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RESUMO 
 
 
O câncer de mama é a neoplasia com maior taxa de mortalidade entre as mulheres 
no mundo todo. A cafeína é uma substância consumida mundialmente e vem sendo 
muito estudada devido à sua capacidade de induzir apoptose em células tumorais, 
porém os mecanismos pelos quais age sobre células de câncer de mama ainda não 
foram totalmente esclarecidos. Portanto, os objetivos desse trabalho foram verificar 
a participação do estresse oxidativo na ação da cafeína sobre a proliferação e morte 
de células de câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, analisando se a cafeína 
altera a viabilidade e proliferação celular e se ocorre alteração do estado oxidativo, 
correlacionando essa alteração com a presença ou não de lesão de DNA e alteração 
da taxa de apoptose celular. Para isso as duas linhagens foram tratadas com quatro 
concentrações de cafeína (1,0; 2,5; 5,0 e 10mM) e em seguida foram avaliadas a 
viabilidade, proliferação e os padrões de morte celular. Também foram analisados os 
parâmetros de estresse oxidativo através dos níveis de lipoperóxidos de membrana, 
malondialdeído e tióis totais e o efeito da cafeína no material genético das células 
através dos níveis de 8-hidroxi-2- deoxiguanosina e teste do cometa. Para avaliar a 
participação do estresse oxidativo na citotoxicidade da cafeína o teste do brometo de 
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazólio (MTT) foi realizado após o tratamento 
com 10mM de cafeína na ausência e presença de sequestradores de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) específicos histidina, superóxido dismutase e trolox para 
sequestro de oxigênio singlete, ânion radical superóxido e radical peroxil, 
respectivamente. Os resultados demonstraram que a cafeína apresenta efeito 
citotóxico em células de mama tumorais, sendo observado, nas concentrações mais 
elevadas (5 e 10mM), indução de apoptose e necrose. Esse efeito parece estar 
relacionado com seu potencial de indução de estresse oxidativo e dano ao DNA. 
Reações distintas entre as linhagens celulares frente ao tratamento com cafeína 
foram observadas, verificando uma maior resistência das células MCF-7. Esses 
resultados ajudam a entender os mecanismos de ação da cafeína sobre células de 
câncer de mama e sugerem que seu uso possa ser eficaz como adjuvante no 
tratamento do câncer de mama.  
 
Palavras-Chave: Cafeína. Câncer de mama. Tratamento do câncer. Estresse 

oxidativo.
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ABSTRACT 
 
 
Breast cancer is the neoplasia with the highest mortality rate among women 
worldwide. Caffeine is a substance consumed worldwide and has been extensively 
studied because of its ability to induce apoptosis in tumor cells, but the mechanisms 
by which acts on breast cancer cells have not yet been fully clarified. Therefore, the 
objectives of this study were to verify the involvement of oxidative stress in the action 
of caffeine on the proliferation and death of breast cancer cells MCF-7 and MDA-MB- 
231, analyzing if caffeine alters the viability and cell proliferation, the occurrence of 
oxidative stress and whether this could be associated with alterations in DNA and 
apoptosis rate injury. For this the two lines cells were treated with four concentrations 
of caffeine (1.0, 2.5, 5.0 and 10mM) and analyzed for several parameters indicative 
of the oxidative state, including membrane lipoperoxide levels, malondialdehyde and 
total thiol contents as well as effect of caffeine in the genetic material of cells, by 
measuring levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine and comet assay. The viability, 
proliferation and cell death patterns were also evaluated. To evaluate the role of 
oxidative stress in caffeine cytotoxicity the MTT test was performed after treatment 
with caffeine (10mM) in the absence and presence of scavengers of reactive oxygen 
species (ROS) specific: histidine, superoxide dismutase and trolox. The results 
demonstrated that caffeine has a cytotoxic effect on breast tumor cells and, at 
highest concentrations (5 and 10mM), apoptosis and necrosis induction. This effect 
seems to be related to its potential for oxidative stress and DNA damage induction. 
Different behaviors among cell lines before the caffeine treatment were observed 
checking a greater resistance of MCF-7 cells. These results help to understand the 
caffeine mechanisms of action on breast cancer cells and suggest that its use can be 
effective as an adjuvant therapy for breast cancer.  
 
Keywords: Caffeine. Breast cancer. Cancer treatment. Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER DE MAMA 

 

  O câncer de mama é a neoplasia mais frequentemente diagnosticada e com a 

maior taxa de mortalidade entre as mulheres, representando aproximadamente 25% 

(1,67 milhões) do total de casos de câncer diagnosticados na população feminina no 

ano de 2012 (TORRE et al., 2015).   

           Diversos fatores estão associados ao aumento de susceptibilidade ao câncer 

de mama. Entre eles, a idade, localização geográfica, predisposição genética e a 

exposição a hormônios são consideradas os mais importantes (MCPHERSON et al., 

2000). Dados de Jemal et al. (2011) demonstram uma grande variação da incidência 

do câncer de mama em diferentes regiões do mundo,  onde  cerca de metade dos 

casos e 60% das mortes por câncer de mama são estimadas para países 

desenvolvidos.  Esta variação resulta de diferenças nos fatores reprodutivos e 

hormonais e da disponibilidade de serviços de detecção precoce assim como 

diferentes hábitos alimentares, tabagismo e exposição a agentes mutagênicos 

(JEMAL et al., 2011). 

Estima-se que 5-10% dos casos da doença sejam hereditários e essa 

frequência aumenta para 25% em casos diagnosticados antes dos 30 anos 

(LARSEN et al., 2014; ERTURK et al., 2014). Esse alto risco tem sido relacionado 

com mutações em diversos genes como o gene do câncer de mama 1 e 2 

(BRCA1/2) e gene da proteína p53 (TP53)  (SAPKOTA, 2014). Uma vez detectadas, 

permitem que as pacientes iniciem uma triagem a partir de idade mais jovem, optem 

por métodos de detecção mais sensíveis e cirurgias profiláticas (WALSH et al., 

2006). 

O câncer de mama apresenta também distintas características morfológicas e 

moleculares, sendo considerada uma doença clinicamente heterogênea 

(MALHOTRA et al., 2010). Análises de perfis de expressão gênica puderam verificar 

desigualdades entre os tumores e também diferença nas características biológicas 

como velocidade de crescimento via de sinalização e composição celular (PEROU et 

al., 2000).  A existência destas variações levou à classificação desta doença em 

subtipos distintos, os quais nem sempre são coincidentes. Segundo uma das 
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classificações, bastante difundida, o tumor de mama pode ser subdividido em 

luminal A, luminal B, subtipo com superexpressão do receptor para fator de 

crescimento epidermal 2 (HER-2) e subtipo basal-símile e posteriormente foi 

identificado um novo subtipo, designado como claudina baixa (PEROU et al., 2000; 

SORLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003; PRAT et al., 2010). As características 

moleculares destes subtipos estão resumidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Classificação molecular do câncer de mama 

Subtipos Imunoexpressão Características 

Luminal A RE+; RP+; HER2- Ki67 baixa, responsivo à terapia 

endócrina, responsivo à quimioterapia  

Luminal B RE+; RP+; HER2± Ki67 alta, geralmente responsivo à 

terapia endócrina, resposta variável à 

quimioterapia. Responsivo ao 

trastusumab  

HER-2 RE- RP- HER+ Ki67 alta, responsivo ao trastusumab, 

responsivo à quimioterapia 

Basal RE-; RP-; HER-  Ki67 alta, não responsivo à terapia 

endócrina, frequentemente responsivo à 

quimioterapia 

  

Claudina Baixa RE-; RP-; HER- Ki67, E-caderina, claudina-3,4,7 baixa. 

