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1. RESUMEN

El ADN se encuentra sometido a constantes agresiones ambientales
externas e internas, como la exposicion a productos quimicos, rayos UV o
subproductos del metabolismo, por lo que el estudio de compuestos capaces
de impedir o aminorar los dafios al ADN es un area que ha cobrado gran
interés en los Ultimos afos. La cafeina es un alcaloide del grupo de las
xantinas consumido aproximadamente por el 80% de la poblacibn mundial a
través de diversos productos. Se ha sugerido que la cafeina: 1) posee
actividad antioxidante protegiendo a las células del efecto causado por
especies reactivas de oxigeno, 2) puede causar dafio al ADN o inhibir la
funcion de los complejos participantes en los mecanismos de reparacion del
ADN; sin embargo, estos dos procesos propuestos para la cafeina, no han
sido clarificados. El objetivo de este trabajo fue: determinar el efecto
genotdxico o antioxidante de la cafeina en cepas de Yarrowia lipolytica
deficientes en los mecanismos de reparacion del dafio al ADN. Para ello, en
una primera fase cualitativa se probé por el método de diluciéon en placa, el
efecto de diferentes concentraciones de cafeina (0.1-10 mM) y de perdoxido
de hidrégeno (1-10 mM) sobre el crecimiento de la cepa parental PO1A y de
las cepas mutantes Arad52 y Aku80 de Y. lipolytica (deficientes en
mecanismos de reparacion del ADN). En la segunda fase (analisis
cuantitativo), se realizaron curvas de crecimiento de las cepas de Y. lipolytica
por medio del monitoreo a diferentes tiempos de la ODgyo de los cultivos
adicionados con cafeina y/o H,O, (5 mM); se determinaron y compararon los
tiempos de duplicacion de los cultivos adicionados con cafeina con los
adicionados con el agente donador de radicales libres; también se comparé
la velocidad de crecimiento de las cepas mutantes con respecto a los de la
cepa control (cepa parental PO1A). La evaluacion del efecto antioxidante de
la cafeina se realiz6 calculando el porcentaje de inhibicion del crecimiento de
las cepas PO1A y de la mutante Arad52 pre-incubadas (3 y 12 h) con cafeina
y posteriormente sometidas al efecto del H,O, (5 mM de cada uno). Las 3
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cepas presentaron disminucion del crecimiento cuando se sometieron al
efecto de la cafeina y/o del perdxido. En las condiciones probadas
(5 mM cafeina) se observa un efecto citotoxico de este compuesto sobre las
tres cepas de Y. lipolytica; al ser este efecto més notorio sobre las cepas
mutantes, indica que la cafeina podria tener un efecto genotoxico, similar al
ocasionado por el H,O,. La pre-incubacion con cafeina no tuvo efecto
protector (antioxidante) que permitiese contrarrestar el efecto del agente
donador de radicales OH. La accion inhibitoria de la cafeina (5 mM) sobre el
crecimiento la mutante rad52, posiblemente se deba a que a esta
concentracion hay un arresto en la fase G2 del ciclo celular, donde la
proteina rad52 es esencial para la reparacion del ADN; al carecer de esta
proteina, la cepa mutante se vio mayormente afectada en su velocidad de
crecimiento. En base a las observaciones realizadas en este trabajo, se
sugiere que la cafeina tiene un efecto genotdxico, aunque no se descarta
gue a concentraciones menores, la cafeina pudiese generar otro tipo de

efectos similares a los descritos en la literatura.



2. INTRODUCCION

La informacién genética contenida en el ADN se encuentra sometida a
constantes agresiones ambientales externas e internas como la exposicion a
productos quimicos, rayos UV o subproductos del metabolismo intracelular.
Para contrarrestar estas agresiones, el nucleo celular cuenta con un
mecanismo denominado “control del ciclo celular’ cuyo objetivo es mantener
vias de vigilancia durante la replicacion del ADN para detectar de manera
oportuna posibles errores, coordinar su reparacidon y asegurar que la
informacion genética de la célula sea transferida de manera correcta a las

generaciones posteriores.

El estudio de compuestos capaces de suprimir o impedir los dafios al
ADN ante la presencia de radicales libres es un area que ha cobrado gran
importancia en los ultimos afios debido a su relaciéon con el envejecimiento

celular y enfermedades crénico degenerativas.

