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RESUMO 

 

A cafeína está presente em vários produtos consumidos na dieta, sendo 

considerada a droga psicoativa mais utilizada em todo o mundo. Em mamíferos, 

doses baixas de cafeína promovem o antagonismo dos receptores de adenosina, 

principalmente A1 e A2A. Estudos em modelos animais sugerem que a cafeína tem 

impacto positivo na evolução de doenças neuropsiquiátricas como Alzheimer, 

Parkinson e Huntington e, ainda, em doenças crônicas (como diabetes, doenças 

inflamatórias e acidente vascular cerebral). Estas doenças são frequentemente 

associadas ao processo de envelhecimento, que pode ser caracterizado pela 

deterioração progressiva do organismo.  

O nematódeo Caenorhabditis elegans é um modelo poderoso para o estudo 

do envelhecimento, visto que possui características experimentais que permitem 

explorar os determinantes da longevidade. No verme, o envelhecimento é controlado 

por diversos fatores como, por exemplo, a via da insulina/IGF-1. 

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposição à 

cafeína na longevidade do nematódeo Caenorhabditis elegans e seus determinantes 

de. Foi verificado que a cafeína aumentou o tempo de vida do verme seguindo 

padrão dose-dependente. Este efeito, por sua vez, é dependente da exposição à 

substância durante toda a vida do animal e é mediado, em parte, pela atividade da 

via insulina/IGF-1. Além disso, a exposição à cafeína retardou o desenvolvimento 

larval, reduziu o número de progênies viáveis e o comprimento dos animais. 

Curiosamente, a adenosina foi capaz de reverter o aumento da longevidade 

promovido pela cafeína e recuperou parcialmente a diminuição do número de 

progênies. Este fato sugere que, como já observado em mamíferos, a cafeína 

partilha, se não o mesmo, algum alvo molecular da adenosina. 

A elucidação dos mecanismos através dos quais a exposição à cafeína 

resulta nos fenótipos observados pode revelar novos genes determinantes do 

processo de envelhecimento. Além disso, devido ao alto consumo mundial de 

cafeína, se torna necessário conhecer e, inclusive, modular os alvos moleculares, 

visando o aumento da longevidade. 

 

Palavras-chave: Cafeína. Longevidade. Caenorhabditis elegans. Adenosina.  



ABSTRACT 

 

Caffeine is present in large amount of products consumed in the diet and it 

has been considered the most widely used psychoactive drug worldwide. In 

mammals, low doses of caffeine promote antagonism of adenosine receptors, mainly 

A1 and A2A. Studies in animal models suggest that caffeine may positive impact on 

development of neuropsychiatric diseases like Alzheimer, Parkinson, Huntington and 

chronic diseases (diabetes, inflammatory diseases and stroke). These pathologies 

are frequently associated to aging process which can be characterized by the 

organism progressive deterioration. 

The nematode Caenorhabditis elegans is a powerful model for aging studies, 

since it has experimental features which allow to explore the aging determinants. In 

the worm, aging is controlled by many factors, for instance, the insulin/IGF-1 

pathway. 

Then, this study aimed to evaluate the effects of exposure to caffeine on the 

nematode Caenorhabditis elegans longevity and their determinants. It was observed 

that caffeine increased the lifespan following dose-dependent pattern. This effect is 

reliant on the exposure to this substance throughout the entire the animal life and it is 

mediated, in part, by insulin/IGF-1 activity. Furthermore, the exposition to caffeine 

delayed the larval development, reduced the number of offspring and the animals’ 

length. Interestingly, adenosine was able to reverse the increase on longevity 

promoted by caffeine and partially recovered the decrease of offspring. This fact 

suggests that, as observed in mammals, caffeine shares, if not the same, some 

molecular target from adenosine. 

The clarification of the mechanisms that the caffeine exposition outcome on 

the observed phenotypes can disclose new determinant genes from aging process. 

Moreover, due to the high world caffeine consumption, it becomes necessary to 

understand and even modulate the molecular targets aiming for higher longevity. 

 

Keywords: Caffeine. Longevity. Caenorhabditis elegans. Adenosine. 

  



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1  Estrutura química da cafeína ..................................................................... 13 

Figura 2  Metabolismo da cafeína em humanos. ...................................................... 15 

Firura 3 Ações de diferentes concentrações de cafeína sobre distintos alvos 

moleculares. .............................................................................................................. 17 

Figura 4  Representação esquemática dos efeitos bifásicos da cafeína em ratos e 

humanos.................................................................................................................... 19 

Figura 5  O nematódeo Caenorhabditis elegans. ..................................................... 27 

Figura 6 Descrição simplificada da transdução de sinal da via insulina/IGF-1 (IIS) em 

invertebrados e mamíferos. ....................................................................................... 31 

 

  



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1  Média diária de consumo de cafeína ........................................................ 14 

  



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

A1 - Receptor de adenosina 1 

A2A - Receptor de adenosina 2A 

A2B - Receptor de adenosina 2B  

A3 - Receptor de adenosina 3 

AFD - Neurônios termosensores AFD 

AKT1 – 2 / PKB1 – 2 - Proteína quinase B, isoforma 1 e 2 

AMPc - Monofosfato cíclico de adenosina 

EROs - Espécies reativas de oxigênio 

FoxA - Fator de transcrição “Forkhead box A” 

FoxO - Fator de transcrição “Forkhead box O” 

GABA - Ácido γ-aminobutírico 

GABAA - Receptor Ácido γ-aminobutírico do tipo A 

IIS- Via insulina/IGF-1 

INS1-38 - Ligantes semelhantes a insulina 

IP3 - Inositol trifosfato 

IST-1 - Substrato do receptor da insulina 

PDK-1 - Proteína quinase 1 dependente de fosfoinositídio-3 

PHA-4 - Membro do grupo de fatores de transcrição FoxA 

PIP2 - Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)  

PIP3 - Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

PKB1-2 - Proteína quinase B, isoformas 1 e 2 

PTEN – Proteína fosfatase homológa a tensina 

Sod-1- Enzima superóxido dismutase 1 

Sod-2 - Enzima superóxido dismutase 2 

Sod-4 - Enzima superóxido dismutase 4 



Sod-5 - Enzima superóxido dismutase 5 

AβPP- Precursor da proteína beta-amilóide  

Aβ1−40 - Proteína beta-amilóide com 40 resíduos de aminoácidos 

Aβ1−42- Proteína beta-amilóide com 42 resíduos de aminoácidos 

  



SUMÁRIO 

 

CAPÍTULO I .............................................................................................................. 12 

1 Introdução ............................................................................................................. 13 

1.1 Cafeína ............................................................................................................... 13 

1.1.1 Metabolismo ..................................................................................................... 14 

1.1.2 Mecanismos de ação e efeitos biológicos ........................................................ 16 

1.1.3 Efeitos da cafeína in vivo .................................................................................. 18 

1.1.4 Cafeína: implicações da ingestão ..................................................................... 19 

1.2 Envelhecimento ................................................................................................. 22 

1.2.1 Teorias do envelhecimento .............................................................................. 22 

1.2.1.1 Envelhecimento programado ......................................................................... 23 

1.2.1.2 Envelhecimento por dano ou erro ................................................................. 24 

1.3 Caenorhabditis elegans .................................................................................... 26 

1.3.1 Modelo experimental para estudo da longevidade ........................................... 29 

1.3.2 Fatores que modulam a longevidade no nematódeo ....................................... 29 

1.3.2.1 Via de sinalização da insulina/IGF-1 ............................................................. 29 

1.3.2.2 Estresse oxidativo ......................................................................................... 32 

1.3.2.3 Reprodução, alimento e temperatura ............................................................ 32 

2 Objetivos ............................................................................................................... 34 

2.1 Objetivo geral .................................................................................................... 34 

2.2 Objetivos específicos........................................................................................ 34 

CAPÍTULO II ............................................................................................................. 35 

1 Artigo Cientifico ................................................................................................... 36 

CAPÍTULO III ............................................................................................................ 59 

1 Considerações finais ........................................................................................... 60 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ......................................................................... 62 

ANEXO A – Comprovante de submissão do artigo científico ao periódico 

Neurobiology of aging ............................................................................................ 70 

ANEXO B – Declaração de Aprovação .................................................................. 71 

ANEXO C – Ata da Defesa ...................................................................................... 72 

 



12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I  



13 
 

1 Introdução 

 

1.1 Cafeína 

 

A cafeína é uma substância pertencente à classe das metilxantinas. É 

conhecida quimicamente como 1,3,7 – trimetilxantina (Figura 1). Além da cafeína, a 

teobromina e a teofilina também pertencem a esta classe. As metilxantinas são 

classificadas como alcaloides verdadeiros (alcaloides purínicos) em função da sua 

atividade biológica, distribuição restrita e presença estrutural de nitrogênio 

heterocíclico (Rates, 2001).  

A cafeína apresenta características comuns à classe como a capacidade de 

modulação das funções cerebrais e bulbares; estimulação do sistema nervoso 

central, aumento da frequência cardíaca e da pressão arterial, redução da fadiga 

com consequente melhora no desempenho mental e motor  (Spriet, 1995). 

 

 

Figura 1 – Fórmula molecular da cafeína (Pohanka e Dobes, 2013) 

 

A cafeína está presente em vários produtos consumidos no cotidiano como 

café, chás, bebidas energéticas, refrigerantes a base de cola, guaraná, chocolates e, 

também, combinada com fármacos como dipirona, supressores de apetite e 

suplementos estimulantes (Fisone, Borgkvist e Usiello, 2004; Fredholm et al., 1999). 

É encontrada naturalmente em mais de sessenta espécies de plantas; cita-se o café 

(Coffea arabica), guaraná (Paullinia cupana), cacau (Theobroma cacao), cola (Cola 

acuminata) e erva-mate (Ilex paraguariensis) (Moreira, 2013).  

Estima-se que 70% da população adulta consome, diariamente, quantidades 

de cafeína suficientes para afetar as funções cerebrais e o comportamento, sendo 
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considerada a substância psicoativa mais consumida no mundo (Tabela 1) 

(Fredholm, 2012). 

