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RESUMO 

 

A cafeína é a substância psicoativa mais consumida no mundo e exerce suas ações por 

antagonizar os quatro tipos de receptores de adenosina. A sinalização purinérgica tem como 

principal molécula sinalizadora o ATP extracelular que é um potente estimulador da resposta 

inflamatória. A resposta induzida pelo ATP é regulada principalmente pela ação das 

ectonucleotidases que são responsáveis pela hidrólise do ATP a adenosina. A adenosina (ADO) 

é um importante nucleosídeo que possui diversos efeitos imunomoduladores, induzindo o 

estabelecimento de respostas anti-inflamatórias. A hidrólise da ADO é realizada pela enzima 

adenosina desaminase (ADA) que promove a desaminação hidrolítica da ADO até inosina. A 

expressão de ectonucleotidases e a produção de ADO é uma das vias exploradas por parasitos 

do gênero Leishmania para evadir do sistema imunológico. Considerando as ações da cafeína, 

o objetivo deste estudo foi avaliar seu efeito na resposta das células J774A.1 (linhagem 

monocítica) durante a infecção por Leishmania major. Investigamos o efeito citotóxico da 

cafeína pela viabilidade celular (MTT), no qual células J774A.1 foram incubadas em meio 

enriquecido com cafeína. Foi realizada uma curva de crescimento dos parasitos tratados com 

cafeína em diferentes concentrações durante sete dias. Para investigar os efeitos da cafeína na 

degradação de adenosina, determinamos a atividade da ADA em células J774A.1 expostas à 

cafeína. Em relação à infecção, células J774A.1 foram infectadas por L. major e tratadas com 

10μM de cafeína em diferentes momentos. Foi determinada a taxa de infecção e a produção de 

NO, IL-10 e TNF. Os resultados demonstraram que a concentração de cafeína é capaz de 

interferir no crescimento de células J774A.1 e Leishmania, especialmente em concentrações e 

tempos de exposição elevados. Não foi observado nenhuma alteração significativa na atividade 

da ADA decorrente do tratamento com cafeína em células J774A.1. No contexto da infecção, 

o tratamento com cafeína antes da infecção reduziu a produção de NO e manteve elevada as 

taxas de infecção em células estimuladas com LPS e IFN-γ. Os tratamentos realizados durante 

a infecção não alteraram a produção de NO. A produção das citocinas TNF e IL-10 não foram 

modificadas pelo tratamento com cafeína. Apesar dos efeitos da cafeína sobre o sistema imune, 

descritos na literatura, não foram observados efeitos significativos no contexto da infecção de 

macrófagos da linhagem J774A.1 por L. major para as doses de cafeína administradas. 

 

PALAVRAS-CHAVE: cafeína, Leishmania major, sinalização purinérgica, adenosina. 



 
 

ABSTRACT 

 

Caffeine is the most consumed psychoactive substance in the world and acts by antagonizing 

the four types of adenosine receptors. Purinergic signaling has as its main signaling molecule 

the extracellular ATP, which is a potent stimulant of the inflammatory response. The ATP-

induced response is mainly regulated by the action of ectonucleotidases that are responsible for 

ATP hydrolysis to adenosine. Adenosine (ADO) is an important nucleoside which contains 

several immunomodulatory effects, inducing the establishment of anti-inflammatory responses. 

The ADO’s hydrolysis is performed by the enzyme adenosine deaminase (ADA) which 

promotes hydrolytic deamination of the ADO to inosine. The ectonucleotidases expression and 

ADO’s production are pathways explored by the Leishmania genus parasites to evade the 

immune system. Considering the caffeine’s actions, the objective of this study was to evaluate 

its effect on the J774A.1 (monocytic lineage) cell’s response during Leishmania major 

infection. We analyzed the caffeine’s cytotoxic effect through cellular viability (MTT), in 

which J774A.1 cells were incubated in caffeine-enriched medium. A growth curve of the 

caffeine-treated parasites at different concentrations was performed for seven days. To 

investigate the effects of caffeine on adenosine degradation, we determined ADA activity on 

caffeine-exposed J774A.1 cells. Regarding infection, J774A.1 cells were infected by L. major 

and treated with 10μM of caffeine at different times. The infection rate and production of NO, 

IL-10 and TNF were then determined. The results demonstrate that caffeine concentration is 

capable of interfering with J774A.1 cells and Leishmania growth, especially at high 

concentrations and exposure time. No significant change in ADA activity was observed due to 

caffeine treatment in J774A.1 cells. In the regards of infection, treatment prior to infection 

reduced NO production and maintained high infection rates in LPS/IFN-γ-stimulated cells. 

Treatments performed during infection did not change NO production. The production of TNF 

and IL-10 cytokines were not modified by caffeine treatment. Despite caffeine’s effects on the 

immune system, described in the literature, no significant effects were observed in the regards 

of infection of J774A.1 macrophage by L. major for the caffeine doses administered. 

 

KEYWORD: caffeine, Leishmania major, purinergic signaling, adenosine.  
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1. INTRODUÇÃO 

A cafeína é uma substância psicoativa que, apesar de não possuir qualquer valor 

nutricional, é amplamente consumida no mundo todo. Ela está presente em diversos produtos 

alimentícios, como por exemplo, cafés, chás, refrigerantes e chocolates. Além disso, a cafeína 

também pode ser encontrada em alguns medicamentos. Esse alcaloide da família das xantinas 

é conhecido pelas suas propriedades estimulantes do sistema nervoso central e do metabolismo 

(AL REEF; GHANEM, 2018a; BARCELOS et al., 2014; CUNHA, 2012). Estudos tem 

demonstrado que, além dos efeitos no sistema nervoso central, a cafeína também atua sobre o 

sistema imune, por meio da inibição de fosfodiesterases, do bloqueio dos receptores de 

adenosina, dentre outros mecanismos (HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2006; VIEIRA et al., 

2018). 

Por ser capaz de interagir com os receptores de adenosina, a cafeína pode também 

influenciar um importante sistema de sinalização celular amplamente distribuído em células do 

sistema imunológico, o sistema purinérgico. A sinalização purinérgica envolve vias de 

comunicação celular, que tem como principal molécula sinalizadora, o ATP. Essa molécula, 

presente, geralmente, no meio intracelular está envolvida na regulação de processos 

fisiopatológicos e no fornecimento de energia para as células. Em situações onde há injúria 

celular ou infecção, o ATP pode ser liberado em quantidades significativas no meio 

extracelular, ativando a via de sinalização purinérgica, podendo favorecer o estabelecimento de 

uma resposta pró-inflamatória. O ATP extracelular e vários outros nucleotídeos ativam os 

receptores celulares P2X ou P2Y para estimular a inflamação (ALTENHOFEN, 2013; 

SALLES, 2011; ZIMMERMANN, 2011).  

A resposta pró-inflamatória desencadeada pelo ATP no meio extracelular é regulada 

principalmente pela ação conjunta das ectonucleotidases, enzimas de membrana que hidrolisam 

ATP a adenosina. As principais ectonucleotidases são a ecto-NTPDase (CD39), responsável 

por hidrolisar ATP a ADP e, posteriormente, a AMP; e a ecto-5’-nucleotidase (CD73), que 

hidrolisa o AMP a adenosina (LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019). Esta molécula, por 

sua vez, exerce seus efeitos através de receptores do tipo P1, que resultam na inibição da síntese 

de citocinas pró-inflamatórias e na indução da liberação de interleucina-10 (IL-10) 

(ANTONIOLI et al., 2014; CRONSTEIN, 1994).  

Esse acúmulo de adenosina é controlado pela ação da enzima adenosina desaminase 

(ADA). Outra enzima envolvida no metabolismo de purinas, a adenosina desaminase regula os 
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níveis extracelulares de adenosina convertendo essa molécula em inosina. A deficiência de 

ADA ou uma baixa atividade dessa enzima leva a imunodeficiência e resulta em acúmulo de 

adenosina (PASSOS et al., 2018). Portanto, a atividade da enzima adenosina desaminase é 

fundamental para reverter os efeitos anti-inflamatórios estimulados pela adenosina.  

A expressão de ectonucleotidases e a produção de adenosina é uma das vias exploradas 

por muitos agentes infecciosos para evadir do sistema imunológico, garantindo sua 

sobrevivência na célula hospedeira (FRASSON, 2015; SANTOS, 2008; TONIN, 2014). 

Parasitos do gênero Leishmania são um exemplo de protozoário que explora essa via de 

sobrevivência (DE ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et al., 2008).  

Os protozoários do gênero Leishmania são responsáveis por causar as leishmanioses, 

um complexo de doenças negligenciadas presentes em todos os continentes. O estabelecimento 

da leishmaniose visceral ou da leishmaniose cutânea é dependente da espécie do parasito e da 

interação entre este com seus hospedeiros. Além disso, a leishmaniose tegumentar pode se 

manifestar sob diferentes formas clínicas, como por exemplo, a leishmaniose cutânea, 

leishmaniose cutânea difusa e a leishmaniose mucocutânea, sendo as diferentes formas também 

dependentes da espécie do parasito (STEBUT, 2014). 

A transmissão do parasito para o hospedeiro vertebrado ocorre por meio da inoculação 

das formas promastigotas metacíclicas durante o repasto sanguíneo de fêmeas de 

flebotomíneos. Após a inoculação dos parasitos, neutrófilos e macrófagos são recrutados para 

o local da infecção com o objetivo de fagocitar as promastigotas e combater o tripanosomatídeo. 

Apesar de Leishmania poder infectar neutrófilos e outras células do sistema imune, como 

monócitos e células dendríticas, os macrófagos são as principais células nas quais esses 

parasitos vivem e se multiplicam, exercendo, portanto, um importante papel para o 

estabelecimento da infecção e persistência do parasito. Para sobreviver no interior dos 

macrófagos, Leishmania desenvolveu estratégias para evitar os efeitos microbicidas dessa 

célula e a montagem de uma resposta imune efetiva (DESCOTEAUX; PODINOVSKAIA, 

2015). 

Muitos componentes da resposta imune inata constituem uma linha de defesa contra os 

protozoários. Contudo, esses parasitos apresentam fatores de virulência e mecanismos de 

manipulação do sistema imune que possibilitam a sua sobrevivência dentro das células 

hospedeiras. Esses mecanismos incluem, dentre outros efeitos, a produção de citocinas anti-

inflamatórias, além da inibição da produção de óxido nítrico pelos macrófagos (BOGDAN et 
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al., 1996; BOGDAN; RÖLLINGHOFF, 1998; LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 

2008; ROGERS et al., 2002). Além desses, a modulação da resposta imune via sinalização 

purinérgica, onde destacam-se a ação das ectonucleotidases, constitui um importante 

mecanismo de evasão do sistema imune pelo parasito (FIGUEIREDO; SOUZA-

TESTASICCA; AFONSO, 2016). 