La cafeina es consumida aproximadamente por el 80% de la poblacion
mundial diariamente a través de diversos productos (Ogawa & Ueki, 2007).
La cafeina en el cuerpo humano, tiene un efecto antagonista de los
receptores de adenosina en el cerebro y como consecuencia inhibe la
liberacion de dopamina y sus efectos promotores del suefio. En algunos
estudios se ha llegado a sugerir que la cafeina posee actividad antioxidante
protegiendo a diferentes tipos de células del efecto causado por especies
reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS), mientras que en
otros estudios se ha propuesto que la cafeina puede generar dafio a la pared
celular, interferir con el trafico de proteinas intracelulares, propiciar arresto

del ciclo celular y causar dafo al ADN (Calvo et al. 2009).



2.1.Definicion del problema

La cafeina es un compuesto que pertenece al grupo de las xantinas
(1,3,7-trimetilxantina), encontrado en mas de 60 especies vegetales. Este
compuesto ejerce efectos como la mejora del estado de animo, del estado de
alerta (Kaplan et al., 1997; Lorist & Tops, 2003), del rendimiento en el
ejercicio (Doherty & Smith, 2004), la velocidad a la que se procesa la
informacion mental, la sensibilizacién, la capacidad de atencion y el tiempo
de reaccion del organismo. Entre los efectos benéficos que se le han
atribuido a la cafeina también se encuentra la capacidad antioxidante al
participar en la captura de ciertas especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Le6n-Carmona & Galano, 2011), sin embargo, este efecto y otros como el
dafio al ADN aun no han sido clarificados. En este proyecto, se dispuso la
utilizacion de un sistema de células eucariotas deficientes en los mecanismos
de reparacion del dafio al ADN para determinar si la cafeina tiene efecto
genotdxico o si desempefia un papel protector contra el dafio por radicales

libres.

2.2.Justificacion

La doble cadena de ADN es considerada una de las moléculas mas
susceptible al dafio causado por agentes ambientales como contaminantes
quimicos, radiaciones ionizantes, metales pesados, subproductos del

metabolismo y absorcion de energia térmica (Sayre, Perry, & Smith, 2008).

La regulacion de la expresion genética se lleva a cabo constantemente
e integra a todos aquellos procesos por los cuales factores nucleares,
citoplasmicos, o intercelulares influyen en el control celular incluyendo los
mecanismos de reparacion del dafio al ADN. Diversos estudios se han
centrado en la elucidacion de los mecanismos moleculares y la identificacion
de productos naturales que eviten dafios al ADN, sin embargo, son

necesarios nuevos estudios in vitro con la finalidad de poder apreciar
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plenamente el valor de estos compuestos en los procesos celulares y

moleculares.

La cafeina es un compuesto ampliamente consumido en el mundo y sus
efectos fisioldégicos se encuentran ya descritos pero no existe suficiente
evidencia respecto a los efectos antioxidante o genotoxico se le han
atribuido. Debido a la controversia que existe sobre estos posibles efectos de
la cafeina se elaboré el presente trabajo donde se incluyé como modelo de
estudio dos cepas mutantes de la levadura Y. lipolytica (Aku80, Arad52)
deficientes en la sintesis de complejos proteicos con importante participacion
en dos procesos de reparacion de las rupturas de la doble cadena del ADN:
la recombinacion de extremos no homologos y la recombinacién homologa.
La susceptibilidad de estas cepas mutantes a sufrir dafios en el ADN, permite
comparar el efecto de la cafeina con el de otro agente de capacidad
genotoxica conocida y evaluar si la cafeina confiere algun tipo de proteccion

ante el dafio con dicho agente.

3. HIPOTESIS

La cafeina tiene efecto genotoxico en las cepas deficientes en los
mecanismos de reparacion del ADN de Y. lipolytica.

La cafeina tiene efecto protector (antioxidante) en las cepas deficientes

en los mecanismos de reparacion del ADN de Y. lipolytica.



4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Determinar el efecto genotoxico o antioxidante de la cafeina en cepas
de Yarrowia lipolytica deficientes en los mecanismos de reparacion del dafio
al ADN.

4.2.0bjetivos especificos

Evaluar el posible efecto genotoxico de la cafeina sobre las cepas

mutantes ku80 y rad52 de Y. lipolytica.