Resposta intermediária à quimioterapia  

 

A compreensão dessas diferentes classes moleculares pode ajudar a 

identificar características clínicas importantes, como potencial invasivo e metastático 

(SORLIE et al., 2001). Tumores positivos para receptor de estrógeno, por exemplo, 

são mais propensos a desenvolver metástases ósseas e apresentam uma evolução 

clínica mais lenta. Já em pacientes com câncer de mama basal-símile, as 

metástases pulmonares são mais freqüentes e a evolução clinica é mais rápida 

(JOLLY et al., 2012) ).  
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1.2 TRATAMENTOS DO CÂNCER DE MAMA 

  

Além de diferirem no prognóstico da doença, essas subclasses de câncer de 

mama também mostram sensibilidades distintas ao tratamento (DUDA-

SZYMANSKA; SPORNY, 2011).  

 Atualmente diferentes tipos de tratamentos estão disponíveis para pacientes 

com tumor mamário. Dentre os mais tradicionais pode-se citar a cirurgia para 

remoção do tumor primário, irradiação e drogas anticâncer, que ajudam a eliminar e 

impedir a proliferação das células cancerosas (NWABO KAMDJE et al., 2014).Os 

avanços no desenvolvimento tecnológico nas áreas de diagnóstico e biologia 

molecular permitiram uma reformulação das técnicas cirúrgicas e a utilização de 

drogas mais eficazes no tratamento sistêmico o que levou a uma menor utilização de 

técnicas invasivas (BRASIL, 2013). 

 Ao longo das ultimas décadas, grandes mudanças ocorreram em relação às 

técnicas cirúrgicas o que lhes conferiram um melhor resultado estético. Em estágio 

inicial a cirurgia conservadora, passou a ser o procedimento padrão (TIEZZI, 2007).  

Em casos de tumores de maior extensão, a quimioterapia neoadjuvante 

passou a ser muito utilizada (CHEN et al, 2004). Apesar desse tratamento 

anteriormente ter sido utilizado apenas para tumores inoperáveis, estudos 

mostraram que a quimioterapia neoadjuvante pode trazer muitos benefícios sendo o 

principal deles a possibilidade de realizar a cirurgia conservadora em pacientes cuja 

mastectomia total era o tratamento de escolha (BERIWAL et al., 2006). 

Para a escolha do tratamento adequado, o fenótipo da célula tumoral é um 

fator importante a ser considerado atualmente. As diferentes mutações genicas 

encontradas em cada subtipo tumoral constituem alvos terapêuticos cuja inativação 

pode suprimir a progressão do câncer (CORTÉS et al., 2014). Sendo assim, o termo 

terapia alvo passou a ser muito utilizado para descrever novas drogas que foram 

planejadas com base no conhecimento da patologia molecular da doença, visando 

marcadores específicos moleculares (WICKI e ROCHLITZ, 2012).  

Dentre as terapias alvo, temos aquelas que são destinadas ao tratamento do 

câncer de mama luminal A e B, que possuem receptores hormonais, através da 

utilização de moduladores seletivos de receptores de estrogênio e progesterona e 

através de inibidores da enzima aromatase, responsável pela síntese de estrogênio 

(REIS-FILHO, WESTBURY, PIERGA, 2006). 
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Ainda dentro das terapias alvo, existem aquelas que são específicas para 

células que superexpressam o receptor HER-2. A família HER é composta por 

quatro receptores transmembrana do tipo tirosina quinase (1, 2, 3 e 4) que são 

capazes de desencadear a ativação de vias sinalizadoras a favor da proliferação, 

motilidade e invasão celular tanto na forma de homo, como heterodímeros (HOWE; 

BROWN, 2011). O Trastuzumab foi o primeiro anticorpo monoclonal desenvolvido 

como terapia anti- HER-2 que se liga ao domínio do receptor HER-2 inibindo a 

proliferação das células tumorais além de induzir a atividade de p21 ou p27, dois 

inibidores do ciclo celular, induzindo citotoxicidade mediada por anticorpo (ADCC) 

(MILLER et al., 2014). 

Para o tratamento dos outros subtipos do câncer de mama e também para os 

casos onde a terapia-alvo não atinge uma resposta adequada, a quimioterapia 

sistêmica é indicada (HOWE e BROWN, 2011). Diversas classes de agentes 

quimioterápicos estão disponíveis atualmente para o tratamento da doença, como 

antraciclinas, taxanos, quimioterápicos baseados em platina, agentes 

antimetabólitos, alcalóides da vinca, inibidores da enzima poli-ADP-ribose 

polimerase (PARP) e terapia anti-angiogênica (LEIDY, KHAN, KANDIL, 2014; 

HANAHAN e WEINBERG, 2011).  Essa grande variedade de agentes tem sido 

utilizada, isoladamente ou em associação, na tentativa de induzir remissão em 

pacientes em que a quimioterapia inicial falhou (ESTEVA et al., 2001). 

Em vários países, a quimioterapia padrão adotada para o tratamento do 

câncer de mama em estágios iniciais é a combinação de antraciclinas com 

administração de taxanos de forma simultânea ou sequencial (WARDLEY, 2006). 

Dentre os agentes pertencentes a essas duas classes, os mais comumente 

utilizados são a doxurrubicina, epirrubicina, docetaxel e paclitaxel (KHASRAW; 

BELL, DANG, 2012; ALKEN e KELLY, 2013).  
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Apesar dos diferentes tipos de medicamentos disponíveis para o tratamento 

do câncer de mama, muitos pacientes apresentam tumores não responsivos ao 

tratamento, e boa parte dos pacientes que respondem inicialmente ao tratamento, 

acaba desenvolvendo resistência posteriormente (MURRAY et al., 2012). Além 

disso, o tratamento quimioterápico resulta em muitos efeitos adversos para o 

paciente e desistência. Por esses motivos, diversos estudos têm sido realizados 

utilizando cultura de células de câncer de mama humano a fim de pesquisar novas 

substâncias com atividades terapêuticas para tratamento do câncer de mama. 

 

1.3 CÉLULAS MCF-7 E MDA-MB-231 

 

 Duas linhagens celulares de câncer de mama tem sido utilizadas como 

ferramentas para o estudo de câncer de mama. Uma delas, a linhagem MCF-7, foi 

isolada primeiramente em 1970 (SOULE et al., 1973) e por apresentar quantidades 

significantes de RE, vem sendo amplamente utilizada para estudo do câncer de 

mama positivo para receptores hormonais (BROOKS, LOCKE, SOULE, 1973).  

 Outra linhagem de células, MDA-MB-231, foi isolada a partir de pacientes com 

câncer de mama em 1973 (CAILLEAU et al., 1974). Essa linhagem é negativa para 

RE, RP e negativa para HER-2, sendo muito utilizada, portanto, para estudos do 

câncer de mama triplo negativo (NEVE et al., 2006). Além disso, essas células 

tumorais apresentam rápido crescimento celular, provavelmente devido à alta 

afinidade de seus receptores de membrana por vários fatores de crescimento, como 

fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento transformador do tipo β 

(TGF-β) assim como uma produção autócrina desses mesmos fatores de 

crescimento (MARTÍNEZ-CARPIO et al., 1999).  