 

Tabela 1 - Média diária de consumo de cafeína por indivíduos adultos 

País Adultos (mg/dia) 

Dinamarca 390 

Finlândia 329 

Brasil 300 

Suíça 288 

França 239 

Austrália 232 

Canadá 210 

Reino Unido 202 

Japão 169 

Estados Unidos 168 

Quênia 50 

África do Sul 40 

China 16 

Fonte: Organização das Nações Unidas (Food and Agriculture organization) de 1995. (Adaptado de 

Fredholm et al., 1999). 

 

1.1.1 Metabolismo 

 

Em humanos, a cafeína é absorvida primariamente no trato gastrointestinal. 

Após ingestão oral, 99% da substância é absorvida em aproximadamente 45 

minutos (Fisone, Borgkvist e Usiello, 2004; Fredholm et al., 1999). Por apresentar 

propriedades hidrofóbicas, a cafeína ultrapassa as membranas biológicas e 

apresenta alto volume de distribuição (Lachance, Marlowe e Waddell, 1983). O pico 

máximo de concentração plasmática ocorre entre 60 e 90 minutos após ingestão 

(Bonati et al., 1982; Bracco et al., 1995) e a meia-vida de eliminação é de 5 horas 

(Charles et al., 2008).  

A cafeína tem propriedades farmacocinéticas diferentes quando consumida 

em altas doses (250-500 mg). Seu clearance é significantemente reduzido e a meia-

vida de eliminação é prolongada (Heckman, Weil e Gonzalez de Mejia, 2010) devido 



15 
 

à saturação dos metabólitos (Fredholm et al., 1999; Lau, Ma e Falk, 1995). As 

propriedades farmacocinéticas da cafeína independem da idade, embora, no período 

neonatal, sua meia-vida seja prolongada devido à imaturidade das vias enzimáticas 

metabolizadoras hepáticas (citocromo P-450, vias de desmetilação e acetilação) 

(Aranda et al., 1979).  

A cafeína é metabolizada principalmente no fígado. Nos hepatócitos, o 

processo enzimático de desmetilação gera três metabólitos principais: 3,7-

dimetilxantina (teobromina), 1,3-dimetilxantina (teofilina), 1,7-dimetilxantina 

(paraxantina), sendo que a teofilina e paraxantina possuem atividade farmacológica 

semelhante à cafeína (Fredholm et al., 1999).  Posteriormente, estes metabólitos 

são transformados em uratos por reações de desmetilação e oxidação (figura 2). Os 

produtos metabólicos são, então, excretados na urina (Heckman, Weil e Gonzalez 

de Mejia, 2010). Cerca de 3% da cafeína é excretada na urina na forma inalterada 

(Heckman, Weil e Gonzalez de Mejia, 2010; Mandel, 2002).  

 

Figura 2. Metabolismo da cafeína em humanos. Os valores expressos em termos percentuais, 

entre parênteses, representam as quantidades metabolizadas de cada composto (CYP 1A2 – 

citocromo P450; NAT2 – N-acetiltransferase; XO – xantina oxidase;AFMU – 5-acetillamina-6-

formilamina-3-metiluracil) (adaptado de Sinclair e Geiger, 2000). 
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1.1.2 Mecanismos de ação e efeitos biológicos 

 

A cafeína exibe farmacodinâmica complexa. Seu perfil farmacodinâmico é 

variável, dependendo da concentração (Figura 3). Nas concentrações plasmáticas 

alcançadas com o consumo de produtos comuns da dieta (café, chá, refrigerantes), 

a ação farmacológica principal é sobre o sistema purinérgico; a cafeína antagoniza 

receptores de adenosina (Fredholm e Hedqvist, 1980; Heckman, Weil e Gonzalez de 

Mejia, 2010). Em concentrações mais altas, a cafeína inibe a atividade de 

fosfodiesterases, elevando os níveis de AMPc intracelular,  e antagoniza receptores 

GABAA (Fredholm et al., 1999). Em concentrações ainda mais elevadas, 

possivelmente tóxicas, provoca liberação de cálcio dos estoques intracelulares, via 

ação sobre receptores de rianodina e IP3 (Fredholm e Hedqvist, 1980; Mcpherson et 

al., 1991).  Além destes, a cafeína é capaz de interagir com os sistemas 

acetilcolinérgico, adrenérgico, noradrenérgico, serotoninérgico, dopaminérgico e 

glutamatérgico de neurotransmissão (Fredholm et al., 1999).  
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Figura 3 - Ações de diferentes concentrações de cafeína sobre distintos alvos moleculares. Adaptado 

de (Fredholm et al., 1999) 

 

A adenosina é uma purina que inibe a atividade neuronal em condições 

fisiológicas (Fisone, Borgkvist e Usiello, 2004). O sistema de sinalização purinérgico 

utiliza purinas (ATP e adenosina) e pirimidinas (UDP ou UTP) como primeiros 

mensageiros (Burnstock e Verkhratsky, 2009).  As purinas são liberadas de 

neurônios e células gliais, produzindo efeitos sobre múltiplos sistemas ao se ligarem 

aos receptores purinérgicos localizados em diversos domínios da superfície das 

células (Brady et al, 2012). Os principais ligantes para receptores purinérgicos são 

adenosina, ATP e UTP. O ATP é armazenado em vesículas pelo transportador 

vesicular de nucleotídeos, fornecendo uma via de liberação exocítica controlada. 

Também pode ser liberado no espaço extracelular por canais e transportadores. No 

espaço extracelular, é enzimaticamente hidrolisado gerando adenosina (Brady et al, 

2012).  
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As purinas têm ações nos receptores P1, P2X e P2Y. ATP, ADP, UTP e UDP 

se ligam principalmente a família P2. Já a adenosina se liga a quatro receptores (A1, 

A2A, A2B e A3), pertencentes à família P1 (Brady et al, 2012, p. 382).  

Os receptores P1 e P2Y são receptores com sete domínios transmembrana 

acoplados a proteína G, sendo A1  à proteína Gi e Go, A2A à proteína GS
C e Golf, A2B à 

proteína GS
C e A3 à proteína Gi3 e Gq. A classe P2X representa os receptores 

ionotrópicos (catiônicos) sendo composta por sete subunidades P2X1 a P2X7 

(Burnstock e Verkhratsky, 2009; Dunwiddie e Masino, 2001)  

A adenosina se liga aos receptores A1 e A2A com alta afinidade (∼70 nM e 

∼150 nM, respectivamente). Já a afinidade de ligação dos receptores A2B e A3 é 

muito baixa (∼5100 nM e ∼6500 nM, respectivamente), assim, em condições 

fisiológicas, a cafeína antagoniza com grande facilidade os receptores A1 e A2A,  

sendo desprezível o antagonismo pela cafeína através dos receptores A2B e A3  

(Dunwiddie e Masino, 2001; Feoktistov e Biaggioni, 1997; Fisone, Borgkvist e 

Usiello, 2004; Fredholm et al., 1999; Jacobson, 1998).  

 

1.1.3 Efeitos da cafeína in vivo 

 

Em humanos e modelos experimentais, os efeitos da cafeína são 

heterogêneos e bifásicos (figura 4) (Fredholm, 2012; Fredholm et al., 1999). Doses 

baixas de cafeína exercem efeitos predominantemente estimulantes. Em animais, 

isto se manifesta com o aumento da atividade locomotora. Em humanos, evidências 

sugerem efeitos antidepressivos e melhora das funções cognitivas (por ex., 

flexibilidade cognitiva) (Wei et al., 2011). Em doses elevadas, a cafeína leva ao 

aumento da ansiedade, disforia e confusão mental (figura 3). 
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Figura 4 – Representação esquemática dos efeitos bifásicos da cafeína em ratos e humanos. Em 

doses baixas, a cafeína é predominantemente estimuladora. Em doses mais elevadas, no entanto, 

existem vários efeitos negativos, incluindo o aumento da ansiedade, disforia e confusão. Adaptado de 

(Fredholm et al., 2012). 

 

1.1.4 Cafeína: implicações da ingestão 

 

Ao longo das últimas décadas, estudos vêm demonstrando os benefícios do 

consumo de cafeína em modelos animais e humanos (Cunha e Agostinho, 2010; 

Freedman et al., 2012). Estudos epidemiológicos recentes revelaram que a ingestão 

de cafeína reduz o risco de doenças degenerativas como doença de Parkinson, 

Alzheimer e Huntington (Chen et al., 2010; Costa et al., 2010; Liu et al., 2012; 

Simonin et al., 2013). Um estudo recente realizado por Liu e colaboradores (2012) 

abordou a relação entre o consumo de cafeína e o risco de desenvolver doença de 

Parkinson em 304.980 participantes do sexo masculino e feminino. Os participantes 

foram divididos em coortes de acordo com a quantidade de cafeína consumida, 

variando de ≤ 17,4 mg/dia a ≥ 589,8 mg/dia.  A ingestão de cafeína foi inversamente 

associada ao risco de desenvolver doença de Parkinson em ambos os sexos. 
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Estudos demonstraram ainda, que a ingestão regular de cafeína tem relação 

inversa com o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (Dam et al., 2006; Du et 

al., 2007), gliomas (Michaud et al., 2010) e está associada à diminuição da 

prevalência de câncer de pele não-melanoma em mulheres caucasianas (Abel et al., 

2007). O estudo realizado por Dam e colaboradores (2006) com 88.259 mulheres 

americanas entre 26-46 anos, avaliou a relação do consumo de café e a incidência 

de diabetes mellitus tipo 2. Os resultados sugerem que o consumo moderado de 

café, tanto cafeínado quanto descafeinado, reduziu o risco de diabetes tipo 2 em 

mulheres jovens e de meia idade. O efeito observado neste estudo ocorreu de 

maneira dependente da concentração de cafeína. As mulheres que consumiam mais 

de quatro xícaras por dia apresentaram risco relativo de desenvolver diabetes tipo 2 

em torno de três vezes menor do que o grupo controle (ausência de consumo de 

café), após correção para os fatores confundidores (ingestão de bebidas alcoólicas, 

fumo e etc). Contudo, os resultados observados podem estar relacionados, em 

parte, a outros componentes do café, já que as mulheres que ingeriram café 

descafeinado também apresentaram redução do risco de desenvolver diabetes tipo 

2. No entanto, essa redução foi menor quando comparada ao consumo de café 

cafeínado (Dam et al., 2006). 

Freedman e colaboradores (2012) avaliaram 229.119 homens e 173.141 

mulheres, entre 50 e 71 anos, nos Estados Unidos, entre 1995 e 2008, com a 

finalidade de estudar a associação do consumo de café e o risco de morte. 