Evaluar el posible efecto de la cafeina como agente protector del dafio
ocasionado por un agente donador de radicales OH’ (peréxido de hidrégeno)

sobre las cepas mutantes ku80 y rad52 de Y. lipolytica.



5. ANTECEDENTES

5.1.Historiay consumo de la cafeina

La cafeina se encuentra posicionada como una de las sustancias mas
consumidas en todo el mundo; esta presente de manera natural en hojas,
semillas o frutos de por lo menos 63 especies de plantas, como ejemplos de
esto estan los granos de café y de cacao, nueces de cola, bayas de guarana,
el té y la yerba mate (Heckman, Weil, & Gonzalez de Mejia, 2010).

La cafeina ha sido utilizada durante miles de afios. Datos histéricos
sugieren que se consumia desde el afio 2737 A.C., cuando el emperador
chino Shen Nung preparo la primera taza de té al hervir un poco de agua con
hojas de algunos arbustos (Arab & Blumberg, 2008). EI consumo de cafeina
a través del grano del café se origin6 en el siglo IX en Etiopia, cuando un
pastor observé que sus cabras habian aumentado su energia después de
ingerir unos granos de la planta del café (Griffin, 2006). En la actualidad, la
cafeina se puede encontrar en bebidas, productos de reposteria y en la
industria farmacéutica en forma de medicamentos y suplementos dietéticos,
aunque se consume con mayor frecuencia en forma de bebidas como el café
(71%), refrescos (16%) y el té (12%) (Beverage Spectrum, 2008). Se estima
gue aproximadamente el 80% de la poblacién mundial consume un producto
con cafeina diariamente (Ogawa & Ueki, 2007), “En Estados Unidos, Canada
y paises europeos como Finlandia, Dinamarca y Suiza, el consumo de café
representa la mayor parte del consumo diario de cafeina en los adultos,
mientras que en el Reino Unido el té es la bebida de eleccion”
(Nawrot et al., 2003). En paises latinoamericanos no se cuenta con datos
exactos acerca del consumo de cafeina, pero se cree que en paises como
Brasil y Argentina el consumo es alto debido al uso popular de café y yerba
mate, situacion similar a la de Japén a causa del consumo de té verde
(Heckman et al., 2010).



La cafeina es clasificada por la FDA como una sustancia de usos
conocidos seguros y sefiala que el consumo moderado de cafeina no

produce riesgos para la salud (21 CFR, seccion 182.1180) (Somogyi, 2010).

5.2.Descripcion de la cafeina

La cafeina es una molécula organica cuya nomenclatura quimica es
1, 3, 7-trimetilxantina (IUPAC); fue aislada del café en 1820 por el quimico
aleméan, Friedlieb Ferdinan Runge como una xantina alcaloide cristalina
blanca y amarga perteneciente a la familia de las metilxantinas en la que se
incluyen compuestos como la teofilina y teobromina, con estructura quimica y
efectos similares al de la cafeina en el organismo (Weinberg & Bealer, 2002).

En la figura 1 se muestra la estructura quimica de la cafeina.

0 ‘;:HB
H3C ~ | Il
0 I &

Figura 1. Estructura quimica de la cafeina (NCBI, 2004).

5.3.Propiedades de la cafeina

La cafeina en estado puro a temperatura ambiente es un solido
cristalino, blanco, inodoro, de sabor amargo en forma de agujas blancas o
polvo. Tiene una densidad de 1.23 g/ml y un punto de fusion de 238°C,
sublima a 176°C sin descomposicion y cristaliza en forma de prismas
hexagonales (O’Neil, 2006). Es soluble en agua pero tiene mas afinidad por

disolventes organicos como el cloroformo (CHCI3), diclorometano (CH,Cl,) y



acetona (C3HgO). La solubilidad de la cafeina en agua puede incrementarse
adicionando benzoatos alcalinos, cinamatos, citratos o salicilatos, pero su
reaccion con acidos da lugar a compuestos muy inestables (OMS, 1991).

En solucion, 1 g de cafeina/100 ml de agua alcanza un pH de 6.9.

