-way analysis of variance followed by Tukey post hoc test. 

Different letters indicate significant differences at p < 0.05 between groups.  
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Figure 3 Nutrigenomic effects of hot aqueous extracts of caffeinated beverages at a concentration of 10 

μg/mL for each extract in 24 h PBMC cultures. (A) Levels of antioxidant enzyme genes (SOD = superoxide 

dismutase; GPX = glutathione peroxidase; CAT = catalase). Treatments: control (C); coffee (CO), black tea 

(BT), green tea (GT), yerba mate (YM), and guarana (GU). Gene expression was determined by qRT-PCR, 

and results were normalized using the β-actin gene as the control. Different letters indicate significant 

differences determined by a one-way analysis of variance followed by Tukey's post hoc test (p ≤ 0.05).  

 

The second protocol showed that caffeinated beverages triggered differential 

expression of antioxidant enzymes in PBMCs. All extracts upregulated SOD1, CAT, and 

GPX genes. However, the intensity of gene expression was dependent on the extract 

(Figure 3). Cultures exposed to YM extract presented higher SOD1 and GPX gene 

expression levels than did the other extracts. The CAT gene expression level was also 

higher for GB and YM extracts. The YM extract was the only one that triggered 

upregulation of the SOD2 gene, which has antioxidant activity in the mitochondria.  

At this stage of the study, the contribution of the three isolated bioactive molecules 

(Caf, The, and Cat) on the modulation of the expression of antioxidant enzyme genes was 

evaluated (Figure 4). The two isolated xanthines (Caf and The) triggered a genomic effect 

on PBMC modulation of the antioxidant enzyme genes. Caf-supplementation at all 

concentrations tested upregulated the expression of SOD1, CAT, and GPX genes. 

However, Caf-supplementation did not induce significant alterations in the SOD2 gene 

expression, except when PBMC cultures were exposed to 223 µg/mL Caf, which was 

estimated to occur in the GU extract. At this higher Caf concentration, the expression of 

the SOD2 gene was downregulated compared to the control PBMC cultures. 

Supplementation with The-exposure triggered the upregulation of all antioxidant enzyme 

genes. However, the Caf and The extracts exhibited antagonistic effects on the 
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expression of the SOD2 gene. Polyphenol Cat upregulated the SOD1, CAT, and GPX 

genes and downregulated the SOD2 gene at all concentrations tested. 
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.  

Figure 4 Nutrigenomic effects of the three major isolated bioactive molecules in the caffeinated beverage 

extracts (1 μg/0.02 g dry extract) on antioxidant genes in 24 h human peripheral blood mononuclear cell 

(PBMC) cultures treated with 10 μg/mL of each extract. (A) Caffeine (Caf) effects on antioxidant genes; (B) 
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theobromine (The) effects on antioxidant genes; (C) catechin (Caf) effects on antioxidant genes. SOD = 

superoxide dismutase; GPX = glutathione peroxidase; CAT = catalase. Gene expression was determined 

by qRT-PCR, and the results were normalized using the β-actin gene. Different letters indicate significant 

differences determined by a one-way analysis of variance followed by Tukey's post hoc test (p ≤ 0.05).  
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Figure 5 Correspondence analysis for identification of potential similarities in gene expression of antioxidant 

enzymes (SOD = superoxide dismutase 1 and 2; CAT = catalase; GPX = glutathione peroxidase) among 

five caffeinated extracts (CO = coffee; BT= black tea; GT= green tea; YM = yerba mate; GU = guarana) and 

isolated bioactive molecules (Caffeine = Caf; Theobromine = The, and Cat= catechin). (A) Presence of 

genomic effects on gene expression without considering the intensity; (B) genomic effects considering the 

intensity and direction of gene modulation (upregulation or downregulation). 

 

Two correspondence analyses were conducted with these data to determine 

similarities in gene expression modulation among extracts and isolated bioactive 

molecules. The first analysis compared the genomic effects on antioxidant enzyme genes 

without considering their intensity (Figure 5A). All extracts presented high similarity in their 

genomic effects possibly influenced by Caf and The and were less affected by Cat 

molecules. When the intensity and direction of the effects (downregulation or 

upregulation) were considered (Figure 5B), three groups differed from the control. The CO 

and GU extracts presented extensive similarity in the intensity of gene modulation, 

probably because of high Caf concentrations in their chemical matrix.  

As expected, BT and GT had greater similarities than the other extracts, mainly 

related to the induction of CAT, GPX, and SOD1 genes. The YM extract was the most 

distant from the others regarding SOD2 gene expression. The diagram shows that the 

difference was associated with high levels of The molecules (20 µg/mL) that induced 

higher expression levels of the SOD2 gene. 