Utilizando modelos ajustados por idade, o risco de morte foi maior entre os 

participantes que ingeriram café. Como esses participantes também foram mais 

propensos a fumar, após o ajuste para tabagismo e outros potenciais confundidores, 

revelou-se uma associação inversa dependente da dose entre o consumo de café e 

mortalidade total. No sexo masculino, aqueles que ingeriram 6 ou mais xícaras de 

café/dia apresentaram risco de morte 10% menor que os que não ingeriram café. Já 

para as mulheres, este percentual aumentou para 15%. Ainda, houve uma relação 

protetora do café em relação às principais causas de morte: doenças inflamatórias, 

diabetes, acidente vascular cerebral, traumas, acidentes, exceto câncer. Os autores 

especulam que o café contém mais de 1000 compostos que podem alterar 

processos celulares e assim a mortalidade, dentre estes, a própria cafeína 

(Freedman et al., 2012).  
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O potencial da cafeína como substância neuroprotetora e sua associação 

positiva com a redução de doenças crônicas associada à idade tem motivado 

inúmeros estudos, utilizando modelos animais, objetivando esclarecer os 

mecanismos moleculares por trás desses fenótipos (Arendash, Schleif e Rezai-

Zadeh, 2006).  

Pesquisas utilizando roedores, como experimentais de doenças 

neurodegenerativas, demonstraram que a administração de cafeína atenuou os 

processos degerativos (Cunha e Agostinho, 2010). Ratos transgênicos, com 

mutações no gene da APP (precursor da proteína β-amilóide) (Dewachter, Dorpe e 

Spittaels, 2000) apresentam vários aspectos clínico-laboratoriais da doença de 

Alzheimer como alterações em testes de memória de trabalho. O tratamento crônico 

(seis meses) com cafeína na dose de 1.5 mg (equivalente a 500 mg em humanos) 

destes ratos, reduziu disfunções cognitivas avaliados através de comportamentos de 

aprendizado espacial, memória de referência e reconhecimento, bem como, diminuiu 

os níveis dos fragmentos solúveis do peptídeo β-amilóide (Arendash, Schleif e 

Rezai-Zadeh, 2006). Em cultura de células neuronais dos mesmos animais 

transgênicos, a cafeína foi capaz de reduzir os níveis dos peptídeos Aβ1−40 e 

Aβ1−42 (Arendash, Schleif e Rezai-Zadeh, 2006). Em outro estudo, o tratamento 

agudo com cafeína reduziu os níveis de β-amilóide no plasma e no liquor de ratos 

modelo para Alzheimer, contudo, sem afetar a cinética de eliminação da proteína β-

amilóide, sugerindo redução na síntese da mesma (Cao et al., 2009). Em animais 

modelos para a doença de Parkinson o tratamento agudo com cafeína reduziu o 

comprometimento da memória (Gevaerd et al., 2001) 

Recentemente, estudos longitudinais reportaram que o consumo diário de 

cafeína, equivalente a 3 ou mais xícaras de café, reduz o declínio cognitivo em 

idosos não demenciados (Gelder e Buijsse, 2006; Ritchie et al., 2007). Um dos 

estudos reporta que as propriedades psicoestimulantes da cafeína parecem reduzir 

o declínio cognitivo nas mulheres sem demência, especialmente em idades mais 

tardias (Ritchie et al., 2007).  

Apesar do elevado consumo mundial de cafeína e as observações sobre o 

potencial efeito benéfico em várias doenças crônicas humanas, os mecanismos 

moleculares pelos quais a cafeína orquestra seus benefícios permanecem pouco 

esclarecidos. 
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1.2 Envelhecimento 

 

Uma premissa fundamental da biologia é que cada espécie tem um intervalo 

de tempo de vida médio determinado. Vários são os fatores que influenciam o 

lifespan, podendo estes serem agrupados em fatores ambientais e genéticos. Por 

exemplo, épocas de intempéries ambientais reduzem a expectativa de vida de várias 

espécies. Já as características de determinada espécie, detalhada na carga genética 

particular, é de extrema relevância; tartarugas podem viver centenas de anos 

enquanto humanos, nos países com melhores condições de vida, vivem algumas 

décadas. O tempo de vida não é estático, ele é mutável seguindo a teoria da 

evolução (Darwin, 1859). 

Os organismos passam por diferentes etapas durante o desenvolvimento; 

fases de maturação/crescimento, reprodução e, finalmente, uma gradual e constante 

deterioração da capacidade física e mental chamada de envelhecimento. O 

envelhecimento é marcado pelo aparecimento de várias condições patológicas como 

câncer, diabetes, acidente vascular cerebral, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (Freedman et al., 2012). Tal fato parece ser consequência de 

uma perda progressiva da capacidade do organismo em manter a homeostase. 

Dessa forma, esses fatores deletérios se acumulam ao longo dos anos culminando, 

portanto, na morte (Amrit e May, 2010; Gems e Doonan, 2008).  

O fenômeno do envelhecimento foi considerado por muito tempo como um 

processo inevitável e enfrentado como uma fase sobre a qual não havia 

absolutamente nenhum controle. No entanto, nas últimas décadas, o estudo do 

envelhecimento tomou maiores proporções com o advento da gerontologia, a ciência 

que estuda o envelhecimento. A gerontologia descarta o conceito de que o 

envelhecimento é um processo estocástico. Ela tem como objetivo fundamental 

compreender os determinantes do envelhecimento, abordando processos 

ambientais, genéticos e imunológicos como possíveis moduladores (Amrit e May, 

2010). 

 

 

1.2.1 Teorias do envelhecimento 
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O aumento da expectativa de vida resultante, principalmente, da capacidade 

de controle do ambiente (saneamento básico, agricultura de alta produtividade, etc), 

evidenciou aspectos espécie-específicos do envelhecimento, relacionados a 

evolução da espécie. Doenças até então de pouca importância epidemiológica, 

como demências e doenças crônico-degenerativas, vêm ganhando cada vez mais 

relevância na maioria das populações (Saczynski et al., 2010; World Health 

Organization, 2005).  

Mais de 500 genes envolvidos na longevidade foram identificados nos últimos 

anos (Magalhães e Budovsky, 2009). Surpreendentemente, a manipulação genética 

destes genes e suas vias moleculares tem possibilitado aumentar drasticamente o 

tempo de vida em alguns modelos experimentais, como vermes e moscas (Clancy et 

al., 2001; Kenyon et al., 1993). Na mosca Drosophila melanogaster, mutação com 

perda-de-função do gene chico, que codifica um substrato do receptor de insulina, 

aumentou a o tempo de vida média em 48% nas moscas homozigotas e 36% nas 

heterozigotas. Assim, ao longo dos anos, teorias surgiram para explicar os 

determinantes do processo de envelhecimento (Amrit e May, 2010). As teorias atuais 

são divididas em três categorias principais: 

  

1.2.1.1 Envelhecimento programado 

 

Estudos sugerem que o envelhecimento é um evento biológico programado, 

seguindo um “calendário biológico”. Isto pode ser resultado, por exemplo, da 

modulação de genes que regulam o crescimento e desenvolvimento infantil. Esta 

regulação vai depender de mudanças na expressão gênica que afeta os sistemas 

responsáveis pela manutenção, reparação e defesa do organismo (Jin, 2010). Inclui 

três subcategorias: 

 

A) Longevidade programada 

O envelhecimento é o resultado de uma alteração de expressão gênica 

sequencial, sendo a senescência definida como o tempo no qual os déficits 

associados a estas alterações aparecem (Davidovic et al., 2010; Jin, 2010). 

 

B) Teoria endócrina 
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Relógios biológicos agem através de hormônios para controlar o ritmo do 

envelhecimento. Estudos recentes observaram que o envelhecimento é regulado por 

hormônios. Uma das vias, evolutivamente conservada, que desempenha papel 

fundamental na regulação hormonal do envelhecimento é a via da insulina/IGF-1(IIS) 

(Heemst, 2010). 

 

C) Teoria imunológica 

O sistema imune é fundamental na manutenção da homeostase. Sua falha 

pode, por exemplo, resultar em determinados cânceres (ex., sarcoma de kaposi na 

síndrome da imunodeficiência adquirida) e doenças metabólicas (ex., diabetes 

mellitus tipo 2). O sistema imune altera sua atividade ao longo do tempo, o que leva 

a um aumento da vulnerabilidade a doenças infecciosas e degenerativas, expressão 

fenotípica do envelhecimento (Jin, 2010). É bem documentado que a eficácia do 

sistema imunológico sofre um declínio gradual com o avanço da idade. Por exemplo, 

com o envelhecimento, o perfil de anticorpos se altera, tornando-se menos eficazes. 

Dessa forma, novas doenças, antes controladas de forma eficaz pelo organismo, 

surgem provocando estresse celular e morte (Cornelius, 1972). A resposta imune 

desregulada tem sido associada a doenças cardiovasculares, inflamação, doença de 

Alzheimer e cancro. Embora não tenham sido estabelecidas relações causais diretas 

para todos estes efeitos negativos, o sistema imune tem sido, pelo menos, 

indiretamente sugerido como pivô de tais manifestações (Rozemuller, Gool, van e 

Eikelenboom, 2005). 

 

1.2.1.2 Envelhecimento por dano ou erro 

 

Esta teoria postula que danos ou erros acumulados, resultantes de variáveis 

ambientais (ex., radiação UV) ou biológicos (ex., inacurácia das DNAs polimerases), 

seriam os determinantes do processo de envelhecimento (Jin, 2010). Pode ser 

subdividida em algumas categorias: 

 

A) Teoria do uso e desgaste  

Esta teoria foi introduzida pelo biólogo alemão August Weismann em 1882 

que postulou que células e tecidos possuem componentes vitais que sofrem 

desgaste ao longo do tempo, resultando em disfuncionalidades e aparecendo 
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fenotipicamente como o envelhecimento e eventualmente a morte (Amrit e May, 

2010; Jin, 2010).  

 

B) Teoria da taxa de vida 

Esta teoria postula que quando maior a taxa de metabolismo basal de 

oxigênio de um organismo, menor é sua longevidade, ou seja, as espécies de vida 

longa ou indivíduos devem apresentar uma taxa metabólica basal mais baixa em 

comparação com os seus homólogos que vivem por um curto período de vida. 