5.4.Metabolismo de la cafeina

La cafeina es rapida y completamente absorbida por el tracto
gastrointestinal de humanos y de animales de laboratorio (Magkos &
Kavouras, 2005). En personas sanas, el tiempo de vaciado géstrico de la
cafeina es de 50 a 175 min y el tiempo de eliminacién es en promedio 5 h
(Charles et al., 2008); el 50% se eliminaen 1 a 2 hy en 3.5 h mas del 90%.
La tasa de absorcion de la cafeina esta estrechamente relacionada con el
vaciamiento gastrico (Higaki et al., 2008), por lo que se asume que tiene una
biodisponibilidad del 100% (Blanchard & Sawers, 1983). Con el consumo de
1 taza de café, aproximadamente el 90% de la cafeina contenida se elimina
del estbmago en 20 min y su concentracion plasmatica maxima se alcanza
en 1 a 1.5 h (Chvasta & Cooke, 1971), después es distribuida por el torrente

sanguineo y es metabolizada en el higado (Nawrot et al., 2003).

5.5.Efectos fisioldégicos de la cafeina en el ser humano

La cafeina ejerce diversos efectos en el cuerpo humano. El doble anillo
gue posee en su estructura molecular, le confiere una forma similar a la
adenosina (importante neuromodulador del sistema nervioso central) lo cual
le permite actuar como su antagonista en los receptores de ésta en el
cerebro y como consecuencia inhibir la liberacion de dopamina y sus efectos
promotores del suefio (Fisone, Borgkvist, & Usiello, 2004; Ferre, 2008).
Numerosos estudios sustentan la capacidad de la cafeina para mejorar el
estado de animo, el estado de alerta (Kaplan et al., 1997; Lorist & Tops,

2003), el rendimiento en el ejercicio (Doherty & Smith, 2004), la velocidad a
9



la que se procesa la informacion mental, la sensibilizacion, la capacidad de
atencioén y el tiempo de reaccion del organismo (Cysneiros, Farkas, Harmatz,
Von Moltke, & Greenblatt, 2007). Ademas, se ha sugerido que la cafeina
puede contribuir a la reduccién de los sintomas asociados con la enfermedad
de Parkinson (Blandini, Nappi, Tassorelli, & Martignoni, 2000; Trevitt, Kawa,
Jalali, & Larsen, 2009).

También se ha sugerido que el consumo de cafeina contenida en el té
verde y suplementos contribuye a la reducciéon del peso corporal (Kovacs,
Lejeune, Nijs, & Westerterp-Plantenga, 2004; Westerterp-Plantenga,
Lejeune, & Kovacs, 2005; Greenberg, Boozer, & Geliebter, 2006; Turk et al.,
2009), y otros estudios han demostrado su papel en el aumento de la tasa
metabdlica, el gasto energético, la oxidacion de lipidos, actividad lipolitica y
termogénica (Acheson et al., 2004; Ballard, Halaweish, Stevermer, Agrawal,
& Vukovich, 2006; Dallas, Gerbi, Tenca, Juchaux, & Bernard, 2008). Un
posible mecanismo que podria explicar el efecto termogénico de la cafeina
es la inhibicion de la enzima fosfodiesterasa (PDE) para la conversion del
AMPc (Adenosin Monofosfato Ciclico) que participa como segundo
mensajero y el antagonismo de los receptores de adenosina, proceso que
limita el aumento de la liberacion de noradrenalina (Westerterp-Plantenga,
Diepvens, Joosen, Berube-Parent, & Tremblay 2006). Aun asi, el efecto de la
cafeina en la reduccion de peso a través del consumo de té verde debe ser
interpretado con cautela, ya que este efecto se ha reportado en individuos
con ingesta de cafeina originalmente baja (<300 mg/dia) (Kovacs et al.,
2004).

Van Dam y Hu (2005) encontraron que quienes han tenido un consumo
de al menos 6 tazas de café por dia tienen un 35% menos riesgo de padecer
diabetes mellitus en comparaciéon a los que toman solo dos tazas por dia; sin
embargo, ellos indican que a pesar de estos hallazgos aun no hay suficiente

informacion disponible para hacer su recomendacion.

10



Con respecto a la enfermedad cardiovascular, la relaciébn entre el
consumo de cafeina y esta patologia ain no es clara pues los resultados que
se encuentran en la literatura son inconsistentes, por o que es necesaria

mas investigacion en esta area (Cornelis & EI-Sohemy, 2007).

Por otra parte, se ha mencionado que la cantidad necesaria para
propiciar un efecto negativo en el organismo es distinta entre individuos
dependiendo de su peso y sensibilidad a la cafeina. Se han reportado
efectos adversos del consumo excesivo de cafeina a traves de
medicamentos con cafeina y no a través de alimentos y/o bebidas (Higdon &
Frei 2006).