 

 

Discussion  
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Previous in vitro and in vivo studies have described the antioxidant and anti-

inflammatory effects of several caffeinated beverages consumed worldwide. However, the 

studies have not compared differences and similarities in the oxidative modulation of 

caffeinated beverages prepared as habitually consumed by the human population. The 

first study showed that the intake of only one 100 mL cup of each caffeinated beverage 

by healthy adults could lower cellular mortality and NO levels in PBMC cultures. These 

results suggest that the absorption of bioactive molecules from each extract could have a 

persistent effect on immune cells. Complementary data from an in vitro protocol indicated 

that this effect could be involved in the differential modulation of antioxidant enzyme genes 

by each extract. However, some differences in this genomic effect were observed among 

the caffeinated extracts, mainly concerning the SOD2 gene. These data should be 

discussed from two relevant aspects. The first is regarding methodological issues, and 

the second regards the results of this study.  

Concerning methodological issues, it should be noted that studies regarding causal 

mechanisms of food and beverages on molecular, biochemical, and physiological 

variables are generally performed through experimental models because of difficulties in 

collecting data from humans. These methodological challenges involve ethical and 

operational issues. For example, there is consistent evidence that inter-individual 

variability can affect the absorption and metabolism of caffeine and polyphenols 

[15,16,17]. In an attempt to lessen this limitation, this study used a mixed in vivo-in vitro 

experimental design, in which blood samples were collected from healthy adults having 

ethnic, age, and lifestyle similarities, before and after ingesting half a glass (100 mL) of 
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each of five caffeinated beverages prepared as they are usually consumed. The only 

difference was that the traditional consumption of roasted guarana seed powder by 

Amazonian riverside people does not generally involve hot water extraction but rather a 

mixture of this powder with honey or sugar water [6].  

The blood samples were processed to obtain PBMCs, generating two cellular 

cultures from the same individuals to compare the effects of caffeinated extracts. The 

results showed a persistent reaction from drinking the beverages after 24 h. However, we 

cannot discard the possibility that this action was triggered because there was no hepatic 

or renal metabolism acting on these molecules under in vitro conditions, resulting in an in 

vivo situation. However, it is difficult to assess this issue in vivo because the volunteers 

would have to remain for 24 h without ingesting food or water, which would not be ethically 

acceptable. Moreover, this type of beverage is consumed more than once per day. 

Individuals also drink more than one type of caffeinated beverage per day. For example, 

in areas where YM is traditionally a daily drink, people also consume coffee. 

Another important methodological issue concerns the relatively low concentration 

of PBMCs obtained from each sample, which decreased the possibility of examining more 

oxidative markers. Thus, we assessed NO levels directly associated with immune 

response modulation and total ROS, Pcarb, and LPX levels. Given the limited volume of 

blood samples, it was not possible to extend the analysis to genotoxicity markers or even 

quantify antioxidant enzymes. Additionally, we failed to obtain samples and data related 

to gene expression from the PBMCs BI and AI for caffeinated beverages.  

Consequently, we opted to conduct a complementary protocol in which PBMCs 

were supplemented with extracts and isolated bioactive molecules to establish their 
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potential action on antioxidant enzyme genes. Despite these limitations, the analysis 

showed relevant results regarding the similarity of genomic action of the caffeinated 

beverages. For example, the data corroborated the results previously described by Alves 

et al. [8], showing the antioxidant and genoprotective capacity of these five caffeinated 

extracts by non-cellular assays and an immune-modulatory effect.  

In the first protocol, cellular mortality was significantly different between the BI and 

AI PBMC cultures. Cell mortality declined in all cases, which indicated that the 

consumption and absorption of bioactive molecules from the extracts could have a 

protective effect on PBMCs. This effect could be related to the decrease in macromolecule 

oxidation, especially DNA damage, which generates apoptosis. Unfortunately, this 

assumption was not based on direct analysis because of the limitation regarding blood 

sample volume. However, considering previously published data, xanthines and 

polyphenols could trigger the cytoprotective process through their antioxidant properties 

[1,4,8,18-20]. 