Um estudo demonstrou que células dendríticas infectadas com Leishmania amazonensis 

apresentam um aumento na expressão de ectonucleotidases quando comparado com células não 

infectadas (FIGUEIREDO et al., 2012). Ao propiciar a formação de adenosina a partir do ATP, 

por meio do aumento da expressão de ectonucleotidases, o parasito cria um ambiente favorável 

à sua sobrevivência, uma vez que a adenosina tem efeitos anti-inflamatórios. 

Estudos revelaram que a suplementação com compostos imunoestimulantes pode ser 

uma estratégia promissora para um aumento da resposta pró-inflamatória (MABROK; 

WAHDAN, 2018). A ativação dos receptores A1, A2A, A2B e A3 pela adenosina gera efeitos que 

inibem esta resposta. Deste modo, compostos capazes de antagonizar esses receptores podem 

reverter esse estado, possibilitando a montagem de uma resposta inflamatória efetiva, que no 

contexto de uma infecção poderia resultar na eliminação do parasito. Como descrito acima, um 

conhecido antagonista, não seletivo, dos receptores de adenosina é a cafeína, que pode exercer 

seus efeitos no sistema imune ao modular a expressão de citocinas pró-inflamatórias e/ou anti-

inflamatórias (HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2006). Contudo, pouco se sabe sobre os 

efeitos da cafeína nas infecções por Leishmania. Deste modo, buscamos avaliar os efeitos da 

cafeína sob parasitos do gênero Leishmania, bem como sua capacidade de atuar no sistema de 

sinalização purinérgica em células do sistema imune. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Cafeína 

A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) (Fig. 1.) é um alcaloide das classes das metilxantinas 

presente em muitos alimentos. É uma substância inodora, que apresenta um gosto amargo. 

Isoladamente, existe sob a forma de um pó branco. Possui ponto de fusão de 238°C e é termo 

resistente (ELIAS et al., 2017). Entre os derivados das xantinas, a cafeína é a que possui maior 

potencial farmacológico de atuação sobre o sistema nervoso central. 

 

Fig. 1 – Fórmula química estrutural da cafeína (adaptado de ELIAS et al., 2017). 

 

Apesar da cafeína não ser um nutriente essencial, nem fundamental para o bem-estar, 

ela é amplamente consumida em todo o mundo. A cafeína é encontrada em alimentos 

consumidos diariamente, tais como cafés, chás, refrigerantes, chocolates e energéticos (AL 

REEF; GHANEM, 2018a). Além disso, também está presente em alguns medicamentos e pode 

ser consumida na forma de suplementos. A cafeína sintética também pode ser adicionada aos 

produtos comerciais para promover a excitação, estado de alerta, energia e humor elevado 

(TEMPLE et al., 2017).  

A molécula de cafeína apresenta característica apolar, que a torna capaz de atravessar a 

membrana plasmática das células, podendo, desta forma, exercer algum efeito sobre enzimas 

intracelulares e receptores de superfície celular. Além disso, a cafeína possui uma rápida 

absorção pelo trato gastrointestinal (FREDHOLM et al., 1999), atingindo um pico de 

concentração plasmática entre 30 a 75 minutos após a ingestão. Sugere-se, que após o consumo 

de até cerca de 6 xícaras de café por dia os níveis plasmáticos de cafeína geralmente variam 

entre 2 e 6 mg/L (MANDEL, 2002). Um outro estudo verificou que a ingestão de uma única 
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xícara de café, com uma dose de 0,4 a 2,5 mg/kg, forneça uma concentração plasmática máxima 

de 0,25 a 2 mg/L ou, aproximadamente, 1 a 10 μM (FREDHOLM et al., 1999). 

Anteriormente, acreditava-se que a ação da cafeína no organismo era relacionada à 

inibição da fosfodiesterase de AMPc, que resultava no aumento das concentrações de AMP 

cíclico intracelular. Contudo, a inibição desta enzima necessita de altas concentrações de 

cafeína (MANDEL, 2002). Hoje, é sabido que a molécula de cafeína apresenta similaridade 

estrutural com a adenosina (Fig. 2), sendo, portanto, um análogo capaz de antagonizar os seus 

efeitos em diversas células. O bloqueio dos receptores de adenosina pela cafeína é o mecanismo 

mais aceito para explicar os principais efeitos no organismo (FREDHOLM et al., 1999).  

 

 

Fig. 2 – Fórmulas químicas estruturais da adenosina e cafeína. A cafeína é uma molécula análoga da adenosina. 
Sua similaridade estrutural possibilita sua ligação aos receptores celulares de adenosina (extraído de ALVES; 
CASAL; OLIVEIRA, 2009).  

 

Além dos efeitos psicoativos bem estabelecidos na literatura, a cafeína também exerce 

efeitos sobre outros sistemas orgânicos, como os sistemas cardiovascular, respiratório, renal, 

gastrointestinal e imunológico. Estudos sugerem que o consumo de café pode ser um fator de 

proteção contra doenças crônicas e autoimunes, como, diabetes mellitus tipo 2 e doença 

hepática (DOYLE; RANGANATHAN; CHEONG, 2017; FENTON et al., 2015; NIEBER, 

2017; PRAY; YAKTINE; PANKEVICH, 2014; WELSH; PAN; BELIK, 2015).  

Apesar de muitos estudos sugerirem efeitos benéficos da cafeína na saúde, deve-se 

alertar para o risco de toxicidade apresentado por altas dosagens dessa substância (acima de 15 

mg/L no plasma). A U.S. Food and Drug Administration (FDA) determinou que é pouco 

provável que a ingestão diária total de 400 mg de cafeína represente um risco de danos graves 

para a população de adultos em geral (WILLSON, 2018). Além disso, a cafeína pode afetar 

Adenosina Cafeína 
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absorção e excreção de nutrientes essenciais, bem como os processos de reabsorção que 

ocorrem no intestino e no fígado (CUNHA, 2012). 

 

2.2. Cafeína e sistema imune 

Além dos bem definidos efeitos da cafeína sobre a estimulação do sistema nervoso 

central, estudos evidenciaram que a cafeína e seus metabólitos são capazes de modular o 

sistema imune. A cafeína exerce seus efeitos pela atuação nos receptores de adenosina e pelo 

acúmulo de AMPc nas células por meio da inibição das enzimas fosfodiesterase de AMPc, que 

subsequentemente causam ativação da proteína quinase A (PKA). Existem, portanto, dois 

mecanismos prováveis pelos quais a cafeína pode modular a resposta imunológica 

(CARVALHO JÚNIOR, 2017; FREDHOLM et al., 1999; HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 

2006).  

Nos últimos anos tem crescido o espectro de estudos sobre os efeitos da cafeína no 

sistema imune (AL REEF; GHANEM, 2018a). Um grande problema enfrentado por esses 

estudos é a determinação da dose de cafeína testada, uma vez que o consumo de cafeína varia 

muito de pessoa para pessoa e de país para país. Além disso, mesmo dentro de uma população, 

o consumo de cafeína pode resultar em concentrações plasmáticas diferentes devido ao seu 

metabolismo e hábitos de vida (HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2006). Estudos sugerem 

que a cafeína atua, geralmente, de forma anti-inflamatória em múltiplos componentes do 

sistema imunológico (Fig. 3), por meio da ligação aos receptores A2A nas células imunes 

(SHARIF et al., 2017). Acredita-se que seus efeitos sejam dependentes da dosagem 

administrada. 
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Fig. 3 – Efeitos moduladores da cafeína no sistema imune. A cafeína atua modulando a atividade e diferenciação 
celular, a produção de citocinas e de anticorpos (Adaptado de SHARIF et al., 2017). 

 

Geralmente, ao se ligar aos receptores A1, a adenosina causa uma inibição da adenilil 

ciclase, levando a uma redução intracelular de AMPc. Contudo, ao ligar-se aos receptores do 

tipo A2a, ocorre uma estimulação da atividade da adenilil ciclase, acumulando AMPc nas 

células. A cafeína também atua na inibição da atividade da fosfodiesterase de AMPc (Fig. 4), 

levando ao acúmulo de AMPc no meio intracelular. O AMPc, por sua vez, ativa a PKA, 

bloqueando a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, TNF e IFN-γ, e estimulando 

produção de IL-10. Evidências sugerem que concentrações plasmáticas em torno de 100μM de 

cafeína são capazes de inibir a enzima fosfodiesterase, resultando em acúmulo de AMPc no 

espaço intracelular de células do sistema nervoso central (AL REEF; GHANEM, 2018b; ATIK 

et al., 2017).  
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Fig. 4 – Mecanismo e efeitos moduladores da cafeína no sistema imune. A cafeína, ao se ligar aos receptores 
A2a na superfície de células imunes, estimula a enzima adenilil ciclase e inibe a fosfodiesterase, resultando em 
acúmulo de AMPc. O AMPc estimula a PKA que, por sua vez, bloqueia a produção de citocinas pró-inflamatórias, 
que atua por diversas vias na resposta imunológica (AL REEF; GHANEM, 2018b). 

 

Um estudo verificou que a cafeína é capaz de suprimir a proliferação de linfócitos. Além 

disso, a cafeína, em altas doses, foi capaz de reduzir a atividade de macrófagos e células NK, 

ao contrário do efeito verificado em doses baixas, que aumentou a atividade dessas células. 

Esse efeito pró-inflamatório proporcionado por uma baixa dosagem é provavelmente causado 

pela saturação dos receptores de adenosina, independente da sua ação inibitória de 

fosfodiesterase. As altas concentrações, por sua vez, reduzem a atividade fagocítica e a 

viabilidade de macrófagos (AL REEF; GHANEM, 2018b; SHARIF et al., 2017). 

Verifica-se, portanto, que a cafeína exerce efeitos moduladores no sistema imune pela 

via da sinalização purinérgica através da ligação aos receptores de adenosina e das interações 

com as enzimas adenilil ciclase e fosfodiesterase. Seus efeitos são dependentes da concentração 

de cafeína disponível. Deste modo, pode estimular respostas pró ou anti-inflamatórias de acordo 

com a dosagem de cafeína administrada. 
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2.3. Sinalização Purinérgica 

A sinalização purinérgica compreende vias de comunicação celular diretamente 

relacionada com respostas imunes, processos inflamatórios, dor, coagulação, vasodilatação 

mediada pelo endotélio, proliferação e apoptose (ALTENHOFEN, 2013).  