Ante sobredosis agudas de cafeina pueden presentarse sintomas
como: temblores, taquicardia, inquietud, ansiedad, insomnio (Reissig, Strain,
& Griffiths, 2009), hipertension, diuresis, nduseas, vomitos, hipopotasemia,
acidosis metabdlica y convulsiones (Flanagan, Braithwaite, Brown, Widdop, &
de Wolff, 1995).

5.6.Cafeina y efecto antioxidante

El desequilibrio entre la produccion y eliminacién de especies reactivas
de oxigeno, ROS (OH’, OOH’, OCHj3’, OOCHj3', y O,"), causa estrés oxidativo
(Harman, 1981) propiciando dafios moleculares que comprometen la
seguridad celular (Halliwell & Gutteridge, 2007). La acumulacion de ROS en
diferentes tipos de células eucariotas (incluidas las levaduras) es ocasionada
tanto por la acumulacién de productos de la respiracion celular (en la
mitocondria) como por estimulos ambientales (Perrone, Tan, & Dawes,
2008). Cuando la condicion de estrés oxidativo es detectada por la célula, se
promueve la activacion de factores de transcripcién para la sintesis de
defensas antioxidantes (Gasch, et al., 2000; Temple, Perrone & Dawes,
2005) que contribuyen con la restauracion del equilibrio redox celular y la

reparacion de las biomoléculas oxidadas (Costa & Moradas-Ferreira, 2001).
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El oxigeno molecular (O,) y el perdxido de hidrégeno (H.O,) son
moléculas que pueden participan en la sefializacion celular en mamiferos
(Sundaresan et al., 1995), plantas (Vergara, Parada, Rubio, & Pérez, 2012) y
levaduras (Bienert, Schjoerring, & Jahn, 2006; Bartosz, 2009), tienen la
capacidad de recorrer largas distancias y penetrar en las membranas
biolégicas, lo que les permite generar un dafio oxidativo (Saran & Bors,
1991).

En Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, el H,O,
funciona como activador de los factores de transcripcibn que regulan la
expresion de agentes enzimaticos antioxidantes (como la glutation
peroxidasa) (Delaunay, Isnard, & Toledano, 2000; Delaunay, Pflieger,
Barrault, Vinh, & Toledano, 2002).

En estudios recientes se ha sugerido que la cafeina posee actividad
antioxidante confiriendo proteccion contra el desarrollo de enfermedades
como el Alzheimer (Rosso, Mossey, & Lippa, 2008; Chen, Ghribi, & Geiger,
2010; Prasanthi et al., 2010.) y el dafio ocular ocasionado por el

envejecimiento (Varma & Hegde, 2010a).

Por otra parte, también se ha descrito que la cafeina puede tener
actividad similar a la de antioxidantes no enzimaticos como el glutation
(Zechmann et al., 2011) y el acido ascorbico (Lee, 2000; Devasagayam,
Kamat, Mohan, & Kesavan, 1996).

En estudios sobre la capacidad de la cafeina para formar complejos con
sustancias mutagénicas se ha encontrado que la cafeina puede participar
como agente de asociacion disminuyendo el ndmero de compuestos
aromaticos disponibles en el medio para unirse con el ADN (Davies,

Veselkov, Evstigneev, & Veselkov, 2001).

Cuando la cafeina se somete a reaccién con los radicales OOCH3’
(Metil peroxil) y O," (oxigeno molecular) se suscitan reacciones endergonicas,

es decir, no ocurren de manera espontanea, por lo que se ha concluido que
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la habilidad de la cafeina por la captura de este tipo de ROS no es eficiente
(fig. 2). Las reacciones con cafeina, consideradas como las mas exergbnicas
han sido las obtenidas ante el radical OH" (Hidroxido), por lo que se propone
una alta capacidad antioxidante de la cafeina mediante la union a radicales
OH’, proceso denominado Formacién de aductos de radicales (RAF; Radical
Adduct Formation) (Leon-Carmona & Galano, 2011). Sin embargo, la facultad
de la cafeina para capturar cierto tipo de ROS esta relacionada a la

concentracion en que sea utilizada (Vignoli, Bassoli, & Benassi, 2011).