The caffeinated extracts lowered the NO levels in PBMCs. NO is considered a ROS 

molecule that exerts multiple modulating effects on inflammation and plays a crucial role 

in immune response regulation. Generally, elevated NO concentrations are induced by 

iNOS enzyme activity by macrophages and neutrophils in the presence of an inflammatory 

process [21-23]. Therefore, the reduction of NO levels triggered by xanthines and 

polyphenols could involve a direct oxidative scavenger action or an inhibitory effect on 

iNOS enzyme activity [23]. Hwang et al. [24] studied RAW 264.7 macrophage cell cultures 

with zebrafish and found similar results. In both experimental models, inflammatory 
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activation was induced by LPS exposure. However, Caf exposure decreased NO levels 

and downregulated the expression of pro-inflammatory and iNOS genes.  

Moreover, polyphenols, such as catechins, could decrease NO levels by inhibiting 

the iNOS enzyme [23]. Here, it is essential to point out that some polyphenols induce NO 

production by endothelial cells, improving circulation while concomitantly suppressing 

iNOS expression and decreasing NO levels by immune cells associated with the 

inflammatory response [23]. Alves et al. [8] also described the downregulation of pro-

inflammatory cytokine genes (IL-1β, IL6, TNF-α, and IFN-γ) in human PBMCs 

supplemented with different caffeinated beverages. Therefore, the results of this study 

reinforce the potential lowering effect of caffeinated beverages on NO concentrations. 

This action could be a key factor associated with the anti-inflammatory effects of these 

beverages.  

To better understand the results related to the modulation of the expression of 

antioxidant enzyme genes by caffeinated drinks, it is necessary to briefly review the role 

of NO and other ROS, especially the superoxide anion and hydrogen peroxide (HP), which 

are associated with the inflammatory response. Phagocytic cells, such as neutrophils and 

macrophages, when exposed to pathogens or non-pathogens, are pro-inflammatory 

agents that undergo marked changes in the way they handle oxygen. NO/superoxide 

interplay is known to fine-tune mechanisms regulating life and death in neutrophils and 

other immune cells [23]. During an inflammatory response, large amounts of NO formed 

by iNOS surpass the physiological amounts of NO, usually made by nNOS or eNOS and 

other ROS, such as superoxide anion and HP molecules [23].  
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Initially, inflammatory activation involves an increase in the oxygen uptake rate, 

which generates high superoxide and HP molecules with microbiocidal activity. The 

increase in superoxide concentrations in macrophages and other immune cells also 

involves NADPH-oxidase enzyme activity [23].  

All body cells control the superoxide anion levels produced during oxidative 

phosphorylation by an enzymatic antioxidant system. This system initially dismutates the 

superoxide anion in HP via SOD enzyme action. Subsequently, the HP molecules are 

catalyzed in water by CAT and GPX enzymes. In particular, SOD2 and GPX are enzymes 

that act inside the mitochondria to control the concentrations of these ROS molecules. 

SOD1 acts in the cytoplasm and is the main antioxidant enzyme that catalyzes the 

superoxide anion in HP molecules [25].  

In this context, it can be postulated that caffeinated beverages could trigger the 

lowering of NO levels, mainly by Caf action. This effect could subsequently trigger the 

overexpression of antioxidant enzyme genes, leading to a decrease in the levels of 

superoxide and HP molecules. These events could attenuate the inflammatory response 

associated with the ingestion of caffeinated beverages. However, there were some 

specificities according to the chemical composition of each extract. This is the case for 

the increasing effects of the The molecule on the SOD2 gene at higher concentrations, 

such as that found in the YM extract. This antioxidant enzyme is active only in the 

mitochondria. Unfortunately, we could not identify previous consistent studies showing an 

association between the The molecule and SOD2 gene modulation. However, an 

investigation using a rat model of diabetic nephropathy treated with pentoxifylline (PTX), 

a xanthine derived from theobromine, described an increase in SOD enzyme levels [25]. 
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Another study showed that the YM extract produced the same way people habitually 

consume the beverage, increased the lifespan of the nematode Caenorhabditis elegans, 

and reduced ROS produced by exposure of these animals to Paraquat®, which is a 

superoxide generator and a highly toxic pesticide [26]. 

Although polyphenols present a relevant antioxidant and anti-inflammatory effect 

[15], in this investigation, Cat isolated molecules did not trigger a strong modulatory effect 

on antioxidant enzyme genes. It is important to remember that polyphenols may contribute 

to the results because other molecules of this chemical group are present in the chemical 

matrix of the extracts. This statement is based on the high total polyphenol concentrations 

described in Table 1. 

 

 

Conclusions 

 

Despite methodological limitations related to in vitro assays, the results suggested 

that caffeinated beverages prepared as humans usually consume them have some 

antioxidant effects that could explain their anti-inflammatory effects. The common effects 

involve reduced NO levels and genomic regulation of antioxidant enzyme genes, 

explaining the common anti-inflammatory effects of these beverages. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Bebidas cafeinadas são alimentos amplamente consumidos em todo o mundo. 