Utilizando Drosophila como modelo experimental, Loeb e Northrop (1917), 

propuseram que os animais que eram mantidos em temperaturas altas e com oferta 

de alimento cresciam e morriam mais rápido que as moscas que eram mantidas em 

condições basais. Em geral, a teoria é útil para explicar o envelhecimento, contudo, 

não é completamente adequada para explicar o tempo de vida máximo (Hulbert e 

Pamplona, 2007). Há várias razões para tal: 1) a prática de exercícios e sua 

associação com o aumento da taxa metabólica não reduz a longevidade de 

humanos e ratos (Holloszy et al., 1985); 2) Embora a restrição calórica aumente a 

lifespan, está não o faz pela redução da taxa metabólica (Hulbert e Pamplona, 

2007); 3) Mutantes que possuem tempo de vida prolongado (mutantes para a via da 

insulina/IGF-1) não possuem diminuição da taxa metabólica (Hulbert et al., 2004).   

 

C) Teoria da ligação cruzada 

De acordo com esta teoria, com o tempo, o dobramento errado de proteínas e 

o acúmulo das mesmas danifica células e tecidos. Ao longo do tempo, estes 

acúmulos atrapalham processos celulares básicos que resultam no fenótipo 

observado com o envelhecimento. A doença de Alzheimer é um exemplo de 

patologia. No nematódeo C. elegans a expressão constitutiva de proteína β-amilóide 

específicamente no musculo leva ao depósito intramuscular β-amilóide promovendo 

paralização do animal e posterior morte (Lublin e Link, 2013). Estudos mostraram 

que as reações de reticulação estão envolvidas nas mudanças de proteínas e que 

isto está diretamente relacionadas com a idade (Bjorksten, 1968). O estudo 

desenvolvido por Bjorksten (1968) e posteriormente confirmado com um número 

maior de amostras (Bjorksten e Tenhu, 1990), utilizou um microcalorímetro de 

gravação, o qual mede a quantidade de água que não pode ser congelada em uma 



26 
 

macromolécula. As proteínas reticuladas tendem a possuir maiores quantidades de 

água não congelada que as não reticuladas.  

 

D) Teoria dos radicais livres 

Esta teoria sugere que as espécies reativas de oxigênio (EROs) causam 

danos aos componentes moleculares da célula, tais como ácidos nucleicos, lipídios, 

açúcares e proteínas. Isto dá origem a danos cumulativos nas células, e, 

eventualmente, faz com que estas apresentem perda de função. Alguns estudos 

demonstram que a sinalização envolvida no processo de geração de EROs é 

provavelmente a mais importante no desenvolvimento de células senescentes e 

envelhecimento do organismo (Afanas’ev, 2010).  Um destes foi desenvolvido por 

Sawada e Carlson (1987) que mostraram que existe aumento na produção de 

superóxido e peroxidação lipídica durante a vida de ratos. Choksi e colaboradores 

(2007) investigaram a origem da resistência ao estresse oxidativo e longevidade no 

em ratos da linhagem Ames. Eles constataram que a produção endógeno de EROs, 

em níveis séricos, e isoprostanos (F2) no fígado foram menores em todas as idades, 

que aparentemente foi a origem da resistência ao estresse. 

 

E) Teoria do dano no DNA das células somáticas 

Os danos ao DNA ocorrem continuamente nas células dos organismos vivos 

(Holmes, Bernstein e Bernstein, 1992; Jin, 2010). Embora a maioria seja reparada, 

alguns podem passar sem correção e, por fim, acumular. As DNAs polimerases e 

outros mecanismos de reparação não conseguem corrigir os danos tão rápido 

quanto eles aparentemente ocorrem (Holmes, Bernstein e Bernstein, 1992). As 

mutações genéticas ocorrem e se acumulam com a idade, fazendo com que as 

células deteriorem (Jin, 2010). Por exemplo, danos ao DNA mitocondrial podem 

conduzir a disfunções mitocondriais que estão associadas a doenças 

neurodegenerativas (Humphrey e Parsons, 2012; Taylor e Turnbull, 2005). 

 

1.3 Caenorhabditis elegans 

 

O verme Caenorhabditis elegans é um nematódeo de vida livre, não parasita, 

predominantemente hermafrodita (Figura 5)  (Riddle et al., 1997). Foi descrito por 

Sydney Brenner em 1965 como modelo experimental para estudos sobre o 
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desenvolvimento e arquitetura dos organismos multicelulares (Brenner, 1973). 

Desde então, vem sendo amplamente empregado como modelo para estudo de 

vários processos biológicos incluindo mecanismos de apoptose, vias de sinalização 

celular, controle do ciclo celular, regulação gênica, metabolismo, envelhecimento, 

neurodesenvolvimento, imunologia e determinação sexual (Riddle et al., 1997). 

Marcos da ciência moderna foram descritos a partir de estudos feitos na plataforma 

C. elegans (Kaletta e Hengartner, 2006). Cita-se a descrição da classe dos 

microRNAs que rendeu ao Dr. Andrew Fire o nobel de medicina e fisiologia em 2005 

(Fire et al., 1998). 

 

 

 

Figura 5 - O nematódeo Caenorhabditis elegans. Adaptada de wormbook. (Fonte: 

http://www.wormbook.org/) 

 

O C. elegans é um organismo multicelular sofisticado formado por 959 células 

que dão origem a órgãos e tecidos incluindo músculos, hipoderme, intestino, sistema 

reprodutor, glândulas e sistema nervoso. O sistema nervoso contêm 302 neurônios e 

56 células do tipo glia (Bargmann, 1998; Kaletta e Hengartner, 2006; Riddle et al., 

1997).  

O verme tem características que o tornam um modelo experimental atraente. 

Possui ciclo de vida curto (3 dias) composto por quatro mudas larvais até o 

desenvolvimento completo. Tem dimorfismo sexual composto por hermafroditas (XX) 

(99,9% da população) e machos (XO) (0,01% da população). Atingida a fase adulta, 
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os hermafroditas se autofecundam por aproximadamente três a cinco dias, gerando 

300-350 progênies. Após a fase reprodutiva, o verme vive, em média, por mais duas 

semanas quando, então, morre. A predominância de animais hermafroditas na 

população permite a manutenção de mutações deletérias em homozigose. Já a 

existência de machos permite o transporte de alelos mutados para outros 

backgrounds genéticos.   

O verme é um organismo diploide, com cinco pares de cromossomos 

somáticos e um par de cromossomos sexuais. Seu genoma está totalmente 

sequenciado e abriga aproximadamente 20.000 genes até o momento (C. elegans 

Sequencing Consortium, 1998; Kaletta e Hengartner, 2006). Existe uma 

surpreendentemente conservação gênica entre vermes e mamíferos. A comparação 

entre o genoma humano e do C. elegans confirmou a presença de vários genes 

ligados a doenças humanas no verme, o que abre a possibilidade de modelar 

doenças, muitas vezes raras e letais em modelos vertebrados (C. elegans 

Sequencing Consortium, 1998; Kaletta e Hengartner, 2006). O conhecimento 

detalhado da arquitetura genômica e a facilidade técnica para manipulações 

genéticas levaram a disponibilidade de centenas de alelos mutantes e linhagens 

transgênicas que englobam vários genes do verme. Isto possibilita o estudo 

detalhado de processos celulares e seu papel no desenvolvimento e comportamento 

do organismo.  

O verme tem tamanho reduzido (~1 mm de comprimento quando adulto) e, 

em laboratório, é cultivado em meio a base de ágar e usa como fonte de alimento a 

bactéria Escherichia coli. Estas características proporcionam baixo custo de 

manutenção quando comparado a outros animais experimentais. Características 

morfológicas, principalmente a transparência, permitem que técnicas não invasivas 

de visualização das estruturas celulares e de transcritos marcados com proteínas 

fluorescentes, mesmo que expressos em uma única célula, sejam empregados 

(Kaletta e Hengartner, 2006). 

 Embora seja um modelo avançado para o estudo de mecanismos 

moleculares, questiona-se até que ponto um verme pode ser usado como modelo de 

doenças humanas devido à distância evolutiva. Obviamente, não existe 

correspondência direta entre doenças humanas e fenótipos no verme na maioria dos 

casos.  É irreal esperar que um modelo invertebrado mimetize a patogênese das 

doenças humanas e seja suficiente para prever a ação e segurança de fármacos. A 
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principal vantagem do modelo é possibilitar o entendimento das interações 

moleculares, permitindo, dessa forma, pesquisas em modelos vertebrados ou 

mesmo clínicas mais embasadas. O C. elegans é um modelo para os aspectos 

moleculares das doenças. Isto significa que havendo correspondentes moleculares 

no verme, semelhantes aos envolvidos em determinada doença humana, as 

interações poderão ser estudadas, detalhadas e manipuladas e o conhecimento 

gerado aplicado no entendimento da doença. 

 

1.3.1 Modelo experimental para estudo da longevidade 

 

O verme C. elegans é um modelo poderoso para estudo do envelhecimento 

(Amrit e May, 2010). Entre as características atraentes para o estudo da longevidade 

destaca-se o curto tempo de vida que reduz o tempo de análise fenotípica para 

algumas semanas (Ewbank, 2002; Houthoofd et al., 2003; Kurz et al., 2007). 

 

1.3.2 Fatores que modulam a longevidade no nematódeo 

 

Estudos em modelos biológicos, tais como leveduras, vermes, moscas e 

ratos, identificaram vários fatores e vias moleculares que alteram o tempo de vida do 

organismo. Por exemplo, restrição calórica, diminuição da sinalização da via 

insulina/IGF-1 (IIS), diminuição da taxa da respiração celular mitocondrial, redução 

da função das células germinativas e baixas temperaturas são fatores que estendem 

a longevidade (Kenyon, 2010).  

Um estudo que avaliou a longevidade de macacos rhesus por 20 anos 

(Colman et al., 2009), demonstrou que a restrição calórica, sem desnutrição, é capaz 

de protelar o envelhecimento e aumentar a longevidade destes animais. Já que no 

período avaliado, 50% dos animais mantidos com dieta normal estavam vivos e na 

população que foi mantida em restrição calórica o percentual alcançou 80%. Os 

macacos submetidos a restrição alimentar ainda apresentaram incidência reduzida 

de  diabetes, câncer, doença cardiovascular e atrofia cerebral. 