A adenosina trifosfato (ATP) é a principal molécula sinalizadora do sistema purinérgico. 

Está presente em todas as células, sendo uma fonte de energia, proveniente da respiração 

celular. Em situações de dano e morte celular, a molécula de ATP pode ser liberada para o meio 

extracelular. Após a liberação, o ATP se acumula no meio extracelular e desempenha efeitos 

excitatórios em muitas células. Na ausência de morte celular, o ATP pode ser liberado em 

resposta a outros tipos de estresse celular, como estimulação mecânica, hipóxia e infecção 

(BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). 

Uma vez que o ATP é liberado para fora das células, sua concentração no meio 

extracelular é regulada pela ação de ectonucleotidases (Fig. 5), enzimas localizadas na 

superfície celular com um sítio catalítico orientado para o meio extracelular. Essas enzimas são 

responsáveis pela cascata de hidrólise que resulta na degradação de nucleotídeos presentes no 

espaço extracelular. As ectonucleotidases compreendem várias famílias de proteínas com 

diferentes especificidades de substrato (ZIMMERMANN, 2011). 

 

Fig. 5 – Componentes da sinalização purinérgica. Após um estímulo externo, a molécula de ATP pode ser 
liberada no meio extracelular através do canal panexina 1. Essa liberação de ATP leva à estimulação autócrina dos 
receptores P2X e hidrólise da molécula de ATP a adenosina pela ação de ectonucleotidases. A adenosina ativa os 
receptores do tipo P1 ou pode ser internalizada para reciclagem por canais específicos. No meio extracelular, a 
adenosina pode ser convertida à inosina pela ação de enzima adenosina desaminase (ADA). Adaptada de JUNGER 
(2011). 
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No espaço extracelular, o ATP é hidrolisado pela ação de enzimas pertencentes a três 

famílias das ectonucleotidases: fosfatase alcalina, ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases 

(E-NTPDases) e ectonucleotídeos pirofosfatases / fosfodiesterases (ENPPs) (CEKIC; 

LINDEN, 2016). A enzima ecto-NTPDase (CD39) hidrolisa a molécula de ATP a ADP e 

posteriormente à uma forma mais simples, o AMP. Essa molécula, por sua vez, tem o grupo 

fosfato removido pela ação da enzima ecto-5’-nucleotidase (CD73), que leva à produção de 

adenosina (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). O controle  da sinalização adenosinérgica 

ocorre pela ação da enzima adenosina desaminase que catalisa a desaminação da adenosina a 

inosina e amônia (ZAVIALOV; ENGSTRÖM, 2005). 

Adenosina está relacionada com a síntese de ácidos nucleicos, além de atuar no 

metabolismo de aminoácidos e na modulação do estado metabólico celular (ALTENHOFEN, 

2013). A adenosina tem sua ação sobre os receptores da família P1, na qual são descritos 4 

subtipos (A1, A2a, A2b e A3) (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015). Quando presente no meio 

extracelular, a adenosina é capaz de se ligar aos receptores do tipo A2a e A2b na membrana 

celular e atuar antagonizando os efeitos do ATP extracelular.  

 

2.4. Sinalização purinérgica e sistema imune 

É estabelecido na literatura o papel da sinalização purinérgica na regulação de vários 

subconjuntos de células imunes (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Essa regulação se dá 

principalmente pela ação do ATP e de outros nucleosídeos e nucleotídeos no meio extracelular.  

O estresse celular ou apoptose desencadeia a liberação de ATP e outros nucleotídeos no 

espaço extracelular (CEKIC; LINDEN, 2016). Após a lesão tecidual ou infecção, a sinalização 

purinérgica pode ser dividida em três fases (Fig. 6). Na primeira fase, denominada de fase 

aguda, ocorre um rápido efluxo de ATP para o meio extracelular. Esse ATP acumula no espaço 

extracelular e estimula células do sistema imune. Em seguida, têm-se a fase subaguda, com uma 

redução da concentração de ATP extracelular e aumento da concentração de adenosina. A 

ativação dos receptores A2a e A2b pela adenosina servem para controlar a intensidade da 

resposta inflamatória. Por fim, ocorre a terceira fase, denominada de fase crônica, caracterizada 

por uma baixa relação ATP/ADO e pelo desenvolvimento de processos cicatriciais (CEKIC; 

LINDEN, 2016; LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019). 
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Fig. 6 – Fases da sinalização purinérgica após injúria tecidual. Em resposta à injúria celular ou infecção, ocorre 
a liberação de ATP no meio extracelular que resulta na ativação de receptores do tipo P2. Esse mecanismo, por 
sua vez, estimula a quimiotaxia e ativação de células imunes. Esse processo é a fase aguda, onde ocorre o início 
do processo inflamatório. A segunda fase, denominada subaguda, é caracterizada por uma redução da liberação de 
ATP e desfosforilação dessa molécula a adenosina, pela ação de ectonucleotidases presentes na membrana celular. 
Ocorre, portanto, acúmulo de adenosina, que atua nos receptores do tipo P1. Esses eventos limitam a extensão e a 
duração da resposta pró-inflamatória. A fase crônica está associada com redução da razão ATP/ADO e uma 
persistente ativação do receptor de adenosina nos macrófagos residentes nos tecidos. Essa persistente ativação dos 
receptores de adenosina A2B produz inflamação de baixo grau persistente, fibrose e angiogênese. (CEKIC; 
LINDEN, 2016) 

 

A estimulação dos receptores do tipo P2 pelo ATP resulta em ativação e quimiotaxia de 

células do sistema imune, como fagócitos, células dendríticas, mastócitos e linfócitos (CEKIC; 

LINDEN, 2016). A ativação autócrina dos receptores P2 têm importantes funções na 

amplificação de sinais do TCR e na comunicação entre células T e apresentadoras de antígenos 

(APC). Além disso, o ATP extracelular modula a resposta imune estimulando a maturação de 

células dendríticas imaturas e a secreção de citocinas inflamatórias por monócitos, macrófagos 

e células dendríticas. O ATP também pode estimular um aumento na degranulação de 

eosinófilos, bem como na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e adesão ao 

endotélio. O ATP extracelular é, também, um importante sinal na ativação do inflamassoma 

desencadeando a síntese e liberação de IL-1β (SALLES, 2011). 

Em contrapartida, o acúmulo de adenosina resulta em respostas antagônicas às 

desencadeadas pelo ATP extracelular. A ativação dos receptores P1 em monócitos e neutrófilos 

suprime a produção de IL-12, prevenindo assim a inflamação induzida pela injúria tecidual. A 

adenosina também modula a secreção de outras citocinas, reduzindo a produção de citocinas 
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pró-inflamatórias, como TNF, e estimulando a produção das citocinas anti-inflamatórias, como 

IL-10 (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016). A adenosina inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias por macrófagos e aumenta a IL-10 em resposta ao LPS. Essa molécula também 

atua sobre as células dendríticas inibindo sua maturação e produção de citocinas necessárias na 

diferenciação de células Th1 além de aumentar a produção de citocinas que contribuem para a 

polarização em Th17 (CEKIC; LINDEN, 2016; CRONSTEIN, 1994). Dado os efeitos 

imunomoduladores da adenosina é possível afirmar também que a ADA apresenta uma 

importante função no sistema imune, uma vez que essa enzima é capaz de controlar os níveis 

de ADO no meio extracelular (FRANCO et al., 1997). 

Em síntese, pode-se afirmar que o ATP extracelular liberado de células injuriadas 

estimulam a quimiotaxia, a maturação de células do sistema imune e a produção de citocinas 

pró-inflamatórias, que resultam na ativação de fagócitos e no estabelecimento de uma resposta 

inflamatória. Adenosina, por sua vez, exerce um efeito contrário, inibindo a ativação de 

fagócitos e reduzindo o estado inflamatório pela estimulação da produção de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-10, por células do sistema imune. 

 

2.5. Leishmania e leishmaniose 

Leishmanioses são um grupo de doenças parasitárias, transmitidas por flebotomíneos, 

causadas por mais de 20 espécies de protozoários do gênero Leishmania (OMS). Esse complexo 

de doenças é caracterizado pela sua diversidade e complexidade. Apresenta uma distribuição 

mundial, presente em todos os continentes, sendo endêmica em regiões tropicais e subtropicais 

(HERWALDT, 1999; STEBUT, 2014). 

Os parasitos do gênero Leishmania apresentam ciclo de vida heteroxeno, necessitando, 

desta forma, de um hospedeiro invertebrado e um vertebrado. A transmissão ocorre a partir da 

injeção de promastigotas metacíclicas juntamente com a saliva do flebotomíneo infectado 

durante o repasto sanguíneo. No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas são 

fagocitadas por células do sistema imune e se diferenciam em amastigotas, forma intracelular 

obrigatória. As amastigotas são adaptadas para sobreviver no fagolisossomo dessas células. 

Essas formas se multiplicam e são fagocitadas por outras células. O ciclo se inicia, no 

hospedeiro invertebrado, quando esse alimenta-se de sangue com macrófagos infectados com 

amastigotas (Fig. 7). Após a ingestão, no intestino médio do flebotomíneos, as amastigotas se 

diferenciam em promastigotas procíclicas. Essas, por sua vez, diferenciam em formas 

nectomonadas, que migram para regiões anteriores do intestino onde dão origem às formas 
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leptomonadas. Essas se replicam e diferenciam em formas metacíclicas. A forma infectante ao 

hospedeiro vertebrado pode responder a estímulos ambientais, se diferenciando em formas 

retroleptomonadas, após repastos adicionais de sangue não infectado. As retroleptomonadas se 

multiplicam no flebotomíneos amplificando o número de formas metacíclicas. Isso contribui 

para o aumento do número de formas infecciosas e consequentemente para a transmissão da 

doença (NEVES et al., 2005; SERAFIM et al., 2018). 

 

 

Fig. 7 – Estágio do ciclo de vida do parasito no hospedeiro invertebrado. A figura (a) apresenta o 
desenvolvimento de parasitos do gênero Leishmania no intestino dos flebotomíneos. A figura (b) mostra a 
diferenciação do parasito em formas retroleptomonadas replicativas após repastos adicionais de sangue não 
infectado (SERAFIM et al., 2018).  

 

A manifestação clínica da doença é variável e dependente da espécie do parasito. Além 

disso, o estado imunológico do hospedeiro também é um fator importante na determinação do 

curso da doença (NEVES et al., 2005).  

Esse complexo de doenças pode ser organizado em grupos, com base nas características 

das manifestações clínicas, em leishmaniose cutânea difusa ou localizada, leishmaniose 

mucocutânea e leishmaniose visceral. Uma outra forma de classificação reúne as três primeiras 

formas em um único grupo, a leishmaniose tegumentar, mantendo a leishmaniose visceral em 

outro grupo (PEREIRA, 2010). 