Como ponto comum, todas dividem a mesma matriz formada por cafeína e catequinas, 

apesar de cada extrato apresentar concentrações e estruturas químicas distintas entre 

si. Inúmeros estudos, tanto in vitro quanto in vivo, já descreveram seus efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios, especialmente em processos de inflamação crônica 

envolvidos na etiologia de diversas DCNTs (SCHROETER et al., 2001; ZERN et al., 2005; 

KURIYAMA et al., 2006; FRAGA et al., 2019; KOCH et al., 2018). Estes estudos, 

entretanto, utilizam extratos hidroalcoólicos, diferente da maneira como estas bebidas 

são habitualmente preparadas e consumidas pela população. 

Para o primeiro estudo, com base em testes preliminares, foi escolhida a 

concentração de 10 μg/mL para os ensaios, pois nesta concentração os extratos exibiram 

propriedades nutrigenômicas, antioxidantes, genoprotetoras e não citotóxicas. 

Neste trabalho, foi investigado o efeito dos extratos na modulação inflamatória de 

células mononucleares do sangue periférico humano não ativadas (CMSPs-na), 

neutrófilos humanos e celomócitos granulocíticos do modelo experimental minhoca 

Eisenia fétida através da análise da formação de armadilhas do tipo “NET”, quando 

expostos a levedura do tipo Saccharomyces cerevisiae. Um padrão semelhante de 

modulação imunológica foi observado entre os diferentes extratos, embora a intensidade 

das respostas tenha sido, em algumas situações, específica para cada tipo de extrato. 

Com relação as três principais moléculas bioativas testadas em CMSPs-na, CAF, CAT e 

THE, os resultados não mostraram diferenças significativas destas, quando comparadas 

aos extratos.  

Analisamos, ainda, o efeito das bebidas na expressão dos genes e nos níveis de 

citocinas presentes no sobrenadante, uma vez que não há relação entre os dois 

processos. Na verdade, uma grande parte dessas citocinas, diretamente envolvidas na 

resposta inflamatória desencadeada por CMSPs, permanece no citoplasma em uma 

forma inativada. Quando ativadas, pró-interleucinas, como IL-1β e IL-6, são clivadas pela 

caspase-1 e liberadas no meio extracelular (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON, 2009).  
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Neste contexto, assumimos três resultados possíveis da exposição de CMSPs aos 

diferentes extratos: (1) Nenhum efeito quando comparados com células controle, sem 

tratamentos, apenas meio de cultura; (2) Concomitante superexpressão de genes de 

citocinas e proteínas, indicativas de ativação de estados pró-inflamatórios pelos extratos; 

(3) Superexpressão dos genes de citocinas, níveis mais baixos de citocinas pró-

inflamatórias no sobrenadante, e níveis mais elevados de IL-10 no sobrenadante do que 

no grupo controle, indicativos de uma "reserva potencial de resposta inflamatória" 

desencadeada por extratos em CMSPs-na. Nesse sentido, os resultados poderiam 

sugerir que as bebidas com matriz de cafeína-catequina seriam capazes de contribuir 

para a "resposta inflamatória" induzindo aumento nas citocinas de mRNA ou inativo 

citocinas no citoplasma. Como tal, é possível que, na presença de um antígeno, a 

resposta inflamatória possa ser mais eficiente, uma vez que poderia ser mais intensa e 

mais rápida. 

Em 2018, um estudo de Homa indicou a ocorrência de ETs, um fenômeno comum 

em neutrófilos de vertebrados (HOMA, 2018). De fato, células imunológicas de E. fetida 

podem ser obtidas a partir do fluido celômico, que contém muitas moléculas de proteína 

e células específicas que são genericamente referidas como celomócitos, e são 

categorizados como amebócitos e eleócitos/cloragócitos (VALEMBOIS; LASSÈGUES; 

ROCH, 1992; ENGELMAN et al., 2016). Essas células estão envolvidas na formação dos 

Brown Bodies (BB), que são agregados multicelulares associados à produção de ETs em 

minhocas, e que ajudam a engolfar fagócitos e destroem microorganismos. ETs contêm 

uma estrutura de DNA que pode ser observada com microscopia de fluorescência. Essas 

estruturas são semelhantes aos NETs, e são comparáveis a uma teia de aranha, já 

havendo sido descritas anteriormente em vertebrados, incluindo humanos (HOMA, 2018). 