 

1.3.2.1 Via de sinalização da insulina/IGF-1 
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A via de sinalização celular da insulina e do fator de crescimento semelhante 

à insulina (insulin-like growth factor (IGF)) (IIS) é evolutivamente conservada (Figura 

6). Através da modulação de fatores de transcrição, a IIS regula o desenvolvimento, 

crescimento, diferenciação, estado reprodutivo, imunidade inata, resistência ao 

estresse, metabolismo energético, respostas a mudanças das condições ambientais 

e disponibilidade de nutrientes de invertebrados e vertebrados (Kaletsky e Murphy, 

2010; Kenyon, 2010).  

No verme, vários peptídeos semelhantes à insulina são secretados por 

diversas células, incluindo neurônios, em resposta à alimentação ou percepção 

sensorial do alimento no ambiente (Heemst, 2010). Estes peptídeos (INS1-38) se 

ligam no receptor DAF-2, que tem atividade tirosina-quinase  (Heemst, 2010).  A 

transdução de sinal pelo receptor, ativa a enzima semelhante a fosfatidilinositol-3-

quinase humana AGE-1, a qual fosforila o fosfolípide de membrana 4,5-

fosfatidilinositol (PIP2) em 3,4,5-fosfatidilinositol (PIP3) (Wolkow et al., 2002) (Morris, 

Tissenbaum e Ruvkun, 1996). Este atua como elemento agregador, ativando e 

atraindo para perto a proteína quinase-1 (PDK-1) que, então, fosforila e ativa 

(Paradis, Ailion e Toker, 1999) a proteínas-quinase B (PKB1-2, também conhecida 

como AKT1-2). PKB1 e 2 dão sequência a via de sinalização, fosforilando e 

modulando uma série de proteínas downstream, entre elas o fator de transcrição 

DAF-16, um homólogo da família de fatores de transcrição FoxO (Lin et al., 1997; 

Ogg et al., 1997). A fosforilação de DAF-16 sequestra o fator de transcrição no 

citoplasma, impedindo assim sua translocação para o núcleo e a transcrição gênica.  
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Figura 6 - Descrição simplificada da transdução de sinal da via insulina/IGF-1 (IIS) em invertebrados e 

mamíferos. Adaptado de (Heemst, 2010). 

 

Vários estudos observaram que mutações com perda-de-função nos genes 

para daf-2 e outros componentes da via IIS, aumentam expressivamente a 

longevidade do verme (Kenyon, 2010). Um trabalho pioneiro realizado por Kenyon e 

colaboradores (1993), demostrou que mutações no gene daf-2 foram capazes de 

gerar adultos férteis, ativos que viveram duas vezes mais que os animais selvagens. 

Este aumento de longevidade requeria a atividade de um segundo gene, daf-16. A 

redução de função da via IIS transloca DAF-16 para o núcleo. DAF-16 regula vários 

genes que protegem a célula contra fatores estressores, codificam peptídeos 

antimicrobianos e outros capazes de controlar o metabolismo e reprodução, 

promovendo assim, o aumento da longevidade (Finch e Ruvkun, 2001; Murphy et al., 

2003). PIP3 pode ser desfosforilado por DAF-18, homólogo da fosfatase PTEN.  

Mutações que reduzem a função de daf-18 eliminam o aumento da longevidade 

observada em vermes mutantes para daf-2 e age-1 (Dorman et al., 1995). 

Além de DAF-16, outros fatores cooperam para o aumento da longevidade 

observado em mutantes de DAF-2, por exemplo, SKN-1, fator de transcrição que 

também protege contra o dano gerado pelo estresse oxidativo através da 

mobilização da via conservada de detoxificação de fase 2 (Tullet et al., 2008) e HSF-

1, que regula a resposta de choque térmico e também influência o envelhecimento 
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(Hsu, Murphy e Kenyon, 2003). Redução da atividade de HSF-1 acelera o 

envelhecimento dos tecidos e diminui a longevidade do nematódeo (Hsu, Murphy e 

Kenyon, 2003). 

 

1.3.2.2 Estresse oxidativo 

 

Algumas vias e fatores de transcrição, incluindo IIS e DAF-16, estão 

estritamente relacionados com a resistência ao estresse oxidativo. Isto ocorre 

através da regulação da expressão de genes, que codificam enzimas como 

superóxido-dismutase (SOD) e catalase, enzimas que são responsáveis pela 

detoxificação de EROs (Back, Braeckman e Matthijssens, 2012).  

Estudos mostraram que a redução da ingestão de alimentos em 40-60% 

mostrou benefícios notáveis para a saúde e expectativa de vida em muitas espécies 

animais, incluindo o verme C. elegans (Houthoofd et al., 2007). Postulava-se que a 

restrição dietética reduzia a taxa metabólica e, assim, diminuía a produção de EROs 

e os  danos induzidos por estes (Lakowski e Hekimi, 1998). Estudos recentes 

demonstraram que a menor quantidade de EROs não foi devido a uma menor taxa 

metabólica e sim pelo aumento da atividade enzimática da catalase (Houthoofd et 

al., 2002) e SOD (sod-1, sod-2, sod-4 e sod-5) (Panowski et al., 2007). Enzimas 

reguladas pelo fator de transcrição FOXA/PHA-4.  

Estudos recentes demonstraram que o aumento as alterações da longevidade 

observadas numa série de condições no verme não podem ser justificadas apenas 

pela redução no estresse oxidativo (Back, Braeckman e Matthijssens, 2012). No 

entanto, isto não diminui a importância de mecanismos de defesa contra as EROs 

que em condições naturais podem ser importantes para garantir uma vida normal e 

reprodução (Back, Braeckman e Matthijssens, 2012). 

 

1.3.2.3 Reprodução, alimento e temperatura 

 

Vários processos fisiológicos demandam grande quantidade de energia. A 

reprodução, por exemplo, tem alta demanda energética que gera efeitos marcantes 

no metabolismo de lipídios, a principal forma de armazenamento de energia dos 

animais (Hansen, Flatt e Aguilaniu, 2013). Para se reproduzirem, os animais 

mobilizam suas reservas energéticas. Se a reprodução é reduzida ou suprimida, há 
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aumento do armazenamento de gordura e, curiosamente, da longevidade. Esta 

associação entre gasto energético e tempo de vida está bem estabelecida, 

entretanto, os mecanismos moleculares responsáveis pelo fenótipo permanecem 

mal compreendidos (Hansen, Flatt e Aguilaniu, 2013). 

Esta relação inversa entre reprodução e armazenamento de gordura reflete 

um inevitável custo energético. Neste cenário, denominado “custo da reprodução”, 

as reservas energéticas são utilizadas para a reprodução em detrimento da 

manutenção somática e consequente sobrevivência do organismo (Kirkwood, 1977; 

Williams, 1966). Alguns estudos observaram que quando as células germinativas do 

verme são removidas, seu tempo de vida aumenta consideravelmente; isto ocorre, 

em parte, pela modulação do metabolismo lipídico (Hansen, Flatt e Aguilaniu, 2013). 

A quantidade de alimento disponível no meio também está relacionada com a 

sobrevivência do organismo. Estudos demonstraram que a restrição calórica reduz a 

fecundidade e aumenta a longevidade. Entretanto a relação direta entre os três 

elementos permanece pouco compreendida (Chapman e Partridge, 1996; Crawford, 

Libina e Kenyon, 2007; Holehan e Merry, 1986). A associação entre alimento, 

reprodução e longevidade provavelmente apresenta carácter seletivo (Crawford, 

Libina e Kenyon, 2007). Em condições desfavoráveis (restrição alimentar), 

reproduzir perde importância, considerando a menor chance de sobrevivência da 

prole, comparado à sobreviver para, assim, procurar locais mais favoráveis para 

multiplicação. Ainda, o aumento na longevidade visto em modelos de restrição 

calórica, está relacionado a menor geração de EROs, visto que, há um aumento da 

expressão de enzimas antioxidantes (Back, Braeckman e Matthijssens, 2012). 

A temperatura é outro fator determinante da longevidade. Animais 

pecilotérmicos, incluindo C. elegans, exibem tempo de vida mais longo em baixas 

temperaturas comparado com temperaturas mais altas (Klass, 1977). No entanto, os 

mecanismos atuantes que determinam o fenótipo não são conhecidos. Alguns 

estudos postulam que baixas temperaturas reduzem a velocidade das reações 

químicas, diminuindo assim, a velocidade do envelhecimento (Lee e Kenyon, 2009; 

Xiao et al., 2013). Além da diminuição da taxa metabólica, Lee e Kenyon (2009) 

propuseram que o aumento da longevidade em baixas temperaturas está 

estritamente relacionado com a atividade dos neurônios termosensores AFD que 

controlariam a longevidade por sinais neuroendócrinos (Lee e Kenyon, 2009).  
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos da cafeína na longevidade do nematódeo Caenorhabditis 

elegans. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Caracterizar os efeitos fenotípicos (longevidade, reprodução, 

desenvolvimento) no nematódeo após exposição a diferentes concentrações de 

cafeína; 

 - Avaliar as implicações da exposição aguda e crônica à cafeína na 

longevidade; 

- Estudar o envolvimento da via IIS no aumento da longevidade gerado pela 

cafeína; 

- Caracterizar a interação entre adenosina e cafeína no verme.  
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1 Artigo Cientifico 

 

Os materiais e métodos utilizados para execução deste trabalho, os 

resultados e a discussão serão apresentados na forma de artigo científico – 

submetido ao periódico Neurobiology of aging. 

 

  



37 
 

Title: DAF-2 is partially required for caffeine lifespan extension in Caenorhabditis 

elegans 

 

Jessika Cristina Bridi1, Alexandre Guimarães de Almeida Barros1, Letícia Reis 

Sampaio1, Júlia Castro Damásio Ferreira1, Felix Alexandre Antunes Soares2, Marco 

Aurélio Romano-Silva1*. 

 

1 Departamento de Saúde Mental, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de 

Minas Gerais, CEP 30130-100 Belo Horizonte, Brazil. 

2 Departamento de Química, Centro de Ciências Naturais e Exatas, Universidade 

Federal de Santa Maria, CEP 97105-900 Santa Maria, RS, Brazil. 

 

*Corresponding author: Departamento de Saúde Mental, Faculdade de Medicina, 

Universidade Federal de Minas Gerais, CEP 30130-100 Belo Horizonte, Brazil. Tel: 

+55 313409 9134. 