A forma da doença causada pela espécie L. major é a leishmaniose tegumentar, que 

ocorre comumente no Velho Mundo. A doença causada por essa espécie de parasito é 

caracterizada pela formação de úlceras indolores, quando as lesões não se agravam, e úmidas. 
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Apesar de ser uma espécie do Velho Mundo, no Brasil, alguns casos de leishmaniose cutânea 

americana foram associados a uma espécie fenotipicamente similar a L. major (MOMEN et al., 

1985; NEVES et al., 2005; PEREIRA, 2010; STEBUT, 2014). 

2.6. Leishmania e sistema imune 

Durante o repasto sanguíneo de flebotomíneos infectados, macrófagos e neutrófilos 

migram para o sítio de infecção e fagocitam os parasitos que são injetados no hospedeiro. O 

macrófago é uma das principais células de defesa do organismo. Entretanto, Leishmania é capaz 

de sobreviver aos efeitos microbicidas e multiplicar no interior dessas células. Macrófagos são 

capazes de estimular a produção de IFN-γ por outras células do sistema imune. Essa citocina 

atua nos macrófagos estimulando a produção de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, 

que são tóxicos ao parasito (LIESE; SCHLEICHER; BOGDAN, 2008; PETERS et al., 2008). 

Células dendríticas também estão envolvidas na resposta imune contra a Leishmania. 

Essas células produzem IL-12 em resposta à infecção por algumas espécies do parasito. A 

produção dessa citocina é fundamental no estabelecimento de uma resposta Th1, protetora ao 

hospedeiro (PEREIRA, 2010; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). A estimulação 

diferencial dos subtipos de linfócitos T CD4 + parece ser de importância primordial na 

determinação da progressão da doença. Os subtipos de células T CD4+ são definidos pelas 

citocinas produzidas logo após a estimulação. As células do tipo Th1 tem perfil mais pró-

inflamatório, produzindo IL-2, IL-12, TNF e IFN-γ, enquanto as células do tipo Th2 produzem 

IL-4, IL-5 e IL-10. Essas citocinas produzidas pelo sistema imune em resposta à infecção por 

Leishmania determinam a evolução do quadro clínico (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 

2016; NEVES et al., 2005; NYLÉN; GAUTAM, 2010; SCOTT; NOVAIS, 2016). As citocinas 

IL-12 e IFN-γ são duas moléculas centrais para muitas abordagens de imunoterapia para 

leishmaniose (TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). A citocina IL-12 tem sua 

importância na diferenciação de células T para Th1 e na estimulação da produção de IFN-γ por 

células NK e linfócitos T.  

Em paralelo ao tipo de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro para combater a 

infecção, a sobrevivência do parasito é dependente de estratégias de evasão do sistema imune 

(BOGDAN; RÖLLINGHOFF, 1998). A via de sinalização purinérgica é uma das vias utilizadas 

por parasitos do gênero Leishmania para evadir da resposta imune e garantir sua permanência 

no hospedeiro (FIGUEIREDO; SOUZA-TESTASICCA; AFONSO, 2016).  
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2.7. Leishmania e sinalização purinérgica 

É sabido que parasitos do gênero Leishmania são incapazes de sintetizar nucleotídeos 

de purina pela via “de novo”, sendo necessária outras formas de obtenção desses nutrientes. A 

alternativa é através da via de salvação de purinas do hospedeiro para satisfazer suas 

necessidades. Foi demonstrado que L. amazonensis apresenta atividade da ENTPDase e ecto-

5’-nucleotidase. Essas enzimas atuam na conversão de ATP à adenosina, que por sua vez, é 

internalizada pelo parasito (MARQUES-DA-SILVA et al., 2008).  

A ADA também é uma importante enzima envolvida no metabolismo do ATP 

extracelular. Contudo, ainda são escassos os estudos que investigam o papel da ADA no 

contexto da infecção por Leishmania. Dados recentes do nosso laboratório demonstraram pela 

primeira vez a atividade da adenosina desaminase em L. amazonensis, L. major e L. braziliensis. 

Foi verificado também que macrófagos de linhagem infectados por promastigotas metacíclicas 

tem uma tendência a aumentar a atividade da ADA. 

A presença das ectonucleotidases exerce importante papel no estabelecimento da 

infecção por Leishmania. Além de contribuir para a sobrevivência do parasito, as 

ectonucleotidases interferem no estabelecimento de uma resposta imune eficaz contra a 

Leishmania através de mecanismos supracitados. O aumento da atividade das ectonucleotidases 

expressas no parasito tem uma correlação com sua potencial infectividade. Foi observado que 

parasitos com alta atividade ectonucleotidásica possuem maior capacidade de infectar 

macrófagos peritoneais obtidos de camundongo  (DE ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et 

al., 2008; DE SOUZA et al., 2010). 

A atividade de ectonucleotidades em L. amazonensis, portanto, tem um papel 

fundamental na modulação da resposta imune dos macrófagos. Alguns autores sugerem que o 

nível de atividade da E-NTPDase pode propiciar a sobrevivência do parasito por meio da 

inibição na produção de óxido nítrico por células J774A.1 ativadas. Eles mostraram que ao 

inibir a atividade da E-NTPDase com um inibidor específico a produção de NO não é reduzida, 

o que contribui para a eliminação do parasito. Além disso, verificaram também que a atividade 

ectonucleotidásica de L. amazonensis contribui para a redução da produção de citocinas 

inflamatórias, como IL-12 e TNF, pelas células estimuladas (GOMES et al., 2015). 

As ectonucleotidades expressas na membrana do parasito apresentam um elevado 

potencial na virulência de Leishmania, uma vez que contribuem para a formação e acúmulo de 
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adenosina no meio extracelular, que atua na modulação da resposta imune contra o parasito. 

Tem sido mostrado uma forte relação entre a atividade da ectonucleotidase e a virulência do 

parasito. Foi demonstrado, também, que a presença de 3’-ectonucleotidase favorece o controle 

da resposta imune inata via degradação das armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs). 

Tudo isso evidencia o papel das ectonucleotidases enquanto importante fator de virulência dos 

parasitos do gênero Leishmania (FIGUEIREDO; SOUZA-TESTASICCA; AFONSO, 2016). 
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3. JUSTIFICATIVA 

As leishmanioses são um complexo de doenças infecto-parasitárias negligenciadas, que 

além de causar manifestações clínicas diversas podem levar o indivíduo ao óbito, se não tratada. 

O estabelecimento de uma resposta imune eficaz contra o parasito é uma estratégia desejável 

para evitar a manutenção e progressão da doença. Sabe-se que esses parasitos possuem 

mecanismos que os possibilitam evadir do sistema imune, garantindo sua sobrevivência no 

hospedeiro. Um desses mecanismos é o controle de nucleotídeos e nucleosídeos no meio 

extracelular, através da ação de ectonucleotidases. A adenosina é uma molécula com grande 

potencial imunossupressor, o que favorece a permanência da infecção. A utilização de 

moléculas antagonistas da adenosina pode levar a uma resposta inflamatória mais efetiva, 

resultando na eliminação do parasito. A cafeína, amplamente consumida pela sociedade, é um 

antagonista não específico da adenosina, capaz de ligar aos seus receptores, impedindo sua ação 

sobre o sistema imune. Sabe-se que a cafeína tem um potencial imunomodulador sobre células 

imunes e sobre a secreção de citocinas. Contudo, não se tem claro sua ação em modelos de 

infecção, uma vez que apenas um estudo avaliou o papel da cafeína na infecção in vivo por 

Leishmania. Deste modo, nosso estudo é o primeiro a avaliar a relação entre cafeína, sistema 

imune e sinalização purinérgica no contexto da infecção in vitro por L. major. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito da administração de cafeína em parâmetros imunológicos e enzimáticos na 

infecção in vitro de macrófagos J774A.1 por L. major. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 Determinar a viabilidade de L. major e células J774A.1 expostas a 

diferentes concentrações de cafeína.  

 Avaliar o efeito da administração de cafeína sobre a atividade da ADA 

em células J774A.1. 

 Determinar o efeito da cafeína sobre a infecção em macrófagos da 

linhagem J774A.1 por L. major.  

 Avaliar a produção de NO e citocinas por macrófagos da linhagem 

J774A.1 infectados por L. major e tratados com cafeína. 
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5. METODOLOGIA 

5.1. Crescimento de L. major em meio enriquecido com cafeína 

As formas promastigotas, após o descongelamento, foram cultivadas em garrafas de 

cultura com meio Grace enriquecido com soro fetal bovino (10%), L-glutamina 2mM e 

penicilina G 100U/mL, com pH igual a 6,5. A cultura foi iniciada com 1 x 105parasitos/mL e 

incubada a 25°C. Foram realizados repiques dos parasitos a cada três dias, de modo a manter a 

cultura e o número adequado de parasitos. 

Formas promastigotas de L. major (MHOM/IL/1980/FRIEDLIN) foram cultivadas em 

garrafas de cultura contendo meio Grace completo adicionado de cafeína nas concentrações de 

10μM e 1000μM. A cultura foi iniciada com 1 x 105parasitos/mL e incubada a 25°C, durante 8 

dias. 

A viabilidade do parasito exposto à cafeína foi avaliada por meio da curva de 

crescimento. Durante sete dias consecutivos, sempre no mesmo horário, foram retiradas 

alíquotas para a contagem do número de parasitos em câmara de Neubauer. Posteriormente, foi 

confeccionado o gráfico de crescimento e a concentração de parasitos no meio foi expressa em 

escala logarítmica. 

 

5.2. Viabilidade de células J774A.1 tratadas com cafeína 

Foram realizados cultivos de macrófagos da linhagem J774A.1 para posterior ensaio de 

citotoxicidade. As células foram descongeladas e cultivadas em garrafa contendo meio de 

cultura próprio para J774A.1, composto por DMEM enriquecido com soro fetal bovino (10%), 

penicilina G 100U/mL, L-glutamina 2mM, aminoácidos não essenciais 1%, piruvato de sódio 

1mM, HEPES 1M e NaHCO3 7,5%, pH ajustado para 7,2. 

A cultura foi iniciada com 1 x 104células/mL. O valor foi quantificado, pela contagem 

na câmara de Neubauer com o auxílio do corante azul de Trypan. Os macrófagos foram 

incubados em estufa à 37°C e 5% de CO2. Após o período de recuperação (aproximadamente 5 

dias) foram realizados repiques para a manutenção da cultura de células. 