Notavelmente, na resposta imune, os amebócitos resultam através da fagocitose, 

bem como pela formação de armadilhas extracelulares (ETs), e contêm DNA extracelular 

(exDNA), histona H3 e componentes da proteína de choque térmico HSP27 (HOMA, 

2018). Além destas respostas imunes semelhantes a dos vertebrados, as minhocas 

passam por um processo de encapsulamento que efetivamente neutraliza substâncias 

estranhas. No caso de patógenos que são grandes demais para serem fagocitados, há a 
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formação dos BB, que são estruturas visíveis por microscopia óptica (VALEMBOIS; 

LASSÈGUES; ROCH, 1992). 

Com base nessas informações e nos protocolos publicados anteriormente por 

vários estudos, realizamos uma análise com base na intensidade da resposta a grandes 

antígenos (levedura), medida de acordo com o perímetro dos corpos marrons da 

minhoca. Neste estudo, para provar que estas estruturas apresentam células 

semelhantes a granulócitos, realizamos estudos de coloração usando um kit panótico. 

Este kit é amplamente utilizado em laboratórios clínicos, onde a terceira solução de 

coloração cora núcleos e grânulos celulares, como neutrófilos, em azul-violeta. 

Posteriormente, observamos que o a coloração em microscopia óptica se sobrepôs à 

coloração de fluorescência, indicando a presença de uma ETweb nas culturas. 

A partir deste protocolo padronizado, comparamos a resposta dos celomócitos aos 

desafios de levedura. Os resultados sugeriram que os extratos podem melhorar a 

eficiência desta resposta, produzindo maiores corpos marrons. É possível que a ETweb 

formada também possa ser estendida. No entanto, esta afirmação é baseada em análises 

qualitativas. 

A formação de armadilha NET humana induzida pela exposição a leveduras 

também foi modulada por extratos de bebidas cafeinadas, sugerindo uma melhora na 

resposta imune. Aqui, é importante notar que, conforme descrito por Kenny et al. (2017), 

NETs humanos podem ser induzidos por diferentes antígenos, incluindo o forbol 12-

miristato 13-acetato (PMA), um potente mitógeno e um robusto indutor da formação de 

NET, ionóforo de cálcio A23187, nigericina, Streptococcus do grupo B e Candida albicans 

e levedura S. cerevisiae utilizada aqui. Também é importante notar que a extrusão de 

NETs por indivíduos saudáveis é importante na defesa do hospedeiro. Portanto, os 

resultados descritos aqui, com base em neutrófilos humanos, reforça o benéfico papel 

das bebidas cafeinadas na resposta imunológica humana quando desafiado por 

patógenos. Este resultado é relevante considerando que, em geral, os efeitos das 

bebidas funcionais estão associados a prevenção de certas doenças crônicas não 

transmissíveis, ou como compostos antimicrobianos capazes de matar e/ou inibir a 

proliferação dos patógenos (KENNY et al., 2017). 
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Porém, é importante observar as restrições metodológicas deste estudo. Nossos 

resultados foram obtidos utilizando protocolos in vitro para humanos, de modo que 

algumas diferenças podem ter ocorrido em relação as condições in vivo, devido, por 

exemplo, interação entre moléculas bioativas absorvidas dos compostos e a interação 

dessas substâncias com outros compostos metabólicos. Nos protocolos de armadilha 

NET em humanos, foi utilizada uma abordagem não realista, pois é pouco provável que 

as células leucocitárias humanas entrem em contato com grandes células de levedura. 

No entanto, o uso de fermento inativo como o antígeno desencadeou uma formação NET-

trap semelhante à observada em celomócitos obtidos de minhoca, demonstrando ser um 

protocolo de avaliação útil dentro de condições experimentais. 

Mesmo com estas restrições metodológicas e um modelo experimental não usual 

usado em investigações sobre alimentos funcionais, os resultados apresentados aqui 

sugerem que os extratos de bebidas cafeinadas seriam capazes de melhorar a eficiência 

da resposta anti-inflamatória. Esta melhoria parece ser a de criar uma espécie de reserva 

imunológica que, na presença de antígenos, pode produzir uma resposta imune mais 

eficiente contra infecções patogênicas. 