 

E-mail address: romanosilva@gmail.com. 

  



38 
 

Abstract 

 

Caffeine is one of the most widely used psychoactive drug. Studies suggests 

that caffeine may be protective against many aging associated neuropsychiatric 

disorders. Caenorhabditis elegans has emerged as a powerful model to study aging 

determinants. Our aim was to evaluate caffeine effects over lifespan in this 

nematode. Caffeine was able to increase worm’s lifespan, at least in part, by 

inhibition of insulin/IGF-1 pathway. Caffeine also delayed animal’s larval 

development, reduced reproduction and body length. Adenosine reversed some of 

the caffeine-induced phenotypes suggesting a possible common target. Therefore, 

elucidation of mechanisms through which caffeine exerts its effects may shed light on 

new genes determinants of aging process. 

 

Keywords: Caffeine, longevity, Caenorhabditis elegans, adenosine 
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Introduction 

 

Caffeine is a psychoactive substance used worldwide (Fredholm, 2012). It is 

present in many ordinary products like coffee, tea, soft drinks, chocolate and 

combined with over-the-counter pills such as aspirin and appetite suppressants 

(Fisone et al., 2004; Fredholm et al., 1999). Studies have projected that seventy 

percent of adult population consumes quantities of caffeine capable of affect their 

brain and behavior in a daily basis (Fredholm, 2012).  

Caffeine pharmacodynamics has been ascribed mainly to its antagonism of 

adenosine receptors (Chen et al., 2010; Fredholm et al., 1999). At low 

concentrations, caffeine blocks all four humans’ adenosine receptors (A1, A2A, A2B 

and A3) (Chen et al., 2010). Most of its effects appears to be dependent on 

interactions with A1 and A2A receptors and, to a lesser extent, with A2B and A3 

receptors (Chen et al., 2010; Fredholm et al., 1999). At higher concentrations, 

caffeine has looser interactions and may disturbs calcium release from intracellular 

stores, inhibit GABAA receptors, the enzymes 5’-nucleotidase and alkaline 

phosphatase (Chen et al., 2010; Fredholm et al., 1999).  

Currently, studies have suggested that chronicle exposure to caffeine may be 

beneficial in many neuropsychiatric disorders like Alzheimer’s and Parkinson’s 

diseases (Ritchie et al., 2007; Souza et al., 2003). This is in part because caffeine 

may reduce cognitive decline in neurodegenerative disorders (Cunha and Agostinho, 

2010). For instance, in an Alzheimer’s disease model, mice exposed to caffeine had 

better cognitive test results and reduced levels of β-amyloid in their brains (Cao et al., 

2009; Dall’Igna et al., 2007). In a Parkinson’s disease model, caffeine prevented 

avoidance memory impairment in rats (Gevaerd et al., 2001). In humans, caffeine 

intake was inversed related to adverse outcomes like diabetes, inflammatory 

diseases, stroke, injuries and accidents (Freedman et al., 2012). In spite of high 

consumption of caffeine worldwide and its ascribed potential as modulator of aging, 

the molecular mechanisms through which caffeine results in those phenotypes 

remains largely unclear. 

As human’s lifespan expands, searching for substances capable of reducing 

aging process has gain major attention. In this context, Caenorhabditis elegans has 

emerged as a powerful model to study aging in the context of an intact animal (Hsin 

and Kenyon, 2009; Klass, 1983). Many genes have been shown to regulate aging in 
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worms. Usually they signal in stress-related responses and energy homeostasis (C. 

J. Kenyon, 2010). For example, loss-of-function mutations in insulin receptor DAF-2 

increases C. elegans lifespan (Kenyon et al., 1993; Kimura et al., 1997). DAF-2 is 

activated in response to changes on food availability and stress (Kenyon et al., 1993; 

Murphy et al., 2003). Ultimately, it modifies activity of many transcription factors like 

DAF-16, SKN-1, HSF-1 and PQN-1 (Hsu et al., 2003; C. J. Kenyon, 2010; Kimura et 

al., 1997; Samuelson et al., 2007; Tullet et al., 2008). These transcription factors are 

responsible for regulate many genes that act cumulatively to produce large extension 

on lifespan (Amrit and May, 2010; C. J. Kenyon, 2010). Here we used the nematode 

C. elegans to investigate whether and how caffeine changes the aging process. 

 

Results 

 

Caffeine increases worm’s lifespan 

In order to determine whether caffeine extends worm’s lifespan, we exposed 

animals to different concentrations of it and measured how long they lived (Figure 1) 

(Table 1). Caffeine increased lifespan at low concentrations. However, it exhibited 

toxicity at higher concentrations observed as lifespan reduction. Caffeine’s induced 

lifespan extension has been reported previously (Lublin et al., 2011). Although in 

consonance with this study, in our experiments, animals were exposed to caffeine 

from L1 larval stage while in the former they start treatment in adult worms. This may 

justify some differences observed like the magnitude of lifespan increase. 

Caffeine delays larval development 

Studies suggest that aging is a process that starts early in life (Britton et al., 

2008; Felix et al., 2013). For example, premature stressful events in humans may 

have adverse outcomes late in life (Caraci et al., 2010; Saczynski et al., 2010; 

Wahlbeck et al., 2001). In C. elegans larval development has remarkable effects on 

lifespan. For example, animals deprived from food at the initial larval stages can 

enter an alternative development pathway, named dauer, characterized by an 

increased lifespan (Golden and Riddle, 1984; Kenyon, 2001). Therefore, worm’s 

lifespan seems to result from lifelong processes.  

To determine whether caffeine changes worm’s development, animals were 

exposed to different concentrations of it and their larval development evaluated until 

adulthood (Figure 2). We observed that caffeine delayed worm’s larval development. 
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While wild-type animals achieved adult stage at the third day of life, worms exposed 

to low concentrations of caffeine spent more time to complete development. The 

phenotype was already detected on the first day. On low caffeine concentrations, 

adult animals were observed on day five and six for 5 mM  and 15 mM caffeine 

respectively  (Figure 2B and 2C ). Worms exposed to 30 mM caffeine had 

accentuated larval development delay and only twenty percent of them reached adult 

stage on day thirteen. Noteworthy, some worms from this group died or escape from 

plates. On high caffeine concentrations, worms did not develop beyond first larval 

stage and died after a couple of days. This outcome was expected considering that 

high caffeine concentrations exhibits toxicity. 

Worm’s lifespan extension requires lifelong caffeine exposure  

Lifespan results from many processes. Assuming that, one trivial explanation 

for caffeine-induced increase in lifespan could be that it results from worm’s larval 

development delay. To verify whether caffeine contribution to lifespan extension 

occurs exclusively during early development, we exposed worms to caffeine during 

certain larval stages only (Figure 3 and table 2). We chose 5 mM caffeine 

concentration to perform this experiment because it increases lifespan and do not 

fully halt development. We observed no lifespan extension when worms were 

exposed to caffeine only during larval development. Therefore, it is possible that 

caffeine induced changes in larval development is a distinct outcome from it 

extension of lifespan. To test this hypothesis, adult worms were exposed to caffeine 

and their lifespan measured (Figure 3). Curiously, we did not observe lifespan 

extension. Therefore, worms require exposure to low concentrations of caffeine 

throughout life to extend lifespan.  

Caffeine reduces worm’s size and reproduction 

Studies suggest that processes that require great amounts of energy have 

impact on lifespan. These include growth and reproduction (Arantes-Oliveira et al., 

2002). To evaluate whether caffeine changes growth and reproduction, complete 

developed adult animals had their body’s size measured and reproductive state 

assessed through egg-laying phenotype (Figure 4). Caffeine reduced adult worms 

mean size. Assuming that the energy required to keep a larger worm may negatively 

affect lifespan, this outcome can justify part of the lifespan extension observed after 

exposure to caffeine. However, reduced body size resulted from contact with caffeine 

during larval development only and lifespan extension requires caffeine throughout 



42 
 

worm’s life (Figure 4A). Therefore, it may be part of but not essential for caffeine-

induced lifespan increase. Caffeine also reduced worm’s egg production (Figure 4B). 

Similar to body’s size,  reproduction has a large energy cost and may adversely 

affect lifespan (Mukhopadhyay and Tissenbaum, 2007). Therefore, egg-laying 

reduction may be an important facet of caffeine-induced lifespan extension.  

Caffeine induced lifespan extension is partly dependent on DAF-2 but 

not on DAF-16 

In C. elegans, it is well established that loss-of-function mutations on the 

insulin/IGF-1-like receptor DAF-2 increases lifespan, in part, by activation of the 

transcription factor DAF-16, a member of the FOXO family (C. Kenyon, 2010; Kimura 

et al., 1997). To investigate whether caffeine induced lifespan extension depends on 

insulin/IGF-1 pathway, loss-of-function mutants for both DAF-2 and DAF-16 were 

exposed to caffeine and their lifespan measured (Figure 5 and table 3). Daf-2 

mutants exposed to caffeine showed a significant lifespan increase compared to 

vehicle-exposed animals of the same genotype. However, the magnitude of it was 

lesser than that observed for wild type animals (Figure 5A). Therefore, caffeine-

induced lifespan increase is partly dependent on DAF-2 signaling. Curiously, daf-16 

loss-of-function mutants exposed to caffeine exhibited a life expectancy similar to 

that observed for wild type animals (Figure 5B). This suggests that, although DAF-16 

is a well-established target of insulin/IGF-1 signaling pathway, it is not necessary for 

the caffeine induced lifespan increase. 

Insulin/IGF-1 signaling phosphorylates DAF-16 and translocate it to cytoplasm, 

halting its transcriptional activity. To further explore how caffeine’s modulates DAF-2 

signaling pathway, a transgenic worm bearing DAF-16 tagged with green fluorescent 

protein (GFP) (Is[daf-16P::daf-16::GFP; rol-6(su1006)]) was exposed to it and DAF-

16 subcellular location analyzed overtime. Animals exposed to caffeine from birth 

until L4 larval stage showed DAF-16::GFP nuclear/cytoplasm fluorescence signal 

slightly bigger than vehicle-treated animals. Curiously, worms exposed to caffeine for 

a short period of time (30, 60 and 120 minutes) exhibited a significant greater 

nuclear/cytoplasm fluorescence signal (Figure 6). This suggests that caffeine acutely 

inhibits insulin/IGF-1 signaling pathway and this process somewhat adapts overtime. 