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E CÂNCER 

 Diversas espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), entre 

outras espécies, são produzidas durante o metabolismo humano, sendo observado 

em distintas condições biológicas (Finkel e Holbrook, 2000). Dentre essas espécies 

podemos citar o radical hidroxil (•OH), ânion superóxido (O2•-), os radicais peroxil e 

alcoxil (LOO- e LO•), o oxigênio singlet (1O2), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e 
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orgânicos (LOOH), óxido nítrico (NO) e peroxinitrito (ONOO-) (HALLIWELL, 2006). 

Essa produção é contrabalanceada por um sistema de defesa antioxidante, onde se 

destacam o sistema glutationa, catalase e superóxido dismutase (SOD) (Finkel e 

Holbrook, 2000).  

Sendo assim, o estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas e as defesas antioxidantes podendo levar a possíveis 

danos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Esses danos, também chamados de 

danos oxidativos, podem trazer inúmeras consequências caso não sejam removidos 

e já é bem estabelecida sua relação com diversas doenças (HALLIWELL & 

WHITEMAN, 2004). 

Em relação ao câncer de mama, foi observado que o estresse oxidativo é 

capaz de promover a formação tumoral de diferentes maneiras, tanto através da 

modulação de vias de sinalização que iniciam a tumorigênese, como através da 

geração de mutações no material genético celular (ACHARYA et al., 2010). Essa 

associação também foi verificada em um estudo no qual as pacientes analisadas, 

que estavam em estágios avançados da doença, sem quimioterapia prévia, 

apresentavam altos níveis de estresse oxidativo sistêmico, sugerindo a participação 

do estresse oxidativo na progressão da doença (PANIS et al., 2011). 

Entretanto, se de um lado, o estresse oxidativo leva à iniciação do processo tumoral, 

de outro lado, os produtos gerados nas reações de oxiredução também podem 

influenciar na modulação de vias que favorecem a apoptose das células tumorais. 

Este é o mecanismo de ação de diversos agentes farmacológicos, como a 

doxorrubicina, que exerce toxicidade tumoral através da indução de estresse 

oxidativo celular (PELICANO et al., 2004; TRACHOOTHAM et al., 2009). 

Adicionalmente, já tem sido demostrado que as células tumorais são capazes de 

aumentar seus mecanismos de defesa contra as ERO e nisto reside sua 

sobrevivência, proliferação e resistência a radio e quimioterapia (ROTBLAT et al., 

2013). 

 Células tronco tumorais, por exemplo, que apresentam auto renovação e 

diferenciação, também possuem baixos níveis de ERO devido ao aumento da 

atividade de sistemas antioxidantes. Essa característica pode estar envolvida na 

dificuldade de sucesso em muitos tratamentos que se baseiam na indução de 

estresse oxidativo, já que as células tronco são poupadas e selecionadas por esses 

tratamentos (GORRINI, HARRIS e MAK, 2013; YOO et al., 2013). 
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Esses mecanismos de resistência acontecem em parte através da ativação do 

fator eritróide relacionado ao fator 2 (NRF-2) e sua proteína reguladora, a (KEAP-1) 

(ACHARY et al., 2010). O NRF-2 é um fator de transcrição responsável por mediar a 

indução da transcrição de genes responsáveis pela produção de enzimas 

metabolizadoras de drogas e substâncias antioxidantes intracelulares como 

glutationa (GSH), nicotinamida adenina dinucleotídeo difosfato (NADPH), quinona 

oxidoredutase (NQO1), heme oxigenase (HMOX1), UDP-glucuronosiltransferases 

(UGTs), entre outras (ACHARYA et al., 2010). A indução dessas enzimas ocasiona 

um aumento da detoxificação e eliminação de inúmeros produtos químicos e 

também de ERO.  Em condições basais, a proteína KEAP-1 se liga a NRF-2 e 

promove sua degradação, já na presença de ERO, KEAP-1 é inativada favorecendo 

a liberação de NRF-2 e sua translocação para o núcleo (ACHARYA et al., 2010). 

 A presença de polimorfismo genético em NRF-2 e KEAP-1 que aumentam a 

proteção tumoral vêm sendo associada a diversas neoplasias, incluindo o câncer de 

mama (MA, 2013). Polimorfismos genéticos em componentes da via NRF-2 afetam 

tanto a susceptibilidade ao câncer de mama quanto o quadro clínico dos pacientes 

(HARTIKAINEN et al., 2012). 

Outro importante sistema antioxidante intracelular é o sistema tioredoxina 

(Trx), que participa do balanço redox intracelular e de inúmeras vias de sinalização 

(ACHARYA et al., 2010). Nos mamíferos, tanto a Trx quanto a tioredoxina redutase 

(TrxR) são expressos como isoformas exclusivas para cada localização, sendo 

predominantemente citosólica (Trx1 e TrxR1) ou mitocondrial (TRX2 e TrxR2) (LIU et 

al., 2013). Uma terceira forma é encontrada ainda nos espermatozoides (SpTrx) (LIU 

et al., 2013). 

A Trx liga-se as ERO, neutralizando seus efeitos sobre as células. Além disso, 

a Trx possui outros papéis na regulação celular, como na ativação de 

ribonucleotídeo redutase, na inibição da quinase 1 reguladora do sinal de apoptose 

(ASK1), indução do fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1) e do fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), fatores estes que interferem no desenvolvimento do 

câncer (CADENAS et al., 2010). 

A proteína Trx está superexpressa em muitos tipos de câncer podendo ser 

associado com o crescimento agressivo do tumor e diminuição da sobrevida do 

paciente e, por esses motivos, vem sendo alvo de estudos para o desenvolvimento 

de drogas anticâncer (JAMIL & MUSTAFA, 2012; LIU et al., 2013). 
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Ainda sobre proteínas redox relacionadas ao câncer, podemos citar o sistema 

glutationa(GSH)/Glutaredoxina (GRx). Essas proteínas estão envolvidas em diversas 

funções celulares incluindo a regulação redox e sua superexpressão tem sido 

associada à proteção de células neoplásicas contra apoptose (Acharya et al., 2010).  

Um estudo verificou que a alta expressão de glutationa S-transferase 

citoplasmática está relacionada com uma menor incidência de recorrência local e 

pior sobrevida global (WOOLSTON et al., 2011). Entretanto, a baixa expressão de 

glutationa peroxidase citoplasmática relaciona-se com o aumento de recorrência 

local, o que as tornam possíveis alvos terapêuticos que aumentariam a eficácia de 

tratamentos baseados na produção de ERO (WOOLSTON et al., 2011). 

Diante dessas observações pode-se concluir que o estresse oxidativo 

participa de maneira expressiva no câncer, sendo associado tanto à carcinogênese 

e progressão tumoral, como a resposta ao tratamento. Devido a isso, inúmeras 

substâncias com possíveis efeitos sobre o estado redox, como por exemplo, a 

cafeína vem sendo estudada no tratamento do câncer de mama. 