Para a determinação da citotoxicidade da cafeína foi realizado o ensaio de redução de 

tetrazólio (MTT). A suspensão de células foi ajustada para um valor de 1 x 104macrófagos por 

poço e distribuída em placa de cultivo de 96 poços. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC 

com 5% de CO2 durante uma hora, para adesão dos macrófagos aos poços. Após esse período, 

os poços foram esgotados, retirando o meio e, consequentemente, as células não aderidas. 
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O ensaio de viabilidade foi realizado na ausência (grupo controle) e na presença de 

cafeína diluída em meio para J774A.1, em diferentes concentrações, sendo as concentrações de 

10μM, 100μM, 500μM, 750μM e 100μM. As placas foram incubadas a 37°C, com 5% de CO2, 

expostas ao tratamento durante 24, 48 ou 72 horas. 

Após os diferentes períodos de incubação, foram adicionados aos poços solução de MTT 

(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)]- 2,5-difeniltetrazólio) em PBS, a 2,5 mg/mL. As placas 

foram incubadas novamente, por um período de 4 horas a 37°C, com 5% de CO2. As placas 

incubadas foram, posteriormente, tratadas com solução de SDS (dodecil sulfato de sódio) 10% 

em HCl 0,01M, para solubilização dos cristais de formazan formados a partir da redução do 

MTT pelas células viáveis. As placas foram novamente incubadas overnight. 

Posteriormente, as placas foram submetidas à leitura fotométrica, realizada em leitor de 

microplaca, na qual a densidade ótica foi lida com comprimento de onda de 570nm. Os dados 

dos valores de densidade ótica obtido foram transcritos para o software SoftMax® para 

subtração do branco.  

 

5.3. Atividade da adenosina desaminase de células J44A.1 tratadas com cafeína 

A atividade da enzima adenosina desaminase foi medida em células J774A.1 a partir de 

adaptação do método Giusti e Galanti (1974). A atividade da ADA em J774A.1 foi determinada 

pela quantificação de NH3 liberada a partir da reação de Berthelot (Weisman et al.,1988). 

Células J774A.1 foram plaqueadas em placas de 12 poços de baixa aderência na 

concentração de 5 x 105células por poço. Após um período necessário para que as células 

aderissem fracamente aos poços, os macrófagos de linhagem foram tratados com meio para 

J774A.1 enriquecido com cafeína nas concentrações de 10μM, 50μM e 100μM. Além disso, foi 

acrescentado aos poços LPS 100pg/mL e IFN-γ 10U/mL. As células foram incubadas a 37°C / 

5% CO2 por 24 horas. 

Decorrido as 24 horas, as células foram ressuspendidas, retiradas da placa e 

centrifugadas. Em seguida foi realizado o ajuste de concentração para 5x105células/mL. 

Posteriormente foi realizado o ensaio para avaliar a atividade enzimática da adenosina 

desaminase. As amostras foram incubadas a 37°C durante 1 hora após a adição de adenosina 

21mmol/L. A reação foi interrompida por meio da adição de 0.16mmol/L da solução de 

nitroprussiato de sódio/mL.  

Controles com a adição da preparação enzimática após mistura com o reagente 

nitroprussiato de sódio foram usadas para corrigir a hidrólise espontânea dos substratos.  
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As amostras foram acrescidas do reagente hipoclorito de sódio 125/11mmol/L em 

NaOH 0,6M. Em seguida foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a leitura do ensaio 

colorimétrico foi feita a 620nm. As absorbâncias das amostras foram analisadas utilizando-se 

o software SoftMax Pro 7®. 

 

5.4. Infecção experimental de células J774A.1 por L. major 

 

Para a realização da infecção das células J774A.1 com parasitos da espécie L. major foi 

necessário fazer o enriquecimento de formas metacíclicas. As formas promastigotas 

metacíclicas foram obtidas através de uma adaptação do protocolo descrito por SPÄTH & 

BEVERLEY (2001). 

Após 5 dias de cultura, período correspondente à fase estacionária de crescimento, uma 

alíquota da cultura foi coletada para a realização da contagem do número de parasitos, na 

câmara de Neubauer. Posteriormente, foi realizado a lavagem com salina tamponada com 

fosfato (PBS), por meio da centrifugação a 1540g / 4 °C / 10min. O procedimento de lavagem 

foi realizado 2 vezes. Após a lavagem, os parasitos foram ressuspendidos em DMEM, pH 7,2., 

e distribuídos em alíquotas de 2mL. Sob a suspensão foi adicionado 2 mL de Ficoll 10% (50% 

de Ficoll 20% + 10% de Salina 10X + 40% de água milli-Q). O gradiente formado foi 

centrifugado a 1070g / 25°C / 15min, com aceleração lenta e o freio da centrífuga desligado. 

Esse processo permite separar as formas metacíclicas, no sobrenadante, das formas procíclicas, 

que ficam no pellet formado. O sobrenadante foi coletado e as formas metacíclicas submetidas 

à lavagem com PBS, para remoção do Ficoll 10%. O sobrenadante gerado a partir da lavagem 

foi descartado e os parasitos foram ressuspendidos em PBS. Novamente, foi realizado a 

contagem na câmara de Neubauer, para o cálculo de rendimento de metacíclicas. 

Macrófagos de linhagem J774A.1 foram plaqueados, na concentração de 2,0 x 

105células/mL, em placa sobre lamínula de vidro. As células foram incubadas, por 60 minutos, 

a 37°C/5% CO2 para que as células ficassem aderidas às lamínulas. Em seguida, o sobrenadante 

foi coletado e os poços foram lavados com PBS para remoção das células não aderidas. Para 

infecção foram utilizadas as formas promastigotas metacíclicas de L.major enriquecidas. Os 

parasitos foram adicionados na proporção de três metacíclicas por macrófago, em 1mL de meio. 

A placa foi incubada por 3 horas a 33°C / 5% CO2. Logo em seguida, o sobrenadante foi 

coletado e os poços foram lavados com PBS para remoção dos parasitos que não infectaram as 

células J774A.1. Aos poços foram adicionados 1mL de meio de cultura para célula. Os 
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macrófagos de linhagem foram estimulados com LPS 100pg/mL e IFN-γ 10U/mL e incubadas 

por 72 horas a 37°C / 5% CO2. 

Foram realizados diferentes procedimentos de tratamentos com cafeína durante a 

infecção. Células J774A.1 foram tratadas com meio enriquecido com cafeína 10μM, nos 

respectivos tempos: 30 minutos antes da infecção; 30 minutos antes da estimulação com LPS e 

IFN-γ; e no momento da estimulação com LPS e IFN-γ. Após as 72 horas, o sobrenadante foi 

coletado e armazenado a -20°C, para posterior dosagem de citocinas. As citocinas (TNF e IL-

10) foram dosadas pelo método de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA).  

A determinação da produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos de linhagem tratados 

com cafeína e estimulados com LPS + IFN-γ foi realizada pela dosagem baseada na reação de 

Griess. Células J774A.1 foram incubadas em placa de 12 poços na concentração de 2 x 105 

células/poço, à 37°C e 5% de CO2. Células da linhagem J774A.1 foram incubadas em meio 

contendo 10 μM cafeína e estímulo (LPS + IFN-γ), durante 24 horas.  

Após o tempo de tratamento, o sobrenadante foi coletado dos poços e transferidos para 

outra placa. Procedeu-se com o ensaio de Griess, que consiste na detecção de nitrito (NO2-), 

resultante da oxidação do NO presente no sobrenadante da cultura. Em uma placa de ELISA de 

96 poços foi adicionado 50 μL do sobrenadante de cultura em duplicata. Posteriormente foi 

adicionado aos poços o reagente de Griess, preparado a partir das soluções de sulfanilamida 1% 

diluída em H3PO4 2,5% e de Dicloreto de N(1-naftil) etilenadiamina 0,1% diluído em H3PO4 

2,5%. A curva padrão foi preparada com oito pontos, correspondente à leitura de oito poços. O 

padrão (solução de nitrito de sódio) foi adicionado ao primeiro poço (50 μL) e procedeu-se com 

a diluição seriada. Após a incubação durante 10 minutos, a 25°C e ao abrigo da luz, foi realizada 

a leitura no espectrofotômetro a 540nm. As absorbâncias das amostras foram analisadas 

utilizando-se o software SoftMax Pro 7®. 

As células foram fixadas nas lamínulas com metanol e coradas pela técnica de Panótico 

Rápido para avaliação da taxa de infecção. Realizou-se a contagem de 200 células, avaliando-

se a quantidade de células infectadas. Os resultados foram expressos em percentual de células 

infectadas. 

 

5.5. Análise estatística dos dados 

As análises estatísticas dos dados obtidos nos experimentos foram realizadas com o 

software GraphPad Prism 5.0. Comparações entre os diferentes grupos testados foram avaliadas 

por análise de variância ANOVA One-Way com pós-teste Bonferroni ou Dunnett. Os grupos 
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testados em diferentes tempos foram avaliados por ANOVA Two-Way, com pós-teste de 

Bonferroni. Foram consideradas diferenças significativas para p < 0,05. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1. Cafeína altera o perfil de crescimento de L. major 

 

Avaliamos o efeito do tratamento com cafeína sobre o perfil de crescimento de L. major, 

nas concentrações de 10μM e 1000μM. Parasitos da espécie L. major foram cultivados, na 

concentração de 1 x 105parasitos/mL, em meio de cultura enriquecido ou não com cafeína nas 

concentrações de 10μM ou 1000μM. A contagem do número de parasitos (Fig. 8) foi realizada 

durante 7 dias, em intervalo de 24 horas. 

A curva de crescimento foi realizada com objetivo de determinar a concentração de 

cafeína a ser utilizada em outros experimentos. 
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Fig. 8 – Papel do tratamento com cafeína no perfil de crescimento de L. major. Foram incubados 1 x 105 
parasitos/mL na ausência ou presença de 10μM ou 1000μM de cafeína. A contagem do número de parasitos em 
cultura foi realizada a cada 24 horas durante 7 dias. Os asteriscos representam a diferença estatística entre o grupo 
indicado (Cafeína 1000μM) e o grupo controle. O gráfico representa a média e o desvio-padrão de três 
experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

Conforme observado acima, a cafeína é capaz de reduzir a taxa de crescimento do 

parasito, na concentração de 1000μM, após 48 horas de tratamento. A concentração de 10μM 

de cafeína no meio não alterou o perfil de crescimento de L. major.  
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6.2. Cafeína é capaz de reduzir o crescimento de células J774A.1 

 

Células J774A.1 foram cultivadas por 24, 48 e 72 horas em meio enriquecido com 

cafeína conforme descrito na metodologia. As células foram expostas à diferentes 

concentrações de cafeína (10μM, 100μM, 500μM, 750μM e 1000μM). Após o período de 

incubação, procedeu-se com o ensaio de MTT para verificação da viabilidade (Fig. 9). 