Therefore, caffeine somehow inhibits DAF-2 signaling pathway. This phenomenon 

mimics daf-2 loss-of-function mutant animals and may partly explain how caffeine 

increases worm’s lifespan. 
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Adenosine antagonizes caffeine’s lifespan increase and brood size 

reduction 

In mammals, caffeine antagonize mainly adenosine receptors A1 and A2A 

(Cunha and Agostinho, 2010). Therefore, caffeine may interact with targets in worms 

similar to adenosine receptors. To verify this hypothesis, animals were exposed to 

both caffeine and adenosine and their lifespan measured (Figure 7 and table 4). 

Adenosine reversed caffeine-induced lifespan increase. To further explore this 

interaction, worms also had their reproduction assessed after exposure to caffeine 

and adenosine (Figure 8). Again, adenosine partly reversed caffeine-induced egg-

laying reduction. This suggests that caffeine and adenosine are antagonist in worms 

similar to what is observed in mammals.  

 

Experimental procedures 

 

Strains and culture conditions 

C. elegans strains were maintained at 20°C or 15°C on nematode growth 

medium (NGM) with E.coli OP50 as food source (Brenner, 1974). N2 Bristol was 

used as wild-type. The mutant strains used in this study were: daf-16 (mu86)I 

outcrossed 12x, daf-2(e1370)III outcrossed 4X and TJ356 (Is[daf-16P::daf-16::GFP; 

rol-6(su1006)]). All strains were obtained from the Caenorhabditis Genetics Center. 

For each experiment, synchronized populations were obtained through bleach 

treatment of gravid adults. 

Caffeine and adenosine treatments 

Caffeine and adenosine (Sigma-Aldrich) were freshly dissolved in deionized 

water and added into NGM after autoclaving. After solidification of NGM, plates were 

seeded with E. coli OP50 in the center.  Plates were prepared the day before use.  

Lifespan assay  

Lifespan assays were performed on NGM plates at 20°C (Lin et al., 2001) 

(Kenyon 1993; Berman & Kenyon 2006). L1 worms (day 0) were transferred to NGM 

plates supplemented with caffeine and/or adenosine and/or vehicle. Worms were 

scored every day or every other day and those that failed to respond to a gentle 

prodding with a platinum wire were scored as dead (Li et al. 2008).  Animals were 

transferred to new plates every day until they ceased laying egg. After reproductive 

period ended, worms were moved to new plates every week. 
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Development assay 

Worm’s developmental stage was evaluated every day until they reached 

complete development (gravid adults). They were scored as L1, L2, L3, L4 larval 

stages, young adult (no eggs in uterus) or adult (gravid adults) following body 

morphology criteria (Altun and Hall, WormAtlas).  

Body length 

Body length was calculated by measuring the tip-to-tail length of individual 

adult animals. Digital images were taken using a stereomicroscope fitted with a CCD 

camera and length measured with NIS-Element AR 3 software (Nikon). 

Brood size assays 

Each worm was allowed to lay eggs and transferred to fresh NGM plate every 

24 h until complete egg laying period. The number of hatched worms was counted 

after incubation for about 2 days at 20ºC (Li et al., 2008). Worms that ‘‘exploded’’, 

were “bagged”, or went missing were omitted from the analysis. Twelve worms were 

used for each treatment condition. The experiment was performed at least three 

times. 

DAF-16 localization assay 

DAF-16::GFP animals (Is[daf-16P::daf-16::GFP; rol-6(su1006)]) were cultured 

at 20°C. Worms were exposed to caffeine for different periods of time. Worms were 

mounted on slides with an agarose pad and paralyzed with azide. Images were taken 

using suitable excitation and emission filters with a confocal microscope system 

(Leica SP5) fitted with an argon laser. The relation between fluorescence signal in 

nucleus and cytoplasm was quantified using image J software. The average 

fluorescence from six different worm’s cells were calculated and used for analyzes 

(Driver et al., 2013). Each experiment was repeated at least three times and around 

17 worms per group were used in each experiment.  

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using GraphPad Instat.(Version 5.0 for 

Macintosh OSX, GraphPad Software, San Diego, CA). The Kaplan-Meier method 

was applied to calculate survival fractions and log-rank (Mantel-Cox) test was used to 

compare survival curves. The Bonferroni’s post-test correction was applied for 

multiple comparisons. Student’s t-test or one-way Analysis of Variance (ANOVA) 

followed by Bonferroni post-test was used to check for significant differences 
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between means for other comparisons. P-values lower than 0.05 were considered 

significant. 

 

Discussion 

 

In this study, we demonstrated that caffeine was able to increase lifespan of 

the nematode C. elegans. Caffeine also interfered with worm’s reproduction and 

development. Whether these phenotypes results from the same molecular 

mechanism or from distinct ones is not clear. We explored possible pathways related 

to caffeine-induced phenotypes and found that DAF-2 signaling pathway is important 

for it. In addition, caffeine was observed to regulate DAF-16, a well-described target 

of DAF-2 pathway. In spite of that, this transcription factor is not directly related to 

caffeine-induced extension of lifespan. Over the last years, caffeine has been 

extensively studied by its effects over aging (Cunha and Agostinho, 2010). This is 

because caffeine is considered one of the most widely consumed psychoactive drug 

worldwide (Fredholm et al., 1999). Caffeine intake has been associated to 

enhancement of longevity in humans and animal models (Freedman et al., 2012) 

(Lublin et al., 2011). However, the mechanisms underlying this phenotype is not well 

established.  

In our conditions, only worms exposed to caffeine throughout their lives had 

lifespan extension. Nevertheless, caffeine’s exposure early in life affects 

reproduction, body length and larval developmental rate. These suggest that 

caffeine’s exposure has different outcomes dependent on how much and how long it 

is supplied. In fact, there is growing accumulation of evidence in humans and rodents 

suggesting that chronic caffeine’s exposure may yield significant health benefits like 

delaying aging and preventing specific age-associated pathologies (Freedman et al., 

2012; Lublin et al., 2011; Prediger et al., 2005).  

Aging is a complex process that starts early in life (Britton et al., 2008; Felix et 

al., 2013). Studies have shown that lifelong events like birth rate and stressful 

environments are important determinants of healthy aging (Colman et al., 2009). This 

is because those events are energetic costly and may generate adverse conditions 

like increased production of reactive oxygen species (Speakman, 2005). For 

instance, clk mutants worms, who are deficient in a hydroxylase involved in the 

synthesis of ubiquinone, are characterized by slow physiologic rates, delayed larval 
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development, decreased brood size and increased lifespan. This suggests that 

increased lifespan may be achieved by decreasing energy expenditure (Van 

Raamsdonk et al., 2010). In worms, reproduction and larval development are 

energetic costly processes and determinants of lifespan (Arantes-Oliveira et al., 

2002; Jia et al., 2004). Therefore, it is possible that caffeine’s disruption of both 

processes may indirect affects life expectancy. However, we observed lifespan 

extension only in worms exposed to caffeine through their whole lives while those 

phenotypes were present after exposure to caffeine for a short period. Therefore, 

caffeine’s reproduction decrease and development delay may be important for but 

are not necessary to lifespan extension.   

In worms, many genes have been linked to increased longevity (C. J. Kenyon, 

2010). Insulin/IGF-1 signaling is a well-established pathway that regulates aging. It 

regulates several cellular processes responsible for oxidative stress resistance, 

immunity and energy balance (Amrit and May, 2010). Loss-of-function mutations in 

daf-2 increase lifespan in part by activation of the transcription factor DAF-16 (C. 

Kenyon, 2010; Kimura et al., 1997). To test whether caffeine-induced lifespan 

extension was dependent on insulin/IGF-1 signalling pathway, we exposed daf-2 and 

daf-16 mutants to it. Daf-2 mutants partly reversed lifespan increase. This suggests 

that caffeine may decrease insulin/IGF-1 signaling to reach lifespan extension. 

Noteworthy, this mechanism is similar to what is observed in long-lived daf-2 

mutants. To characterize how caffeine dialogs with insulin/IGF-1 pathway, we sought 

to measure DAF-16 transcription factor subcellular localization. DAF-16 is 

translocated from the nucleus to cytoplasm by DAF-2 activation. In a short time-frame 

exposure, caffeine significantly increased DAF-16 in the nucleus. This further 

suggests that caffeine inhibits insulin/IGF-1 pathway. Although, after a while, DAF-16 

reduced considerable in the nucleus indicating adaptation of the pathway. Together 

with the fact that DAF-16 is not necessary for caffeine-induced lifespan extension, we 

hypothesized that insulin/IGF-1 targets, other than DAF-16, are essential for it. In 

fact, studies have showed that DAF-16 transcriptional activity is not sufficient to 

extend lifespan. For example, worms bearing mutated DAF-16 that constitutively 

localizes in the nucleus have only modest lifespan extension. (Berman and Kenyon, 

2006; Lin et al., 2001). Therefore, caffeine-induced lifespan extension is partly 

dependent on insulin/IGF-1 signaling pathway but not through modulation of DAF-16 

transcriptional factor. 
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In mammals, adenosine receptors (A1 and A2A) are well-established targets 

of caffeine. Many of the beneficial effects of caffeine are mimicked by specific 

antagonists of adenosine receptors (Cunha and Agostinho, 2010). Putative orthologs 

of human adenosine receptors exist in C. elegans genome but they have not been 

isolated yet. We found that adenosine antagonizes some caffeine-induced 

phenotypes suggesting a possible target in common.  

In conclusion, the present study demonstrates that caffeine exhibit a 

remarkably influence over worm’s lifespan in part by modulation of insulin/IGF-1 

pathway. Complete elucidation of the molecular mechanisms of it may shed light on 

new genes determinants of aging. 
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Figures 

 

 

Figure 1 - Caffeine’s exposure increases lifespan of wild-type worms 

Survival curves of wild-type animals exposed to caffeine. Caffeine’s treatment results in lifespan 

extension at 5 mM and 15 mM. At higher concentrations, caffeine reduces worm’s life expectancy. 

P<0.0001 for each condition compared to control. The experiment was performed three times.  



53 
 

 

Figure 2 - Caffeine disrupts normal larval development 

(A-C) Caffeine delays worm’s larval development. L1 wild-type animals exposed to caffeine requires 

more time to achieve adult stage.  