 

1.5 CAFEÍNA 

 

A cafeína é um dos compostos mais consumidos no mundo e foi isolada pela 

primeira vez a partir do café, por volta de 1820. Muitas bebidas comuns como chás e 

refrigerantes, alimentos contendo cacau ou chocolate, assim como certos 

medicamentos são fontes importantes de cafeína, porém o café é a fonte mais rica 

de cafeína podendo ser encontrado aproximadamente 100 mg de cafeína em 240 ml 

de café na bebida pronta  (LUDWIG et al., 2014). 

Absorvida rapidamente pelo estômago e intestino, a cafeína se distribui por 

todos os tecidos, incluindo o cérebro (LUDWIG et al., 2014). No fígado, a cafeína é 

desmetilada através do citocromo P450 1A2 (CYP1A2) levando à formação de três 

dimetilxantinas: paraxantina, teobromina e teofilina (BUTT, SULTAN, 2011). Em 

seguida, esses metabólitos são também desmetilados resultando na formação de 

metilxantinas que subsequentemente são oxidados aos correspondentes ácidos 

úricos (LEE, 2000). 

  Ainda não há um consenso, mas as doses de cafeína consideradas seguras 

para o humano são em média 400-450mg para adultos saudáveis, 300mg para 

mulheres grávidas e 45mg para crianças de 4-6 anos, porém essa dose pode variar 
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de acordo com alguns fatores genéticos que podem influenciar na metabolização da 

cafeína (BUTT e SULTAN, 2011). 

Uma vez absorvida, a cafeína apresenta inúmeros efeitos fisiológicos e 

psicológicos como aumento do estado de alerta, redução da fadiga, elevação da 

pressão arterial, entre outros (Dömötör, Szemerszky, Köteles, 2014). Esses 

diferentes efeitos devem-se à sua ação em diferentes locais. Uma de suas principais 

ações é o antagonismo de receptores de adenosina do tipo A1 e A2, que são 

responsáveis pelo aumento ou diminuição da concentração de monofosfato cíclico 

de adenosina (cAMP) (NAWROT et al., 2003).  Esse antagonismo ocasiona uma 

inibição da adenosina resultando na liberação de dopamina, norepinefrina e 

serotonina, substâncias responsáveis por vários efeitos estimulantes do sistema 

nervoso central (PETZER e PETZER, 2014).  

Outra ação que vem sendo muito estudada é sua provável capacidade 

antioxidante. Já foi relatado que a cafeína, em concentrações milimolares, foi capaz 

de inibir a peroxidação lipídica ocasionada por três principais espécies reativas de 

oxigênio (ERO), o radical hidroxil, radical peroxil e ânion superóxido 

(DEVASAGAYAM et al., 1996). Essa função antioxidante também foi vista em outro 

trabalho que verificou uma redução dos níveis de óxido nítrico e aumento dos níveis 

de antioxidante total no soro e tecidos investigados quando administrado uma 

dosagem de 4,7mg/kg de cafeína em ratos (INKIELEWICZ-STEPNIAK e 

CZARNOWSKI, 2010). Apesar dessa atividade antioxidante observada, um estudo 

revelou que essa proteção não ocorre em concentrações mais baixas de cafeína e 

somente seus metabólitos (metilxantina e ácido úrico) foram capazes de prevenir a 

lipoperoxidação (LEE, 2000). 

Devido a seus inúmeros efeitos, a cafeína passou a ser analisada em estudos 

epidemiológicos os quais evidenciaram sua participação na redução da incidência de 

vários tipos de cânceres em humanos e também uma ação protetora em modelos de 

carcinogênese experimental, Doença de Parkinson e diabetes tipo 2 (SVILAAS et al., 

2003; NKONDJOCK, 2009). 

Em relação ao câncer, os estudos foram iniciados a partir da década de 70 e 

desde então esse tema vem sendo bem explorado (STOCKS,1970). Muitas 

evidências demonstram que a cafeína apresenta efeitos anticâncer via inibição do 

crescimento celular e indução da apoptose em diferentes linhagens celulares 
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(HASHIMOTO et al, 2004). Os mecanismos pelo qual a cafeína inibe o crescimento 

celular podem variar de acordo com a linhagem celular (OKANO et al, 2007).  

Um mecanismo muito evidenciado em estudos com cafeína é a sua influência 

no ciclo celular. Um estudo com a linhagem celular epidérmica murina JB6 Cl 

41observou que a cafeína em altas concentrações (>5mM) ocasionou uma parada 

do ciclo celular na fase G0/G1 e isso ocorreu devido à inibição da ativação do 

complexo ciclina - cdk2 (quinase dependente de ciclina 2), essencial para a 

transição da fase G1 do ciclo celular para a fase S (HASHIMOTO et al, 2004). Outro 

estudo analisou o efeito da cafeína em células de carcinoma pulmonar humano após 

serem expostas a irradiação e verificou que  além de induzir a parada do ciclo na 

fase G1, também foi capaz de inibir a parada do ciclo na fase G2/M, fato 

normalmente observado devido ao dano ocasionado pela irradiação, sendo essa 

ação explicada através do aumento da atividade de Cdk1(quinase dependente de 

ciclina 1) (QI, QIAO , MARTINEZ, 2002). 

A interrupção no ponto de checagem na fase G2/M induz as células a 

entrarem em mitose antes que a correção dos danos ao DNA aconteça, resultando 

em posterior morte dessas células (BODE E DONG, 2007). Além dos mecanismos já 

citados acima, a cafeína apresenta outros alvos moleculares que também 

influenciam no ciclo celular. Dentre os mais importantes estão as proteínas ATM, a 

proteína relacionada à ataxia-telangiectasia e Rad3 (ATR) e o p53 (BODE e DONG, 

2007). 

A indução da apoptose pela cafeína também foi observada em células de 

adenocarcinoma cervical humano (HeLa) através do aumento da expressão dos 

níveis de PARP (Poli ADP-ribose polimerase ) clivado e fragmentos da clivagem da 

caspase-3, ocorrendo de maneira dependente da concentração e tempo de 

exposição a cafeína (LU et al., 2014). Além disso, essa inibição do reparo do DNA 

pela cafeína faz com que o efeito citotóxico de drogas antineoplásicas seja 

aumentado (HAYASHI et al., 2005).  

Em 1989, pesquisadores apresentaram que a cafeína mostrou sinergismo na 

inibição do crescimento de células de sarcoma quando associada à cisplatina, 

ciclofosfamida, mitomicina C e adriamicina (TOMITA e TSUCHIYA, 1989). 

KAWAHARA e colaboradores também verificaram que a cafeína (0,4 mM) 

potencializou o efeito antitumoral da cisplastina em ratos portadores de 

osteosarcoma (KAWAHARA et al, 2008). 
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1.6 CAFEÍNA E O CÂNCER DE MAMA 

 

 Poucos estudos apresentam uma relação direta do consumo de cafeína com 

o câncer de mama, porém vários estudos avaliam essa associação através da 

observação dos efeitos da ingestão do café, principal fonte de cafeína. Apesar do 

grande número de estudos epidemiológicos relacionando o consumo do café e o 

risco de câncer de mama, os resultados não são conclusivos. 

 Muitos estudos epidemiológicos sugerem que o consumo de café diminui o 

risco de câncer de mama (NKONDJOCK et al., 2006; OH et al., 2015; VATTEN, 

SOLVOLL e LØKEN, 1990), enquanto outros estudos mostram que a sua ingestão 

não tem nenhuma associação com essa neoplasia (ISHITANI et al., 2008; BHOO et 

al., 2010; LI et al 2013). 