O segundo artigo desta tese avaliou os níveis de ON diretamente associados à 

modulação da resposta imune e aos níveis totais de EROs, carbonilação de proteínas 

(Pcarb) e lipoperoxidação (LPX). Em relação às questões metodológicas, deve-se 

destacar que os estudos sobre os mecanismos causais dos alimentos e bebidas sobre 

as variáveis moleculares, bioquímicas e fisiológicas são geralmente realizados por meio 

de modelos experimentais in vitro devido à dificuldade de coleta de dados em humanos 

envolvendo questões éticas e operacionais. Entretanto, há evidências consistentes de 

que a variabilidade interindividual pode afetar a absorção e o metabolismo da cafeína e 

polifenóis (WILLIAMSON, 2017; BARCELOS et al., 2014; PAN et al., 2018). Assim, na 

tentativa de diminuir esta limitação, utilizamos um desenho experimental misto in vivo-in 

vitro, no qual amostras de sangue foram coletadas de adultos saudáveis com 

semelhanças étnicas, de idade e estilo de vida, antes e após a ingestão de meio copo 

(100mL) de cada uma das cinco bebidas cafeinadas preparadas da forma como são 

normalmente consumidas. A única diferença diz respeito ao fato de que o consumo 

tradicional do pó da semente de guaraná torrado pelos ribeirinhos amazônicos 
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geralmente não envolve a extração por água quente, mas sim a mistura desse pó com 

mel ou água com açúcar gelada ou em temperatura ambiente (SCHIMPL et al., 2013). 

No modelo in vivo, foi possível verificar que a ingestão de apenas um copo de 

100mL de cada bebida com cafeína por adultos saudáveis pode reduzir a mortalidade 

celular e os níveis de ON em culturas de CMSP. Esses resultados sugerem que a 

absorção de moléculas bioativas de cada extrato pode ter um efeito persistente nas 

células do sistema imunológico. Dados complementares de um protocolo in vitro 

indicaram que esse efeito pode estar envolvido na modulação diferencial de genes de 

enzimas antioxidantes por cada extrato. Porém, algumas diferenças nesse efeito 

genômico foram observadas entre os extratos cafeinados, principalmente no que diz 

respeito ao gene da SOD2. Esses dados devem ser discutidos a partir de dois aspectos 

relevantes. O primeiro diz respeito às questões metodológicas e o segundo aos 

resultados deste estudo. 

As amostras de sangue foram processadas para obtenção de CMSPs, gerando 

duas culturas celulares dos mesmos indivíduos para comparar os efeitos dos extratos 

cafeinados. Os resultados mostraram uma reação persistente do efeito das bebidas após 

24 horas no protocolo in vitro. No entanto, não podemos descartar a possibilidade de que 

essa ação tenha sido desencadeada pela falta de metabolismo hepático ou renal agindo 

sobre essas moléculas em condições in vitro, resultando em uma resposta semelhante a 

uma de situação in vivo. No entanto, é difícil avaliar essa questão porque, para tanto, os 

voluntários teriam que permanecer por 24 horas sem ingerir alimentos ou água, o que 

não é eticamente aceitável. Além disso, as bebidas testadas são consumidas mais de 

uma vez por dia. Além disso, alguns indivíduos ingerem mais de um tipo de bebida com 

cafeína por dia. Um exemplo acontece nas regiões do sul do país, onde o chimarrão é a 

bebida tradicional, sendo que as pessoas também consomem café. 

Outra questão metodológica importante diz respeito à concentração relativamente 

baixa de CMSPs obtida de cada amostra, o que diminuiu a possibilidade de examinar 

uma quantidade maior de marcadores oxidativos. Dessa forma, avaliamos os níveis de 

NO diretamente associados à modulação da resposta imune e aos níveis totais de 

EROSs, Pcarb e LPX. Dado o volume limitado de amostras de sangue, não foi possível 

estender a análise para marcadores de genotoxicidade ou mesmo quantificar enzimas 
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antioxidantes. Além disso, não conseguimos obter amostras e dados relacionados à 

expressão gênica das CMSPs antes e depois da ingestão para bebidas com cafeína. 

Consequentemente, optou-se por realizar um protocolo complementar em que 

CMSPs foram suplementados com extratos e moléculas bioativas isoladas para 

estabelecer seu potencial de ação em genes de enzimas antioxidantes. Apesar dessas 

limitações, a análise mostrou resultados relevantes quanto à similaridade da ação 

genômica das bebidas cafeinadas. Por exemplo, os dados corroboram os resultados 

descritos anteriormente por Alves et al. (2019), mostrando a capacidade antioxidante e 

genoprotetora desses cinco extratos cafeinados por ensaios não celulares e um efeito 

imunomodulador. 