(A) Control animals reaches adult stage within three days (n=131 worms).  

(B) Worms exposed to 5 mM caffeine need four days to complete development (n=136 worms).  

(C) Worms exposed to 15 mM caffeine exhibited a larger delay on larval development (n=126 worms).  

The experiment was performed three times at 20ºC. 

 

 

Figure 3 - Worm’s lifespan extension requires lifelong caffeine exposure 

Survival curves of wild-type animals exposed to 5 mM caffeine for different periods. Worms exposed to 

caffeine from L1 to L4 larval stages or from adult stage until death have lifespan similar to control 

animals. Animals exposed to caffeine throughout their lives shows an increased lifespan.  

Experiment was performed three times. 
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Figure 4. Caffeine reduces worm’s size and reproduction 

(A-B) Measurements of worm’s length and brood size.  

(A) Adult animals exposed to 5 mM caffeine from L1 larval stage have a decreased body length (top-

to-tail) compared to control worms. Black and gray bars represents control and caffeine exposed 

animals. Data are showed as mean ± SD.  

*** p<0.0001 compared to control animals, n = 12 worms per group 

(B) Wild-type worms exposed to 5 mM caffeine shows a sharp reduction on egg-laying compared to 

control animals. Black and gray bars represents control and caffeine exposed animals. Data are 

showed as mean ± SD. 

*** p<0.0001 compared to control animals, n = 22-40 worms 

 

 

Figure 5 – Caffeine induced lifespan extension is partly dependent on DAF-2 but not on DAF-16 

(A-B) Survival curves of daf-2 and daf-16 mutants exposed to caffeine. 

(A) daf-2 mutants has a lifelong phenotype compared to wild type. 5 mM caffeine’s exposure slightly 

increases daf-2 animal’s lifespan.  

p=0.0005, daf-2 control animals compared to daf-2 animals exposed to caffeine.  
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(B) daf-16 mutants exposed to 5 mM caffeine has a lifespan increase similar to wild type worms. 

p<0.0001, daf-16 control animals compared to daf-16 animals exposed to caffeine. 

 

 

Figure 6. Acute caffeine exposure translocates DAF-16 to nucleus 

(A-B) Caffeine’s exposure for a short period of time translocates DAF-16 from cytoplasm to nucleus. 

(A) Representative images and (B) fluorescence quantification of daf-16::gfp animals exposed to 5 

mM caffeine during different periods. Black bar and gray bars represents control and 5 mM caffeine 

exposure respectively. Data are showed as mean ± SD from six cells from each worm.  

* p<0.05 and *** p<0.0001, caffeine exposed animals compared to control animals. 

# p<0.0001 animals exposed to caffeine for 30 minutes and 1 hour compared to 48 hours exposed 

animals 

n= 12-17 worms were evaluated in each group. 
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Figure 7: Adenosine partially antagonizes caffeine’s lifespan increase 

(A-D) Survival curves of wild-type animals exposed to caffeine and/or adenosine.  

(A) Animals exposed to different concentrations of adenosine. 10 mM adenosine reduces worm’s 

lifespan. P<0.0001, 10 mM adenosine exposed animals compared to control animals 

(B-D) Adenosine partly reverses caffeine induced worm’s lifespan extension. For p-values and n 

please see table 4. 
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Figure 8. Adenosine partially reverses caffeine’s brood size reduction 

(A-B) Quantitation of egg-laying phenotypes of animals exposed to caffeine and/or adenosine. 

(A) Adenosine partially reversed caffeine induced brood size reduction. Each color represents one 

condition. Data are showed as mean of twelve animals per group ± SD.  

*** p<0.0001 compared to control group. # p<0.001 compared to 5 mM caffeine trated group. & 

p<0.0001 compared to 10 mM adenosine group. 

(B) Distribution of offspring through fertile period of wild-type worms exposed to caffeine and/or 

adenosine. 

 

Tables 

 

Table 1: Lifespan of wild-type worms exposed to caffeine 

Genotype Caffeine (mM) 
Median 
lifespan 
(days) 

Number of 
animals(n) 
/censored 

P value vs. control 

Wild-type - 15 156/33 
 

 
5 27 167/22 <0.0001 

 
15 31 107/87 <0.0001 

 
30 10 162/14 <0.0001 

 
45 2 178/0 <0.0001 

 
60 1 181/0 <0.0001 

 

Table 2: Lifespan of wild-type worms exposed to caffeine at different stage and time-period 

Genotype 
Caffeine 

(mM) 
Treatment 

Median 
lifespan 
(days) 

Number of 
animals(n) 
/censored 

P value vs. 
control 

Wild-type 0 - 20 142/78 
 

 
5 entire lifetime 27 205/22 <0.0001 

 
5 adult 20 187/41 0.9157 

 
5 L1 - L4 20 176/48 0.0885 
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Table 3: Lifespan of wild-type, daf-2(e1370) and daf-16 (mu86) worms exposed to caffeine since L1 

Genotype Caffeine (mM) 
Median 
lifespan 
(days) 

Number of 
animals(n) 
/censored 

P value vs. control 

Wild-type - 17 150/39 
 

 
5 28 116/64 <0.0001 

daf-2 (e1370) - 53 103/18 
 

 
5 53 148/58 0.0005 

Wild-type - 20 198/18  

 5 27 186/7 <0.0001 

daf-16 (mu86) - 17 220/7 
 

 
5 23 233/10 <0.0001 

 

Table 4: Lifespan of wild-type worms exposed to caffeine and/ adenosine since L1 

Genotype 
Caffeine 

(mM) 
Adenosine 

(mM) 

Median 
lifespan 
(days) 

Number of 
animals(n) 
/censored 

P value vs. 
control 

P value 
vs. 
5C 

 

P value 
vs. 

Adenosine 

Wild-type - - 20 137/26 
 

  

 
5 - 31 157/17 <0.0001   

 - 1 22 134/40 0.5304   

 - 5 22 126/10 0.0847   

 - 10 15 185/10 <0.0001   

 5 1 29 147/15 <0.0001 0.8621 <0.0001 

 
5 5 27 162/25 <0.0001 0.0001 <0.0001 

 
5 10 20 121/42 0.3993 <0.0001 <0.0001 
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1 Considerações finais 

 

Neste trabalho observamos que baixas concentrações de cafeína aumentam 

a longevidade do verme C. elegans. Contudo, este efeito está condicionado à 

exposição crônica à substância, visto que os animais expostos somente durante o 

período de desenvolvimento larval ou durante o estágio adulto, evidenciaram tempo 

de vida similar aos vermes expostos ao veículo. Em contrapartida, animais expostos 

a altas concentrações de cafeína sequer saíram do estágio larval L1 e apresentaram 

alta mortalidade, refletindo, possivelmente, toxicidade.  A cafeína promoveu outras 

alterações fenotípicas nos vermes, incluindo atraso no desenvolvimento larval, 

diminuição do tamanho e da reprodução. 

O potencial da cafeína em aumentar a longevidade no C. elegans já foi 

descrito em um estudo (Lublin et al., 2011). Contudo, pouco se sabe sobre os 

possíveis mecanismos envolvidos. Em humanos, grande coorte recente observou 

efeitos benéficos do café, incluindo aumento da sobrevida (Freedman et al., 2012). 

Como supramencionado, a atividade da via de sinalização DAF-2/DAF-16 

(insulina/IGF-1) está intimamente relacionada com o tempo de vida do verme. Esta 

via é evolutivamente conservada (Heemst, 2010). Para verificar se a cafeína 

aumenta a longevidade modulando a via IIS, nós expusemos cepas de vermes com 

mutação de perda-de-função, temperatura sensível, do gene do receptor DAF-2 

(Kimura et al., 1997) e outra homozigota para mutação com perda-de-função do fator 

de transcrição DAF-16 à cafeína. Houve aumento na longevidade dos animais 

mutantes para DAF-16, sugerindo que o mesmo não é necessário para o aumento 

da longevidade induzida pela cafeína. Curiosamente, observamos que animais 

transgênicos expressando DAF-16::GFP, após exposição aguda (2h) à cafeína, 

exibem aumento expressivo da localização do DAF-16 no núcleo em relação ao 

citoplasma. Isto sugere que apesar de não ser necessário para o aumento da 

sobrevida, DAF-16 é modulado pela cafeína. Já os animais mutantes para DAF-2 

exibiram aumento da longevidade bem inferior ao observado nos animais controles 

expostos à cafeína. Isto sugere participação da via IIS no aumento da longevidade 

induzida pela cafeína. 

Em mamíferos, a cafeína tem ação principalmente no sistema purinérgico 

através do antagonismo dos receptores de adenosina (Cunha e Agostinho, 2010; 

Fredholm et al., 1999). Até o momento os receptores de adenosina ortólogos no 



61 
 

verme ainda não foram clonados. Para caracterizar se a cafeína tem via de ação 

comum à adenosina no verme, testamos se a exposição à adenosina reverte os 

fenótipos induzidos pela cafeína. A adenosina reduziu o aumento de longevidade 

gerado pela cafeína de maneira concentração dependente. Já com relação à 

reprodução, a adenosina não foi capaz de aumentar o número de progênies 

reduzido pela cafeína. Isto sugere que é provável que a farmacodinâmica da cafeína 

envolva o sistema purinérgico, mas é necessário mais estudos para caracterizar os 

pontos de interação.  

Outra hipótese é que os fenótipos exibidos pelos vermes expostos a cafeína 

(menor tamanho e redução da reprodução) estão diretamente relacionados ao 

aumento da longevidade. Isto porque o menor custo energético destes animais, por 

serem menores e não usarem tanta energia para reprodução permitiria que 

vivessem mais (Hansen, Flatt e Aguilaniu, 2013). Postulamos que é possível que a 

cafeína aumente a longevidade dos animais por alterar processos biológicos que 

reduzem o gasto energético. 

Este estudou contribuiu para a caracterização dos efeitos da cafeína no 

nematódeo C. elegans. Em especial, demonstramos que a cafeína é capaz de 

estender a vida do verme. Sugerimos que os efeitos da cafeína na longevidade são 

parcialmente mediados através da via IIS e parecem envolver via semelhante ao 

sistema purinérgico. O esclarecimento futuro destas interações pode elucidar novos 

genes relacionados a patogênese e terapêutica de doenças crônicas e 

neurodegenerativas. 
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