 Essas divergências encontradas nos estudos podem estar relacionadas à 

utilização de populações com características distintas. Há relatos que a associação 

entre o risco de câncer de mama e a ingestão de café seja distinta de acordo com o 

condição hormonal (pré e pós menopausa) da mulher (BHOO-PATHY et al., 2015). 

Além disso, essas diferenças podem ser atribuídas a fatores relacionados ao café, 

tais como o tipo de grão utilizado e método de preparo, os quais alteram o teor dos 

principais compostos ativos do café, como a cafeína.  

Após esses indícios, alguns trabalhos in vitro foram realizados visando 

identificar a participação da cafeína em células tumorais mamárias e estabelecer 

possíveis mecanismos de ação da droga. Dentro desse contexto, a cafeína já 

demonstrou citotoxicidade em linhagens de células de câncer de mama, in vitro. Já 

foi demonstrado que o tratamento com concentrações de 5 - 20mM de cafeína 

reduziu significativamente a proliferação de algumas linhagens celulares de câncer 

de mama como a MCF-7. Esta redução variou entre 10 e 40% quando a cafeína foi 

utilizada isoladamente, porém um efeito sinérgico também foi observado quando a 

droga foi adicionada às células após tratamento com o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) (BELIZARIO, TILLY e SHERWOOD, 1993). Foi relatado também que a 

cafeína é capaz de sensibilizar células de câncer de mama à radiação ionizante 

através do aumento da indução de apoptose (ESSMANN et al., 2004). 
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O trabalho mais recente onde se investigou o efeito da cafeína sobre células 

de câncer de mama foi realizado por Rosendhal e colaboradores (2015). Esse 

estudo demonstrou que a cafeína exerce efeitos inibitórios em duas linhagens de 

câncer de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, sendo esse mecanismo atribuído à sua 

capacidade de alterar os níveis de receptores de estrogênio e fator de crescimento 

semelhante à insulina 1. Apesar desses efeitos observados, nenhum estudo 

analisou a participação do estresse oxidativo na ação antiproliferativa da cafeína. 

Baseado nisso, o presente trabalho buscou investigar os mecanismos 

citotóxicos e antiproliferativos da cafeína em células MCF-7 e MDA-MB-231, 

avaliando o estado oxidativo celular, dano de DNA e as diferentes ações entre as 

duas linhagens. 

3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Verificar o envolvimento do estresse oxidativo sobre a atividade citostática ou 

citotóxica da cafeína sobre células de câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Avaliar atividade citotóxica ou citostática da cafeína através de testes de viabilidade 

e proliferação celular, bem como padrões de morte celular observados. 

- Avaliar a geração de estresse oxidativo nas células tratadas com cafeína. 

- Determinar se o estresse oxidativo esta relacionado com uma ou mais espécies 

radicalares. 

- Avaliar se o estresse oxidativo é capaz de induzir danos no DNA celular. 

- Comparar os resultados observados entre as linhagens de células de câncer de 

mama humano, MCF-7 e MDA-MB-231. 
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4 CONCLUSÃO  

 

No presente trabalho observamos que embora as células MCF-7 e MDA-MB-

231 tenham apresentado diferentes comportamentos ao tratamento com cafeína, em 

ambas as linhagens a cafeína induz estresse oxidativo e morte celular 

predominantemente por apoptose. Apesar do aumento das defesas antioxidantes 

nas células MCF-7, o estresse oxidativo gerado foi capaz de induzir lesões 

oxidativas no DNA, o que não foi encontrado nas células MDA-MB-231. Por fim, 

concluímos que o processo de citotoxicidade ocasionado pela cafeína nas linhagens 

celulares estudadas não foi totalmente dependente da indução do estresse 

oxidativo, sendo necessários estudos complementares para entender outros 

mecanismo envolvidos na citotoxicidade da cafeína em células de câncer de mama. 
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ANEXO 1: ARTIGO 

Este artigo foi formatado de acordo com as normas da revista Food & 

Chemical Toxicology 
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Abreviations  

AChE, Acetylcholinesterase; AO, acridine Orange; ATM, ataxia telangiectasia 

mutated; ATR, ataxia telangiectasia Rad3-related; BSA, bovine serum albumin; EB, 

ethidium bromide; ER, estrogen receptor; IGF-IR, insulin-like growth factor-I receptor; 

MTT, (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide); NR, neutral red; 

OS, oxidative stress; pAkt, phosphorilated protein kinase B; ROS, reactive oxygen 

species; SOD, superoxide dismutase; 8-OH-dG, 8-hydroxy-2-deoxy Guanosine. 

 

Highlights 

Caffeine plays cytotoxic properties in MCF-7 and MDA-MB-231 cells 

Experimental doses of caffeine is able to induce oxidative stress in MCF-7 and MDA-

MB-231 cells 

Caffeine induce oxidative DNA lesions in MCF-7 cells 

Oxidative stress is not exclusively associated with the cytotoxic effect of caffeine 

 

Abstract  

Epidemiological and experimental studies indicate that caffeine may influence 
carcinogenic events and increase cellular sensitivity to anticancer agents. Although 
the effects of caffeine have been investigated, many of their mechanisms are not 
completely understood. In the present study, the effects of oxidative stress related to 
the action of caffeine in MCF-7 (estrogen and progesterone receptor) and MDA-MB-
231 (triple negative) human breast cancer cells were investigated. The results 
demonstrated that caffeine has a cytotoxic effect on breast tumor cells. The MCF-7 
and MDA-MB-231 cells exhibited different behaviors to caffeine treatment, but in both 
cell lines the drug induced oxidative stress (OS) and predominantly cell apoptosis. 
Despite the increased antioxidant defenses in MCF-7 cells, the OS generated was 
able to induce oxidative DNA lesions in these cells, which was not found in MDA-MB-
231 cells. Finally, we concluded that the process of caffeine-driven cytotoxicity to the 
cell lines investigated in this study had the participation of OS induction, but further 
studies are necessary to better understand another mechanism involved in caffeine 
cytotoxicity to breast cancer cells. 

 
Keywords: Caffeine, Breast Cancer, Cancer treatment, Oxidative Stress. 
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1. Introduction 

 

 Present in numerous dietary sources, including coffee, tea, energetic drinks 

and chocolate, caffeine is the most consumed active substance in the world (Sabisz, 

Skladanowski, 2008). Many studies have highlighted the association of caffeine with 

various diseases, including cancer (Svilaas et al., 2003; Nkondjock, 2009; Butt, 

Sultan, 2011).  

Otherwise, it has been reported that caffeine affects cell cycle, suppresses cell 

proliferation, induces cell death and enhances the toxicity of antitumor agents 

(Hashimoto et al., 2004; Kawahara et al., 2008; Sabisz, Skladanowski, 2008; Ku et 

al., 2011; Niknafs, 2011). All these actions are suggestive that caffeine could be 

considered a supplement in the prevention or coadjuvant in the treatment of cancer. 

 In relation to breast cancer, epidemiological studies have shown that coffee 

intake, whose main component is caffeine, may have a protective effect (Li et al., 

2011; Tang et al., 2009; Vatten et al., 1990). It was demonstrated that moderate to 

high coffee consumption is associated with low recurrence for breast cancer in 

tamoxifen-treated patients (Rosendahl et al., 2015). Furthermore, studies have 

demonstrated that caffeine is cytotoxic to breast cancer cells in vitro and 

radiosensitizes cells through apoptosis induction (Belizario et al., 1993; Essmann et 

al., 2004). 