Iniciamos o teste de viabilidade celular com o objetivo de determinar a dose de cafeína 

que seria posteriormente utilizada em outros experimentos.  

Avaliamos o efeito das diferentes concentrações de cafeína sobre o perfil de crescimento 

das células J774A.1 ao longo do tempo (Fig. 9). Essa análise temporal foi realizada com o 

objetivo de determinar se ao longo do tempo as altas concentrações de cafeína são capazes de 

reduzir a viabilidade celular de macrófagos da linhagem J774A.1. 
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Fig. 9 – Crescimento de células J774A.1 tratadas com cafeína ao longo do tempo. Macrófagos de linhagem 
foram plaqueados na concentração de 1x104 células/poço, expostos à diferentes concentrações de cafeína e 
incubados durante 24, 48 e 72h a 37°C / 5% CO2. Após o período de incubação foi determinado a viabilidade 
celular pelo ensaio de MTT. O asterisco representa a diferença estatística para as concentrações marcadas entre os 
grupos indicados (24h e 72h). O gráfico representa a média e desvio-padrão de três experimentos independentes, 
realizados em quadruplicata. Para melhor apresentação gráfica dos dados, optamos por representar os desvios 
padrões em apenas uma direção para cada ponto. 
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A cafeína não altera a viabilidade de células J774A.1 quando administrada nas 

concentrações de 10μM e 100μM, uma vez que o crescimento ao longo do tempo acompanhou 

o grupo controle. Quando tratadas com concentrações a partir de 500μM, é possível notar que 

a viabilidade das células também não é comprometida, uma vez que há crescimento celular ao 

longo do tempo. Entretanto, as concentrações de 500μM, 750μM e 1000μM impedem o 

crescimento celular quando expostas à cafeína, durante 48h. Esse efeito é revertido em um 

tempo de 72 horas, no qual as células recuperam sua capacidade de crescimento. 
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6.3. Cafeína não altera a atividade da enzima adenosina desaminase 

 

A adenosina desaminase é uma importante enzima envolvida na via de sinalização 

purinérgica, pois atua controlando os níveis de adenosina por meio da sua desaminação 

hidrolítica até formação da inosina. Visto que a adenosina apresenta efeitos anti-inflamatórios 

sobre células do sistema imune, decidimos verificar se a cafeína teria influência na atividade da 

ADA. 

Para tanto, células J774A.1 foram expostas a diferentes concentrações de cafeína e 

estimuladas com LPS e IFN-γ, durante 24 horas a 37°C / 5% CO2. Após as 24 horas de 

incubação, foi determinada a atividade da adenosina desaminase, como descrito, pela 

quantificação de NH3 liberada.   
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Fig. 10 – Atividade da adenosina desaminase de células J774A.1 tratadas com cafeína e estimuladas com 
LPS e IFN-γ. Macrófagos de linhagem foram plaqueados na concentração de 1x105 células/poço, expostos à 
diferentes concentrações de cafeína, tratados com LPS e IFN-γ e incubados durante 24h a 37°C / 5% CO2. Após o 
período de incubação foi determinado a atividade da adenosina desaminase a partir da produção de NH3. O 
asterisco representa a diferença estatística entre os grupos indicados. O gráfico representa a média e desvio-padrão 
de pelo menos três experimentos independentes, realizados em duplicata. 

 

 A cafeína, em todas as concentrações testadas, foi incapaz de modificar a atividade da 

adenosina desaminase em um período de 24 horas. O estímulo com LPS e IFN-γ na ausência 

de cafeína, por sua vez, reduziu a atividade da enzima. 
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6.4. O tratamento com cafeína antes da infecção reverte a redução da taxa de 

infecção mediada pelo LPS e IFN-γ em células J774A.1 

 

Decidimos verificar se o tratamento com 10μM de cafeína administrada em diferentes 

momentos do curso da infecção causada por L. major em células J774A.1 altera a taxa de 

infecção. 

Para a avaliação da infecção (Fig. 11) as lamínulas foram fixadas com metanol, coradas 

com o kit Panótico rápido e analisadas em microscópio óptico.  
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Fig. 11 – Taxa de infecção de L. major em células J774A.1 tratadas com cafeína 10μM e estimuladas com 
LPS e IFN-γ Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço, infectadas com L. major 
e tratadas com 10μM de cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 3 horas. 
Após as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas novamente 
a 37°C / 5% CO2 durante 72h. As lamínulas foram fixadas com metanol e coradas com o kit de coloração Panótico 
rápido. A avaliação da infecção foi feita pela contagem de, no mínimo, 200 células. O asterisco representa a 
diferença estatística entre os grupos indicados e o controle infectado (JL). O gráfico representa a média e desvio-
padrão de três experimentos independentes, realizados em duplicata. 

 

 A ativação das células J774A.1 pelo LPS e IFN-γ foi capaz de reduzir a taxa de infecção 

por L. major. Esse efeito, contudo, não foi observado nas células tratadas com cafeína antes da 

infecção. Nesses grupos, a taxa de infecção manteve-se semelhante ao grupo controle não 

estimulado. 
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6.5. Tratamento com cafeína antes da infecção com L. major reduz a produção 

de óxido nítrico por células J774A.1 

 

Visto que a cafeína exerce alguns efeitos moduladores em células do sistema imune 

(SHARIF et al., 2017), decidimos verificar seu efeito sobre a produção de óxido nítrico por 

macrófagos de linhagem no contexto da infecção por parasitos da espécie L. major. 

Células J774A.1 foram tratadas com 10μM de cafeína, em diferentes tempos, durante 

72 horas, e estimuladas com LPS e IFN-γ, conforme descrito. A dosagem de óxido nítrico foi 

realizada nos sobrenadantes de cultura pelo método de Griess (Fig. 12). 
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Fig. 12 – Produção de óxido nítrico em células J774A.1 tratadas com cafeína 10μM e estimuladas com LPS 
e IFN-γ. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço e tratadas com 10μM de 
cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 3 horas. Após as três horas, as 
células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas novamente a 37°C / 5% CO2 
durante 72h. A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess. O gráfico representa a média e desvio-padrão 
de três experimentos independentes, realizados em duplicata. 

 

O tratamento com 10μM de cafeína não foi capaz de alterar a produção de NO por 

células J774A.1 estimuladas ou não com LPS e IFN-γ. 
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Células J774A.1 foram infectadas por L. major e tratadas com 10μM de cafeína, em 

diferentes momentos, durante 72 horas, como descrito (Fig. 13). 
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Fig. 13 – Produção de óxido nítrico em células J774A.1 infectadas com L. major e tratadas com cafeína 
10μM. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço, infectadas com L. major e 
tratadas com 10μM de cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 3 horas. 
Após as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas novamente 
a 37°C / 5% CO2 durante 72h. A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess. O asterisco representa a 
diferença estatística entre os grupos indicados. O gráfico representa a média e desvio-padrão de três experimentos 
independentes, realizados em duplicata. 

 

Células J774A.1 tratadas com cafeína 10μM momentos antes da infecção com L. major 

apresentam menor produção de óxido nítrico. A cafeína administrada nos momentos seguintes 

à infecção não altera a produção de óxido nítrico pelos macrófagos de linhagem. 
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6.6. Células J774A.1 infectadas com L. major tem maior produção de NO 

quando tratadas com cafeína após 3 horas de infecção 

 

Conforme descrito, a avaliação da produção de óxido nítrico foi realizada em células 

infectadas ou não por L. major. Comparamos o resultado encontrado anteriormente com os 

dados de produção de NO para os grupos não infectados, mas tratados com a mesma 

concentração de cafeína. 

Macrófagos de linhagem foram infectados ou não por L. major, estimulados com LPS e 

IFN-γ e tratadas com 10μM de cafeína, em diferentes tempos, durante 72 horas. A avaliação da 

produção de óxido nítrico foi realizada nos sobrenadantes de cultura pelo método de Griess 

(Fig. 14). 
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Fig. 14 – Produção de óxido nítrico em células J774A.1 infectadas ou não com L. major e tratadas com 
cafeína 10μM. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço, infectadas ou não com 
L. major e tratadas com 10μM de cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 
3 horas. Após as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas 
novamente a 37°C / 5% CO2 durante 72h. A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess. O asterisco 
representa a diferença estatística entre os grupos indicados. O gráfico representa a média e desvio-padrão de três 
experimentos independentes, realizados em duplicata. 

 

O tratamento com cafeína 3 horas após a infecção com L. major foi capaz de aumentar 

a produção de óxido nítrico em relação às células não infectadas.   
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6.7. Tratamento com cafeína não altera a produção de IL-10 por células J774A.1 

 

Uma vez que a produção de óxido nítrico reduziu após o tratamento com cafeína em 

células J774A.1 infectadas com L. major, decidimos verificar a produção da citocina IL-10 após 

o mesmo tratamento com cafeína 10μM, em células infectadas ou não. 

Após 72 horas de tratamento com cafeína em células J774A.1 não infectadas e 

estimuladas com LPS e IFN-γ, foi avaliada a produção da citocina nos sobrenadantes de cultura 

pelo método de ELISA (Fig. 15). 
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Fig. 15 – Produção de IL-10 em células J774A.1 expostas a 10μM de cafeína e estimuladas com LPS e IFN-
γ. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço e tratadas com 10μM de cafeína 
conforme descrito. Os tratamentos com cafeína nas células não infectadas foram realizados concomitante aos 
grupos que foram infectados (Fig. posterior). As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 3 horas. Após 
as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas novamente a 37°C 
/ 5% CO2 durante 72h. A dosagem de IL-10 foi realizada pelo método de ELISA. O gráfico representa a média e 
desvio-padrão de três experimentos independentes, realizados em duplicata. 

 

O tratamento com 10μM de cafeína não alterou a produção de IL-10 em células J774A.1 

estimuladas com LPS e IFN-γ. 
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Também foi avaliada a produção da citocina IL-10 pelas células J774A.1 infectadas por 

parasitos L. major, tratadas por 72 horas com cafeína 10μM administrada em diferentes 

momentos e estimuladas com LPS e IFN-γ (Fig. 16). 
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Fig. 16 – Produção de IL-10 em células J774A.1 infectadas com L. major expostas a 10μM de cafeína e 
estimuladas com LPS e IFN-γ. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço, 
infectadas com L. major e tratadas com 10μM de cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 
5% CO2 durante 3 horas. Após as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente 
foram incubadas novamente a 37°C / 5% CO2 durante 72h. A dosagem de IL-10 foi realizada pelo método de 
ELISA. O gráfico representa a média e desvio-padrão de três experimentos independentes, realizados em duplicata. 
 