No primeiro protocolo, a mortalidade celular foi significativamente diferente entre 

as culturas de CMSPs antes e após a ingestão. A mortalidade celular diminuiu em todos 

os casos, o que indica que o consumo e a absorção de moléculas bioativas dos extratos 

podem ter um efeito protetor sobre as CMSPs. Esse efeito pode estar relacionado à 

diminuição da oxidação de macromoléculas, principalmente do dano ao DNA, que gera 

apoptose. Infelizmente, essa suposição não foi baseada na análise direta devido à 

limitação do volume da amostra de sangue. No entanto, considerando dados publicados 

anteriormente, xantinas e polifenóis poderiam desencadear o processo citoprotetor por 

meio de suas propriedades antioxidantes (van DAM et al., 2020; PELUSO; SERAFINI, 

2017; ALVES et al., 2019, RUSKOVSKA; MAKSIMOVA; MILENKOVIC, 2020; MARTINI 

et al., 2016, IGLESIAS et al., 2019). 

Os extratos cafeinados baixaram os níveis de ON em CMSPs. O ON é considerado 

uma molécula de ERO que exerce múltiplos efeitos moduladores sobre a inflamação e 

desempenha um papel crucial na regulação da resposta imune. Geralmente, 

concentrações elevadas de ON são induzidas pela atividade da enzima iNOS por 

macrófagos e neutrófilos na presença de um processo inflamatório (GUZIK; KORBUT; 

ADAMEK-GUZIK, 2003; KOBAYASHI, 2010; LIND et al., 2017). Portanto, a redução dos 

níveis de ON desencadeada por xantinas e polifenóis pode envolver uma ação 

sequestrante oxidativa direta ou um efeito inibitório sobre a atividade da enzima iNOS 

(LIND et al., 2017). Hwang et al. (2016) estudaram culturas de células de macrófagos 

RAW 264.7 com peixe-zebra e encontraram resultados semelhantes. Em ambos os 
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modelos experimentais, a ativação inflamatória foi induzida pela exposição ao 

lipopolissacarídeo (LPS). No entanto, a exposição a Caf diminuiu os níveis de ON e 

regulou negativamente a expressão de genes pró-inflamatórios e iNOS (HWANG et al., 

2016). 

Além disso, os polifenóis, como as catequinas, podem diminuir os níveis de ON 

inibindo a enzima iNOS (LIND et al., 2017). Aqui, é essencial destacar que alguns 

polifenóis induzem a produção de ON pelas células endoteliais, melhorando a circulação 

e, ao mesmo tempo, suprimindo a expressão de iNOS e diminuindo os níveis de ON pelas 

células imunes associadas à resposta inflamatória (LIND et al., 2017). Alves et al. (2019) 

também descreveram a regulação negativa de genes de citocinas pró-inflamatórias (IL-

1β, IL6, TNF-α e IFN-γ) em CMSPs humanas suplementados com diferentes bebidas 

cafeinadas. Portanto, os resultados deste estudo reforçam o potencial efeito redutor das 

bebidas cafeinadas nas concentrações de ON. Essa ação pode ser um fator chave 

associado aos efeitos anti-inflamatórios dessas bebidas (ALVES et al., 2019). 

Para melhor compreender os resultados relacionados à modulação da expressão 

de genes de enzimas antioxidantes por bebidas cafeinadas, é necessário fazer uma 

breve revisão do papel do ON e outras EROs, principalmente o ânion superóxido (O2
-) e 

o peróxido de hidrogênio (H2O2), que estão associados à resposta inflamatória. As células 

fagocíticas, como neutrófilos e macrófagos, quando expostas a patógenos ou não 

patógenos, são agentes pró-inflamatórios que sofrem mudanças marcantes na maneira 

como lidam com o oxigênio. A interação ON / superóxido é conhecida por ajustar os 

mecanismos que regulam a vida e a morte em neutrófilos e outras células do sistema 

imunológico (LIND et al., 2017). Durante uma resposta inflamatória, grandes quantidades 

de ON formado por iNOS ultrapassam as quantidades fisiológicas de ON, geralmente 

feito por nNOS ou eNOS e outras EROs, como ânion superóxido e moléculas de peróxido 

de hidrogênio (LIND et al., 2017). 