 It was seen that caffeine impaired cell cycle progression and enhanced cell 

death in human breast cancer cells positive to hormone receptors, MCF-7,and triple 

negative, MDA-MB-231cells. This effect occurred by reduction of estrogen receptor 

(ER) and cyclin D1 in MCF-7 cells and also by the reduction in the insulin-like growth 

factor-I receptor (IGF-IR) and in the phosphorylated Akt in both cell lines (Rosendahl 

et al., 2015). Besides this, the drug sensitizes MCF-7 cells to ionizing radiation-

mediated lethal mitosis by abrogation of G2-M arrest (Essmann et al., 2004). This 

effect on cell cycle was observed only in tumor cells, showing no abrogation of the 

cell cycle in normal cells (Jha et al., 2002). In addition to effects on cell cycle, it was 

found that caffeine induces two forms of cell death (apoptotic and nonapoptotic) in 

MCF-7 cells, individually or in combination with cisplatin (Niknafs, 2011).  
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Although caffeine has presented interesting effects against breast cancer 

cells, its mechanisms of action are not fully understood and there are no reports 

about participation of oxidative stress in the cytotoxic effect of caffeine. 

 It was demonstrated that oxidative stress (OS) is related with the progression 

of breast cancer, (Panis et al., 2012). Furthermore, it is known that several anticancer 

drugs used in breast cancer possess OS-dependent cytotoxic mechanisms (Pelicano 

et al., 2004; Trachootham et al., 2009). With this in mind, we hypothesize that 

caffeine could be cytotoxic to human breast cancer cells through the induction of OS. 

To answer this question, in this work we compared the caffeine effects in two 

different subtypes of breast cancer cells: MCF-7 and MDA-MB- 231 cells, 

investigating the participation of OS in the mechanisms of drug cytotoxicity.  

 

2. Methods and Materials   

 

2.1. Cell culture 

 MCF-7 cells (ATCC® HTB-22TM, ATCC, Manassas, VA.USA) were seeded in 

high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mixture (DMEM) (Gibco® 

Life Technologies, Carlsbad, CA. USA) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(DMEM 10% FBS), and 1%  penicillin-streptomycin mixture. Cells were maintained  in 

a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C (Sanyo CO2 Incubator; Sanyo, Japan). 

MDA-MB-231 cells (ATCC® CRM-HTB-26D™, ATCC, Manassas, VA. USA) were 

grown in the same culture medium (DMEM) and supplements, with the addition of 

8,4mM HEPES (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) buffer, and maintained at the same 

conditions. 

 

2.2 Treatment 

  Caffeine (Labsynth, Sao Paulo, Brazil) was dissolved in culture media for each 

experiment and concentrations (1; 2.5; 5 and 10mM) were used in accordance with 

previous studies. Control cells received only culture media. Cells were then treated 

for 24 hours, only proliferation curves were performed after 24 and 48 hours of 

treatment. All experiments were performed in triplicate and three independent 

replicates. 
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 Protein was determined by the method of Lowry et al., 1951 modified by Miller, 

1959. It was used bovine serum albumin (BSA) as standard and total protein content 

was measured using a microplate reader (Multiskan GO; Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA) at 660nm. The results were used to adjust the values of total thiol and 

intracellular malondialdehyde (MDA) levels. 

 

2.4. Cell viability 

Cell viability was measured by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide, MTT)  and NEUTRAL RED (NR) assay, as described 

by Mosmann, 1983 and Borenfreund, Puerner, 1984 respectively. To perform the 

MTT assays, the cells were seeded in 24-well plates at a density of 1 × 105 cells/well. 

After overnight incubation, they were treated with 1, 2.5, 5 and 10 mM of caffeine at 

37 °C for 24 h. After treatment, 0.4mM MTT solution was added and incubated at 

37°C for 4h. The formazan crystals formed were dissolved using dimethylsulfoxide . 

Results were measured using a microplate reader (Multiskan GO; Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA) at 540 nm. 

To perform the NR assay, the cells were seeded, incubated and treated in the same 

conditions of MTT assay. After 24 hours of treatment, 114 µM NR solution was 

added. The incorporation of NR by living cells was observed after 3 hours of 

incubation, at 37°C. The cells were washed with acetic acid-ethanol mixture (1.0 ml 

glacial acetic acid in 100 ml 50% ethanol) and measured using a microplate reader 

(Multiskan GO; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) at 540 nm. Results were 

expressed as the percentage of viability (%) compared to control. 

 

2.5. Cell proliferation  

 The cells were seeded in 24-well plates at a density of 1 × 105 cells/well. After 

treatment for 24 h and 48 h, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) 

and trypsinized (trypsin 0.5%). The cells were then enumerated using a Neubauer 

chamber. The results were expressed in number of cells. 

 

2.7. Determination of the rates of cellular apoptosis and necrosis 

The rates of cellular apoptosis and necrosis were assessed by Ethidium 

bromide (EB) and acridine orange (AO) staining. After treatment, the coverslip-

adherent cells were washed with phosphate buffered saline (PBS) and incubated 

2.3. Total protein analysis 
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with 10 μL PBS containing 10 μg/mL of EB and 3 μg/mL of AO as described by Sun 

et al. (2011).The cells stained by EB and AO were immediately visualized under an 

Olympus Fluorescence System Microscope BX3-URA (Olympus Corporation, Tokyo, 

Japan). Multiple photos were taken at randomly-selected areas of the coverslips to 

ensure that the data obtained were representative. 

 

2.8. Oxidative stress parameters 

 

2.8.1. Determination of lipid peroxidation levels 

To reveal if oxidative stress was involved in cytotoxic mechanisms of caffeine, the 

lipid peroxidation levels were measured by two methods: through tert-butyl 

hydroperoxide (t-BHP)-initiated chemiluminescence, as previously described by 

Gonzalez Flecha et al., 1991 and by the detection of MDA, as described by Victorino 

et al., 2013, with some modifications. In the first case, it was used a cell suspension 

in culture medium and, to improve the reaction, 10 µL of a hemin solution was used 

(Zamburlini et al., 1995).  The luminescence was measured in a luminometer Turner 

Designers TD 20/20 with 300-650nm response at 30 °C in low light and temperature 

controlled environment for 30 min. The results were expressed in relative light units 

(URL)/number of cells.    

We also analyzed the lipid peroxidation by the detection of the 

malondialdehyde intracellular levels, a secondary product of lipid peroxidation. To do 

this,it was used a high performance liquid chromatograph (Shimadzu HPLC-20AT) 

equipped with a pump and LC20AT UV absorbance detector SPDM20A diode-array 

employing a reverse phase C18 column, without the use of pre-column. The cells 

suspension were incubated with perchloric acid and then with 0.5M thiobarbituric acid 

at 100 °C for 30 minutes. The reaction was stopped by cooling on ice  and 

centrifuged at 5,000 ×g at 4°C. The absorbances were recorded at 535nm during 11 

min and the results were expressed in nM MDA/protein (g). 