  

O tratamento com 10μM de cafeína não foi capaz de alterar a produção de IL-10 em 

células J774A.1 infectadas com L. major e estimuladas com LPS e IFN-γ. 
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6.8. O tratamento com cafeína não altera a produção de TNF em células J774A.1 

infectadas ou não com L. major 

 

Visto que a cafeína não alterou a produção da citocina IL-10, decidimos avaliar também 

a produção de TNF, para verificar se a concentração de cafeína administrada estimulou uma 

resposta pró-inflamatória. 

O tratamento com cafeína foi realizado conforme descrito anteriormente. Após 72 horas, 

foi avaliada a produção da citocina nos sobrenadantes de cultura pelo método de ELISA, em 

células J774A.1 infectadas ou não por L. major e estimuladas com LPS e IFN-γ (Fig. 17 e Fig. 

18). 

J JC JE
JC

E1
JC

E2
JC

E3

0

100

200

300

400

LPS + IFN-

J774
J774 + cafeína
J774 + estímulo
Cafeína 3h antes do estímulo
Cafeína 30' antes do estímulo
Cafeína junto do estímulo

T
N

F
 (

pg
/m

L
)

  

Fig. 17 – Produção de TNF em células J774A.1 expostas a 10μM de cafeína e estimuladas com LPS e IFN-
γ. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço e tratadas com 10μM de cafeína 
conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 5% CO2 durante 3 horas. Após as três horas, as células 
receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente foram incubadas novamente a 37°C / 5% CO2 durante 72h. 
A dosagem de TNF foi realizada pelo método de ELISA. O gráfico representa a média e desvio-padrão de três 
experimentos independentes, realizados em duplicata. 
 

 O tratamento com cafeína na concentração de 10μM não alterou o padrão de produção 

da citocina TNF por células J774A.1. 
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Fig. 18 – Produção de TNF em células J774A.1 infectadas com L. major expostas a 10μM de cafeína e 
estimuladas com LPS e IFN-γ. Células J774A.1 foram plaqueadas na concentração de 2 x 105células/poço, 
infectadas com L. major e tratadas com 10μM de cafeína conforme descrito. As células foram incubadas a 33°C / 
5% CO2 durante 3 horas. Após as três horas, as células receberam o estímulo de LPS e IFN-γ. Posteriormente 
foram incubadas novamente a 37°C / 5% CO2 durante 72h. A dosagem de TNF foi realizada pelo método de 
ELISA. O gráfico representa a média e desvio-padrão de três experimentos independentes, realizados em duplicata. 

  

 Verificou-se que a o tratamento com cafeína 10μM antes ou durante o curso de infecção 

de células J774A.1 por parasitos L. major não foi capaz de alterar a produção da citocina TNF. 
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7. DISCUSSÃO 

A cafeína é uma molécula presente em diversos alimentos sendo amplamente consumida 

pela população mundial. Nos últimos anos tem sido descritos os principais efeitos moduladores 

da cafeína sobre o sistema imune. Por apresentar semelhança estrutural com a molécula de 

adenosina, a cafeína é capaz de se ligar aos seus receptores e antagonizar os seus efeitos nos 

sistemas orgânicos. Além disso, a cafeína também pode atuar na inibição de enzimas 

pertencentes à classe das fosfodiesterases, causando um aumento nas concentrações 

intracelulares de AMPc (FREDHOLM et al., 1999; HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2006; 

SHARIF et al., 2017). Sugere-se que os efeitos da cafeína sobre o sistema imune sejam 

dependentes da dosagem administrada. Deste modo, a cafeína pode apresentar efeitos tanto pró-

inflamatórios quanto anti-inflamatórios. 

Como mencionado anteriormente, a cafeína atua como um inibidor das enzimas 

pertencentes às classes das fosfodiesterases. Em nosso trabalho, buscamos avaliar o efeito da 

cafeína sobre o perfil de crescimento de L. major, uma vez que já é descrito na literatura a 

presença de três fosfodiesterases de nucleotídeos cíclicos, capazes de hidrolisar AMPc, em L. 

major (JOHNER et al., 2006). Iniciamos nosso estudo verificando o efeito da cafeína sobre o 

crescimento de L. major. Verificamos que a cafeína na concentração de 10μM em meio de 

cultura não altera o perfil de crescimento de L. major. O mesmo efeito foi observado para L. 

amazonensis tratadas com 100μM de cafeína (CARVALHO JÚNIOR, 2017). 

Contudo, parasitos em meio de cultura contendo 1000μM de cafeína apresentaram uma 

redução na taxa de crescimento após 48 horas. Deste modo, a cafeína, em concentrações 

elevadas, parece impedir o crescimento de L. major. Poucos trabalhos descrevem o efeito da 

enzima fosfodiesterase em parasitos do gênero Leishmania. Sugere-se que ela esteja envolvida 

com vias de proliferação de promastigotas (WALTER et al, 1978). O trabalho supracitado 

(JOHNER et al., 2006) estudou o efeito de inibidores das enzimas fosfodiesterases na 

proliferação celular de L. major e Leishmania infantum. Foi verificado que os inibidores das 

fosfodiesterases foram capazes de inibir a proliferação de promastigotas de L. major em cultura. 

Um outro estudo verificou que na presença de 1000μM de cafeína, houve um aumento do 

acúmulo de AMPc em promastigotas de Leishmania tropica que resultou em uma redução de 

50% na taxa de proliferação do parasito. Em Leishmania donovani tratadas com 2000μM de 

cafeína verificou-se uma redução da taxa de transformação de amastigota em promastigotas 

após 48 horas de tratamento (WALTER et al, 1978). 
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Embora a especificidade da cafeína não possa ser dada como certa para essa 

concentração, acreditamos que a concentração de 1000μM pode ter inibido os efeitos das 

fosfodiesterases, causando acúmulo de AMPc, que por sua vez gerou uma cascata de 

sinalização que resultou em redução da proliferação do parasito em relação ao grupo não tratado 

ou tratado com uma concentração menor de cafeína (Fig. 8). 

Alguns estudos descrevem os efeitos citotóxicos causados pela cafeína em modelos in 

vitro (CHEN; HWANG, 2016; HWANG et al., 2016; JAFARI; RABBANI, 2000, 2004). 

Muitos desses estudos relacionam os efeitos da cafeína ao acúmulo de AMPc, decorrente da 

inibição da fosfodiesterase. A inibição dessa classe de enzimas é alcançada com uma 

concentração aproximada de 200μM (ATIK et al., 2017). Em relação ao tratamento de células 

J774A.1 com cafeína, foi observado que, como para o parasito, a cafeína foi capaz de impedir 

o crescimento celular nas concentrações mais altas, isto é, acima de 500μM.  

De acordo com o perfil de crescimento (Fig. 9), nossos dados evidenciam que o efeito 

da cafeína sobre o perfil de crescimento de células J774A.1 ocorre de forma dose/tempo-

dependente, como também observado em macrófagos alveolares de ratos (JAFARI; 

RABBANI, 2000). Ao analisar o efeito da cafeína ao longo do tempo é possível observar que 

o crescimento celular foi afetado de forma significativa no tempo de 48h, para as concentrações 

de cafeína superiores a 500μM, no qual não há redução da viabilidade, mas uma menor taxa de 

crescimento em relação ao grupo controle. A cafeína, portanto, em altas concentrações, impede 

o crescimento celular em até 48 horas após a administração. No tempo de 72h, é possível 

perceber que há uma elevação dessa taxa de crescimento das células J774A.1 tratadas com 

cafeína nas concentrações acima de 500μM. Essa recuperação do crescimento celular após 72h 

pode ser decorrente da recuperação celular e adaptação ao meio contendo altas concentrações 

de cafeína ou até mesmo da parcial ou completa metabolização da molécula, que resulta em 

redução da sua concentração na cultura. 

A partir desses dados verificamos que concentrações de cafeína abaixo de 100μM não 

alteram o perfil de crescimento das células J774A.1 para o tempo de 72h e que a concentração 

de 10μM também não modificou o padrão de crescimento de L. major. Esses achados 

possibilitaram a escolha da dosagem testada no contexto da infecção dos macrófagos da 

linhagem J774A.1 pelo parasito. Antes, porém, foi verificado se a cafeína teria efeito sobre a 

atividade da enzima adenosina desaminase (Fig. 11). 
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A adenosina desaminase é uma enzima citosólica, que pode também ser expressa na 

superfície celular (FRANCO et al., 1997). Essa enzima é responsável por controlar os níveis de 

adenosina, que apresenta um potencial efeito anti-inflamatório sobre células do sistema imune. 

Deste modo, decidimos verificar se a cafeína exerce efeito sobre a atividade da adenosina 

desaminase, uma vez que uma maior atividade da ADA poderia reduzir os efeitos anti-

inflamatórios por meio da hidrólise da adenosina.  

Poucos trabalhos na literatura avaliaram o papel da cafeína sobre a adenosina 

desaminase em células do sistema imune. Um estudo in vitro avaliou o efeito da cafeína sobre 

a enzima proveniente de células da mucosa gástrica de novilhos. Os resultados encontrados 

mostram que a ADA é inibida de forma não competitiva pela cafeína na temperatura de 37°C. 

Nesse estudo, as concentrações testadas de cafeína foram superiores à 30μM (SABOURY et 

al., 2003). Um outro trabalho realizado com ratos submetidos a exercícios e tratados com 

cafeína em diferentes concentrações não evidenciou efeito isolado da cafeína sobre a atividade 

da ADA em sinaptossomas de córtex cerebral (VIEIRA, 2012). Os nossos achados também não 

evidenciaram efeito da cafeína sobre a atividade da adenosina desaminase em células J774A.1 

(Fig. 11). Houve, contudo, uma redução da atividade da adenosina desaminase decorrente da 

estimulação com LPS e IFN-γ. Essa redução da atividade pode resultar em aumento do substrato 

da enzima, isto é, da concentração de adenosina no meio, potencializando uma resposta do tipo 

anti-inflamatória. Células do sistema imunológico, contudo, são capazes de regular 

positivamente a expressão de ectonucleotidades em resposta ao estímulo por LPS ou IFN-γ 

(COHEN et al., 2015; VUADEN et al., 2007; ZANIN et al., 2012). O aumento na expressão de 

ectonucleotidases, mediado pelo estímulo com LPS e IFN-γ, associado a uma redução da 

atividade da enzima adenosina desaminase pode contribuir para um equilíbrio entre as respostas 

do tipo pró e anti-inflamatórias.  