Inicialmente, a ativação inflamatória envolve um aumento na taxa de captação de 

oxigênio, o que gera altas moléculas de superóxido e moléculas de peróxido de 

hidrogênio com atividade microbicida. O aumento nas concentrações de superóxido em 

macrófagos e outras células do sistema imunológico também envolve a atividade da 

enzima NADPH-oxidase (LIND et al., 2017). 
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Todas as células do corpo controlam os níveis de ânion superóxido produzidos 

durante a fosforilação oxidativa por um sistema antioxidante enzimático. Este sistema 

inicialmente dismuta o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio pela ação da enzima 

SOD. Posteriormente, estas moléculas são catalisadas em água pelas enzimas CAT e 

GPX. Em particular, SOD2 e GPX são enzimas que atuam dentro da mitocôndria para 

controlar as concentrações dessas moléculas ROS. A SOD1 atua no citoplasma e é a 

principal enzima antioxidante que catalisa o ânion superóxido as moléculas de peróxido 

de hidrogênio (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002). 

Nesse contexto, pode-se postular que as bebidas cafeinadas podem desencadear 

a redução dos níveis de ON, principalmente pela ação de Caf. Esse efeito poderia 

posteriormente desencadear a superexpressão de genes de enzimas antioxidantes, 

levando a uma diminuição nos níveis de superóxido e moléculas de peróxido de 

hidrogênio. Esses eventos poderiam atenuar a resposta inflamatória associada à 

ingestão de bebidas cafeinadas. No entanto, houve algumas especificidades de acordo 

com a composição química de cada extrato. Esse é o caso dos efeitos crescentes da 

molécula The no gene SOD2 em concentrações mais altas, como a encontrada no extrato 

de erva-mate. Esta enzima antioxidante é ativa apenas na mitocôndria. Infelizmente, não 

foi possível identificar estudos anteriores consistentes mostrando uma associação entre 

a molécula The e a modulação do gene SOD2. No entanto, uma investigação usando um 

modelo de nefropatia diabética em ratos tratada com pentoxifilina (PTX), uma xantina 

derivada da teobromina, descreveu um aumento nos níveis da enzima SOD (ZELKO; 

MARIANI; FOLZ, 2002). Outro estudo mostrou que o extrato de erva-mate, produzido da 

mesma forma que as pessoas consomem habitualmente a bebida, aumenta a vida útil do 

nematóide Caenorhabditis elegans e reduz as EROs produzidas pela exposição desses 

animais ao Paraquat®, um pesticida altamente tóxico e reconhecidamente gerador de 

superóxido (LIMA et al., 2014). 

Embora os polifenóis apresentem um importante efeito antioxidante e anti-

inflamatório (WILLIAMSON, 2017), nesta investigação, as moléculas isoladas de Cat não 

desencadearam um forte efeito modulador nos genes de enzimas antioxidantes.  
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6 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos pelos diversos protocolos realizados neste 

estudo, podemos inferir que os extratos aquosos quentes de bebidas cafeinadas são 

capazes de modular parâmetros inflamatórios, além de melhorar a resposta imunológica 

desencadeada pela exposição a patógenos, através da: 

- Diminuição dos níveis das citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-

γ), e aumento dos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10; 

- Promoção da superexpressão dos genes destas citocinas, sugerindo um 

aumento nos níveis de mRNAs e/ou de citocinas inativas no citoplasma; 

- Os processos de encapsulação de leveduras e formação de NET-traps sugere 

que os extratos também são capazes de melhorar a resposta imunológica em humanos 

e minhocas. No entanto, para E. fetida, o a intensidade desses resultados varia de acordo 

com cada extrato; 

- Em relação ao protocolo misto in vivo/in vitro, foi possível verificar que a ingestão 

de apenas um copo de 100 mL de cada bebida cafeinada por adultos saudáveis foi capaz 

de reduzir a mortalidade celular e os níveis de óxido nítrico (ON) em culturas de CMSP, 

sugerindo que a absorção de moléculas bioativas de cada extrato pode ter um efeito 

persistente nas células do sistema imunológico; 

- Dados complementares obtidos a partir de um protocolo in vitro indicaram que 

esse efeito pode estar envolvido na modulação diferencial de genes de enzimas 

antioxidantes por cada extrato. Embora com intensidades diferentes, os extratos exibiram 

alta similaridade na regulação negativa destes genes.  

Assim o conjunto destes resultados sugere que as bebidas cafeinadas 

compartilham, não só componentes bioativos nas suas matrizes químicas, mas também 

que estes componentes possuem similaridade de ação, modulando não só processos 

inflamatórios crônicos de baixo grau descritos na literatura, mas também aumentando a 

competência da inflamação aguda desencadeada por agentes patogênicos. Assim, 

parece que bebidas cafeinadas são atenuadoras de processos de imunossenescência 

associados a disfunções e DCNTs prevalentes no envelhecimento biológico. 
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