 

2.8.2. Determination of total thiol levels  

To determine the antioxidant profile of the caffeine-treated cells, total thiol 

levels were measured as previously described by Panis et al., 2013. Total thiol 

groups were calculated using a calibration curve prepared by GSH (Sigma Aldrich) 

and the results were expressed in µM thiol/ protein (g). 
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 2.9. Determination of DNA damage 

 The oxidative DNA damage was analyzed through of detection of free 8-

hydroxy-2-deoxy Guanosine (8-OH-dG) in fetal bovine serum-free medium by EIA kit 

(Caymam Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) and comet assays. The first assay is 

based on the competition between oxidatively damage guanine species and an 8-

OH-dG- acetylcholinesterase (AChE) conjugate for a limited amount of DNA oxidative 

damage monoclonal antibody. Because the concentration of the 8-OH-dG Tracer is 

held constant while the concentration of 8-OH-dG varies, the amount of 8-OH-dG 

Tracer that is able to bind to the 8-OH-dG monoclonal antibody will be inversely 

proportional to the concentration of 8-OH-dG in the well. 

The antibody- 8-OH-dG complex binds to the goat polyclonal anti-mouse IgG 

that has been previously attached to the well. The plate was washed to remove any 

unbound reagents and then Ellman’s reagent (which contains the substrate to AChE) 

was added to the well. The product of this enzymatic reaction has a distinct yellow 

color. The intensity of this color was measured using a microplate reader at 412nm 

and the results were expressed in pg/mL of 8-OHdG. 

 The comet assay was performed according to Tice (1995). After 24 hours of 

drug exposure, the cells were trypsinized and subsequently mixed with low melting 

point agarose (LMP 0.5%) and deposited on pre-gelatinized slides (1.5% agarose). 

After solidification of agarose gel, the coverslip was removed and slides were 

incubated in a lysis solution for 40 minutes. After this period, the slides were then 

subjected to alkaline electrophoresis (pH 13.0; 25 V; 300 mA; 4°C). All steps were 

performed under indirect light. Finally, the slides were treated with pH-neutralizing 

buffer, fixed with ethanol, and stained with GelRed (33%). For each slide, 100 

random nucleoids were blindly examined at a magnification of 400×, using a 

fluorescence microscope (excitation filter: 420–490 nm; emission filter: 520 nm) 

connected to an image capture system. To determine the % DNA in tail of each 

nucleoid, CometScore™ freeware (version: 1.5; TriTek, Sumerduck, VA, USA) was 

used. Apoptotic/necrotic nucleoids with extensive DNA damage were not included in 

the analysis. The mean value of the % DNA in tail was considered an index of DNA 

damage. 
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 To investigate the possible reactive species that were involved in the caffeine 

mechanisms of cytotoxicity, the cells were treated with 10mM of caffeine and 

stimulated in presence and absence of three different specific reactive oxygen 

species ROS scavengers: histidine, superoxide dismutase (SOD) and TROLOX 

(singlet oxygen, superoxide anion and peroxyl radical scavengers, respectively)  and 

then the cell viability was measured by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide, MTT) as described by Mosmann, 1983. 

 

2.11. Statistical analysis 

  Results were expressed as mean ± standard error of the mean. Data were 

analyzed for normality. For parametric data it was used one-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by Dunnett’s post test. For nonparametric data, it was used 

Kruskal-Wallis test for comparisons against control group. For comet assay, t-test 

was used. Data analysis was conducted using GraphPad Prism (version 5; San 

Diego, CA, USA) and significance was assigned for p < 0.05. *p<0.05, **p<0.001 and 

*** p< 0.0001. 

 

3. Results 

 

3.1. Effects of caffeine on cell viability  

To study the cytotoxicity of caffeine it was employed two different assays, MTT 

and Neutral Red, after 24 hours of treatment. In the MTT assay, caffeine significantly 

reduced MCF-7 cell viability in concentrations equal or higher than 2.5 mM and in 

MDA-MB-231 cell this effect only was observed at 5 and 10mM (Figure 1A). 

  In Neutral Red assay, the reduction in cell viability was observed in all tested 

concentrations, in both cell lines (Figure 1B).   

 

3.2. Effects of caffeine on cell proliferation 

 The effect of caffeine on cell proliferation was also investigated. As shown in 

figure 1C, treatment with caffeine for 24h in both cell lines did not show any decline in 

cell proliferation. However, after 48h of exposure, caffeine decrease MCF-7 cell 

growth in all tested concentrations and reduced MDA-MB-231 proliferation cells at 5 

and 10mM. 

  

2.10. Role of ROS in caffeine cytotoxicity 
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3.3. Cell death patterns 

The analysis of cell death patterns by EB / AO stain revealed that caffeine was 

able to induce apoptosis (gray column) and necrosis (black column) in MCF-7 (2A) 

and in MDA-MB-231 cells at 5 and 10mM (2B). 

 

3.4. Oxidative stress parameters  

   When measured by the t-BHP chemiuminescence, the lipid peroxidation 

levels were increased in MCF-7 cells treated with 5 and 10mM of caffeine (Fig. 4A). 

However, in MDA-MB-231 cells this effect was only observed at 10mM of caffeine 

(Fig. 4B). However, the MDA levels were not altered in MCF-7 cells (Fig.4C), but in 

MDA-MB-231cells, it was observed increases in MDA levels in concentrations equal 

to or higher than 2.5mM of caffeine (Fig. 4D). The quantification of total thiol levels 

demonstrated that caffeine increased the cellular antioxidant defenses at 2.5, 5 and 

10mM of caffeine in MCF-7 cells (Fig. 4E) but not cause any alteration in MDA-MB-

231 cells (Fig. 4F). 

 

3.5. Alterations in DNA  

The effect of caffeine on the genetic material of human breast cancer cells 

was investigated by 8-OhdG levels and comet assay. The 8-OhdG levels increased 

in MCF-7 cells at all concentrations of caffeine but no alteration was observed in 

MDA-MB-231 cells (Fig. 4A). The comet assay did not show any alteration in the cells 

MCF-7 and MDA-MB-231 treated with caffeine (Fig. 4B). 

 

3.6. Role of ROS in caffeine cytotoxicity 

 In the Fig 5A and 5B are presented the cellular viability of both lineages of 

cells, after treating them with 10mM of caffeine and incubation in the presence and 

absence of three different specific reactive oxygen species ROS scavengers: 

histidine (singlet oxygen), SOD (superoxide anion) and TROLOX (peroxyl radical 

scavengers). The presence of all scavengers were not able to restore cell viability at 

control levels in both cell lines, demonstrating that these oxygen reactive species 

were not directly involved in the mechanism of caffeine cytotoxicity. 
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 The actitity of caffeine in cancer disease has been studied since decade of 

1970 (Stocks, 1970). Studies have demonstrated that caffeine has cytotoxic effect 

alone or in combination with different chemotherapeutic agents in several types of 

cancer (Qi et al., 2002; Okano et al., 2008; Kimura et al., 2009; Ku et al., 2011; 

Motegi et al., 2013). In breast cancer, it was related that the indirect consumption of 

the drug decrease breast cancer risk (Baker et al., 2006; Li et al., 2011). 

Experimental studies reported that the drug interferes with cell cycle and induces 

apoptosis (Essmann et al., 2004; Rosendahl et al., 2015).  

 It is known that breast cancer is a heterogeneous disease and that the 

prognosis and treatment response differ between disease subtypes. Therefore, in the 

present study the effect of caffeine was analyzed in two breast cancer cell lines, 

MCF-7 and MDA-MB-231, which corresponds to luminal and triple negative breast 

cancer, respectively.  