Buscando compreender o estabelecimento de uma resposta imune por células J774A.1 

tratadas com cafeína durante a infecção por L. major, avaliamos a taxa de infecção, bem como 

a produção de óxido nítrico, IL-10 e TNF pelas células infectadas por 72 horas. 

Conforme verificado, a ativação das células J774A.1 por LPS e IFN-γ foi capaz de 

reduzir a taxa de infecção por L. major. A administração de LPS e IFN-γ estimula a produção 

de óxido nítrico pelas células do sistema imune. A produção de óxido nítrico, por sua vez, está 

relacionada com a eliminação do parasito. O efeito da redução da taxa de infecção nos grupos 

estimulados parece ser mediado pela estimulação com LPS e IFN-γ e não como um efeito da 



 

56 
 

cafeína. É possível notar, entretanto, que a taxa de infecção nas células tratadas com cafeína 

antes da infecção manteve-se semelhante ao grupo infectado não estimulado, não havendo 

redução como nos outros grupos tratados com cafeína e estimulados com LPS e IFN-γ. Dados 

anteriores, não publicados, do nosso laboratório verificaram que o tratamento com cafeína não 

alterou as taxas de infecção no contexto da infecção por L. amazonensis. Diante dos resultados 

encontrados, decidimos verificar a produção de óxido nítrico por essas células.  

O controle e eliminação do parasito se dá basicamente pela ativação de macrófagos pelo 

IFN-γ. Os sinais gerados pelo IFN-γ e pelo LPS estimulam a produção de NO pelos macrófagos. 

A produção de NO é um fator determinante na atividade microbicida dos macrófagos murinos 

(LIEW; WEI; PROUDFOOT, 1997). Também é descrito o papel de NO na eliminação de L. 

major (GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1990). Deste modo, no presente estudo, avaliamos a 

produção de NO em células da linhagem J774A.1 após tratamento com cafeína.  

Pesquisadores avaliaram a produção de óxido nítrico em macrófagos murinos da 

linhagem RAW264.7 estimulados com LPS e tratados com cafeína (100μM, 400μM e 800μM) 

por 24 horas e encontraram que a cafeína foi capaz de reduzir a produção de NO nas células 

estimuladas por LPS. Nesse trabalho foi verificado também os níveis de iNOS, enzima 

envolvida na produção de NO, e mRNA dessa mesma enzima. A cafeína reduziu os níveis de 

ambos parâmetros, indicando que a redução da produção de NO é decorrente da inibição do 

mRNA e da enzima. Acredita-se que esse efeito seja decorrente da inibição da expressão do 

fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-κB), uma vez que esse fator é um potente indutor de 

genes pró-inflamatórios (iNOS, IL-6). O tratamento com cafeína também diminuiu os níveis 

nucleares de NF-κB p65 em comparação com o controle tratado com LPS (HWANG et al., 

2016).  

Em nosso trabalho, não foi observado o mesmo efeito pelas células não infectadas (Fig. 

12). Porém também foi verificado uma redução da produção de NO para o tratamento com 

cafeína realizado antes da infecção por L. major. Nossos resultados indicam, portanto, que a 

cafeína quando administrada antes da infecção pode atuar sobre alguma via de sinalização, que 

resulta na redução da produção de NO. Essa redução da produção de óxido nítrico nas células 

tratadas com cafeína antes da infecção explica a manutenção da taxa de infecção. Os 

tratamentos administrados durante o curso da infecção, contudo, não alteraram a produção de 

NO pelas células J774A.1 em relação ao grupo controle estimulado (Fig. 14). A principal 

hipótese para explicar a produção normal de NO nos demais grupos de células J774A.1 
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infectadas é que a administração de cafeína nos momentos que antecedem a estimulação ou 

junto da administração do estímulo é capaz de interagir com os receptores adenosinérgicos, 

inibindo os efeitos anti-inflamatórios da adenosina. Essa inibição associada às vias de 

estimulação por LPS e IFN-γ, garante a produção normal de NO. Esse efeito é mais significativo 

na administração da cafeína junto do estímulo (Fig. 14).  

 Em relação à produção da citocina IL-10, não verificamos, nenhum efeito significativo 

decorrente da infecção, do tratamento com cafeína e da estimulação com LPS e IFN-γ (Fig. 15 

e 1). Dados do nosso laboratório também não verificaram efeitos da cafeína sobre a produção 

de IL-10 em camundongos C57/B6 infectados com L. amazonensis (CARVALHO JÚNIOR, 

2017). Vale destacar que as concentrações obtidas para a dosagem dessa citocina foram 

relativamente baixas, sendo insignificantes para o curso da infecção. Alguns trabalhos tem 

demonstrado o efeito da IL-10 no contexto da infecção por Leishmania. Apesar dos nossos 

resultados não verificarem diferença na produção de IL-10, é descrito na literatura que 

amastigotas de L. major e L. amazonensis induzem a produção da citocina por macrófagos 

derivados de medula estimulados por LPS. Nesse trabalho, verificaram também que a IL-10 

produzida pelos macrófagos infectados diminuiu a produção de IL-12 e TNF. Além disso, foi 

importante na prevenção da morte de parasitas por macrófagos ativados (KANE; MOSSER, 

2001). Outros estudos sugerem que a IL-10 é uma citocina importante na promoção da 

suscetibilidade a L. major (BELKAID et al., 2002; NOBEN-TRAUTH et al., 2003). 

A citocina TNF está envolvida diretamente com a indução da capacidade de ativar 

macrófagos para matar L. major via produção de NO (LIEW et al., 2016). Deste modo, 

avaliamos a capacidade de produção da citocina pelas células J774A.1 infectadas com L. major 

e tratadas com cafeína, LPS e IFN-γ. Um estudo, realizado in vitro, observou que macrófagos 

peritoneais de camundongo ativados por TNF se tornaram mais efetivos na eliminação do 

parasito. Além do mais, a infecção das células por L. major aumentou a capacidade celular de 

produzir a citocina em questão (THEODOS et al., 1991). 

Nosso trabalho, entretanto, não verificou efeito da infecção de células J774A.1 por L. 

major sobre o padrão de produção de TNF. Houve uma variação em relação à produção, 

contudo, sem diferença estatística. Acreditamos que os dados evidenciam uma produção basal 

da citocina por essas células e que o estímulo com LPS e IFN-γ foram insuficientes para 

estimular a produção de TNF tanto em células não infectadas quanto nas células infectadas pelo 

parasito. A concentração de LPS adicionada ao meio foi 100pg/mL. Estudos que verificaram o 
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aumento da produção de TNF estimulada por LPS testaram concentrações acima de 1000pg/mL 

(KIKKAWA et al., 1998; SHERRY et al., 2007; VAN DER BRUGGEN et al., 1999). De modo 

equivalente, o tratamento com 10μM de cafeína por 72 horas foi ineficaz em modificar a 

produção da citocina.  

Uma hipótese presente na literatura relaciona o efeito da cafeína ao subtipo de receptor 

de adenosina que é bloqueado pela molécula de cafeína. Sugere-se que essa molécula pode 

apresentar efeito citoprotetor pela ativação de alguns receptores específicos ou citotóxicos pela 

ativação de outros (FREDHOLM et al., 1999; JARDIM, 2005). É descrito que macrófagos 

murinos da linhagem J774.1 apresentam maior expressão de RNA do receptor de adenosina A3 

em relação ao receptor de adenosina A1 ou  A2 (MCWHINNEY et al., 1996). A cafeína é um 

antagonista não seletivo de adenosina e tem baixa afinidade pelos receptores A3 e grande 

afinidade pelos receptores A1, A2A e A2B (FREDHOLM et al., 1999). 

Deste modo, os efeitos observados ou a ausência deles podem ser decorrentes de uma 

ligação específica a um determinado subtipo de receptor, que desencadeia uma via de 

sinalização distinta da observada em outros estudos ou até mesmo da falta de ligação aos 

receptores decorrente da baixa especificidade ou da pequena concentração de cafeína testada 

em nosso trabalho. 
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8. SUMÁRIO DE RESULTADOS 

 

 Cafeína altera o perfil de crescimento de L. major na concentração de 1000μM. 

 Células J774A.1 tem o crescimento limitado quando tratadas com concentrações 

superiores a 500μM de cafeína por 48 e 72h. 

 A atividade da enzima adenosina desaminase não é regulada por cafeína em 

concentrações menores que 100μM. 

 O tratamento com 10μM cafeína em células J774A.1 infectadas por L. major e 

estimuladas com LPS e IFN-γ não altera a taxa de infecção e a produção das citocinas 

IL-10 e TNF. 

 A cafeína administrada antes da infecção é capaz de reduzir a produção de NO, mas a 

administração conjunta com LPS e IFN-γ torna a produção de NO superior ao observado 

para as células não infectadas.   



 

60 
 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 

 

Em relação aos efeitos da cafeína sobre o crescimento de L. major e de células J774A.1 

concluímos que a cafeína, em concentrações elevadas e ao longo do tempo, é capaz de impedir 

a proliferação celular e por consequência o seu crescimento adequado. Em contrapartida, a 

cafeína não alterou a atividade da enzima adenosina desaminase em concentrações abaixo de 

100μM. 

Verificamos também que a cafeína no contexto da infecção de células J774A.1 por 

parasitos da espécie L. major não alterou a taxa de infecção e a produção das citocinas IL-10 e 

TNF. Contudo, quando administrada antes da infecção, causou uma redução na produção de 

NO. Interessante destacar que nosso trabalho evidenciou a importância do momento da 

administração da cafeína, no contexto da infecção, para modulação da produção de NO por 

células J774A.1. 

Concluímos que apesar dos efeitos descritos, na literatura, da cafeína sobre o sistema 

imune, nosso estudo não observou efeitos significativos no contexto da infecção de macrófagos 

da linhagem J774A.1 por parasitos da espécie L. major. Como mencionado anteriormente, a 

ação da cafeína é dose e tempo dependente, o que pode justificar a ausência de efeitos sobre a 

produção de citocinas e sobre a atividade da enzima adenosina desaminase. 

Existem poucos estudos correlacionando os efeitos da cafeína sobre o sistema imune no 

contexto das doenças infectocontagiosas. Deste modo, novos estudos que busquem 

compreender os potenciais benefícios da cafeína sobre a modulação da resposta imune frente à 

patógenos se fazem importantes, uma vez que podem contribuir para o desenvolvimento de 

novos tratamentos que reduzam as altas taxas de prevalência de doenças negligenciadas em 

todo o mundo. 
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