The results showed that caffeine was efficient in reducing cell viability by 

interfering with the cell metabolism and the lysosomal function after 24 hours of 

treatment. This can be observed by the MTT assay, which measures NAD(P)H-

dependent cellular metabolic activity and predominantly occurs in the mitochondria 

and by the neutral red assay, which measures lysosomal function based on the 

capacity of viable cells incorporate the neutral red dye, a weakly cationic dye that 

readily diffuses through the plasma membrane and concentrates in the lysosomes 

(Mosmann, 1983; Borenfreund, Puerner, 1984).  As well as reported by Rosendhal et 

al, the MCF-7 cells apparently was more liable to the cytotoxic effects of caffeine. 

The concentrations that significantly reduced cell viability in MCF-7 cells were from 

2.5mM whereas in MDA-MB-231 cells we observed a reduction only from 5mM of 

caffeine.  This difference between the line cells was also observed for proliferative 

capacity which was more evident in MCF-7 cells, showing that these cells were more 

susceptible to the cytotoxic and cytostatic effect of caffeine. 

Since caffeine may trigger apoptosis in several cancer type (Dubrez et al., 

2001; Qi et al., 2002; Ku et al., 2011) we further conducted EB/AO staining to 

qualitatively and quantitatively estimate the effects of caffeine on cell death. Our 

results showed that the amount of dead cells was elevated after treatment with 5 and 

10mM of caffeine, and that apoptosis predominated over necrosis in both cell lines. 

Despite the similarity in apoptosis rate between the two lineages, MCF-7 cells seems 

4. Discussion and Conclusion 
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to be more susceptible to the effects of caffeine than MDA-MB-231, showing a higher 

percentage of necrotic cells and consequently reduction in the number of viable cells. 

It was reported that ROS play an important role in apoptosis and many 

substances have showed ability to induce apoptosis in cancer cells by increasing 

ROS (Akimoto et al., 2015; Jiang et al., 2015; Zhang et al., 2015). Alteration of 

normal homeostasis of ROS can also inflict direct damage to lipids which is followed 

by formation of many secondary products, as MDA. This metabolite is one of the 

most mutagenic products formed and has been widely used as a biomarker for lipid 

peroxidation (Ayala et al., 2014). On the other hand, antioxidant plays important role 

for maintaining the balance of ROS levels since they inhibits formation of free 

radicals and prevents lipid peroxidation by inactivating free radicals. Much of this 

protective effect is attributed to the thiol groups, a class of organic compounds that 

contain a sulfhydryl group (-SH).  

In MCF-7 cells, caffeine significantly increased the level of membrane lipid 

peroxides at concentrations of 5.0 and 10mM but interestingly, these levels were not 

followed by an increase in MDA levels, which remained close to the control values. 

However, despite the increased membrane lipid peroxides, cellular total thiol levels 

increased with caffeine treatment in these cells. In MDA-MB-231 cells, the increase in 

membrane lipid peroxides occurred only with the highest concentration (10mM), 

however, MDA levels increased at concentrations equal to or higher than 2.5 mM of 

caffeine, and total thiol levels did not alter. Our findings suggest that MCF-7 cells 

responded to oxidative damage increasing significantly the antioxidant defenses that 

impaired the action of free radicals and thus prevented the formation of MDA. The 

MDA-MB-231 cells in turn did not exhibit any alteration in antioxidant levels, 

demonstrating that there was not any protective action against lipid peroxidation, 

which led to a significant production of MDA. 

The exposition of cells to oxidative stress frequently causes DNA damage 

(Halliwell, Aruoma, 1991). When DNA is oxidized several products are formed. One 

of these products, 8-OHdG, have been used as an indicator of DNA oxidative 

damage (Pilger, Rüdiger, 2006). Thus, we investigated if caffeine was able to induce 

oxidative lesions in DNA and we observed different response patterns between 

lineages. Treatment increased the levels of 8-OHdG in MCF-7 cells and it was 

accompanied by alterations in DNA integrity. Whereas, in MDA-MB-231 cells there 

was no alteration in 8-OHdG levels and the DNA damage was only observed in the 
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highest concentration of caffeine indicating that these cells were more resistant to 

DNA damage caused by caffeine than MCF-7 cells. Despite the observation that 

caffeine significantly increased OS in both cell lines studied here, the association of 

different scavengers with caffeine (10 mM) did not recovered the viability of cells 

(MCF-7 and MDA-MB-231) suggesting the participation of other ROS, different from 

anion superoxide, singlet oxygen or peroxyl radical as causative agents of the 

oxidative damage. Additionally, other mechanisms should not be discarded and 

deserve to be investigated.   

In conclusion, the analysis of the results demonstrated that although MCF-7 

and MDA-MB-231 cells exhibited different behaviors to caffeine treatment, in both 

cell lines the drug induced OS and predominantly apoptosis cell death. Moreover, 

despite the increased antioxidant defenses in MCF-7 cells, the OS generated was 

able to induce oxidative DNA lesions in these cells, which was not found in MDA-MB-

231 cells. Finally, we concluded that oxidative stress is present in the process of 

caffeine-driven cytotoxicity to the cell lines investigated in this study. Furthermore, 

that at least, oxygen singlet, superoxide and peroxyl radical do not participate in this 

process alone. Also, further studies are necessary to better understand another 

mechanism involved in caffeine cytotoxicity to breast cancer cells. 
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Figure 1. Cytotoxic effect of caffeine in human breast cancer. Evaluation of 

caffeine cytotoxicity at different concentrations (1, 2.5, 5 and 10 mM) in MCF-7  and 

MDA-MB-231 cells, after  24 h  and 48 h (only in proliferation curves) of treatment. A: 

MTT assay, B: Neutral red assay, C: Proliferation curve. Statistical analyses were 

performed. *p < 0.05; **p < 0.001; ***p < 0.0001 statistically different from the control 

group. 
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Figure 2. Effect of caffeine on death pattern. Pattern of cell death studied through 

of differential between apoptosis (gray columns) and necrosis (black columns) in 

MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells (2B) after 24 hours of treatment with 1, 2.5, 5 

and 10mM of caffeine. Statistical analyses were performed. *p < 0.05, **p < 0.001, 

***p < 0.0001 statistically different from the control group. 
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Figure 3. Caffeine induces oxidative stress in human breast cancer. Induction of 

oxidative stress after caffeine treatment at different concentrations (1, 2.5, 5 and 

10mM) in MCF-7 and MDA-MB-231 cells after 24 h of treatment. A: Membrane lipid 

peroxide levels. B: Malondialdeyde levels. C: Total Thiol levels. Statistical analyses 

Figure 3 
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were performed. *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 statistically different from the 

control group. 
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Figure 4. DNA alterations. Evaluation of oxidative DNA damage after 24 hours of 

treatment with 1, 2.5, 5 and 10 mM of caffeine in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. A: 

8-hydroxy-2-deoxy Guanosine levels. B: Comet Assay. Statistical analyses were 

performed. *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 statistically different from the control 

group. 
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Figure 5. Oxidative stress mediates caffeine cytotoxicity. Evaluation of  caffeine 

cytotoxicity by MTT assay at 10 mM in presence and absence of specific ROS 

scavengers: histidine, SOD and Trolox in MCF-7 and MDA-MB-231cells. Statistical 

analyses were performed. *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 statistically different 

from the control. 
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