En humanos, la modulacién de la respuesta inmune en el tratamiento
del cancer y la disminucion del efecto téxico causado por los agentes
quimioterapéuticos se ha asociado a concentraciones plasmaticas de cafeina
entre 1-50 uM (Sabisz & Skladanowski, 2008).

? /
. ,ij\ M
N N >
| P
«O0OH
OH *OOCH 3
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Figura 2. Capacidad antioxidante de la cafeina ante especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Le6n-Carmona & Galano, 2011).

En estudios in vitro del cristalino de raton incubado con 0.1 mM de
complejos de hierro y 5 mM de cafeina, también se destaco la participacion
de la cafeina en la supresion de radicales OH’ (Varma & Hegde, 2010b).

La modulacién de agentes antioxidantes también ha sido analizada en
un estudio sobre el cerebro de ratas Wistar machos sometidas a dietas con
suplementacién de cafeina (20 a 40 mg/kg/dia) por un lapso de 80 semanas,
donde fue posible identificar que el consumo crénico de cafeina disminuyo la

peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares y que aumento la
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concentracion de glutation (potente antioxidante enddgeno), asi como la
actividad de dos enzimas antioxidantes (glutation reductasa y
superéxidodismutasa) proponiendo que el consumo de cafeina posee un
efecto protector al modular el dafio oxidativo (Abreu, Silva-Oliveira, Moraes,

Pereira, & Moraes-Santos, 2011).

El aspecto aterogénico de la cafeina se ha evaluado a través de
intervenciones en células del musculo de la aorta de ratones susceptibles a
ateroesclerosis en las que encontraron que 250 uM y 2.5 mM de cafeina in
vitro e in vivo, respectivamente, regulan la proliferacion celular y la apoptosis
después de dafio en el ADN y que a una concentracion 100 pM, este
compuesto es capaz de inhibir especies reactivas de oxigeno (Mercer, Gray,
Figg, Kumar, & Bennett, 2012).

5.7.Dafno al ADN

Desde hace décadas se sabe que los acidos nucleicos (ADN) son
susceptibles a sufrir dafios por exposicion a factores ambientales exdgenos
como contaminantes quimicos, radiaciones ionizantes, metales pesados,
componentes de alimentos y factores internos como la absorcién de energia
térmica y productos resultantes del estrés oxidativo (Lindahl, 1993). Entre los
dafios ocasionados al ADN se incluyen la formacion de dimeros, pérdida de
bases nitrogenadas, rupturas de cadena simple o doble, reposicionamiento
de una base nitrogenada y entrecruzamientos. Como consecuencia de la
pérdida de informacién genética pueden presentarse mutaciones en el ADN
gue pueden comprometer la integridad del genoma y la supervivencia celular
(Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

Las mutaciones inducidas por especies reactivas de oxigeno se han
asociado con el desarrollo de patologias como el cancer (Ames, Gold, &
Willett, 1995) y el envejecimiento (Burhans & Weinberger, 2012). A pesar de

que la célula cuenta con mecanismos de restablecimiento del dafio
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ocasionado por estrés oxidativo, cuando la presencia de ROS es elevada y
supera su accién, es posible que algunas moléculas permanezcan
severamente oxidadas y lleguen a ocasionar dafios irreparables en las
proteinas y mitocondrias, lo que conduce a una muerte celular.
En S. cerevisiae se distinguen 2 mecanismos que facilitan la eliminacion de
biomoléculas que sufren dafios irreparables: el sistema de proteasoma

dependiente de ubiquitina y la autofagia.

a) El sistema de proteasoma dependiente de ubiquitina, es un
mecanismo altamente conservado para la degradacion de proteinas
oxidadas especificas, aunque su mecanismo de accién exacto aun no
es claro.

b) La autofagia, es un mecanismo de degradacion intracelular y reciclado
de biomoléculas y organelos llevado a cabo por lisosomas (en células
de mamifero) o vacuolas (en levaduras) (Klionsky et al., 2010). Para
que esta via se active se expresan genes relacionados con la
autofagia (33 en la levadura) y otros homdlogos (en mamiferos)
(Reggiori & Klionsky, 2002; Goldman, Taylor, Zhang, & Jin, 2010). La
autofagia es considerada como un proceso de supervivencia
altamente conservado entre los eucariotas como respuesta al estrés
causado por la falta de nutrientes y la acumulacion de ROS (Kissova
et al., 2007; Bhatia-Kissova & Camougrand, 2010).

Cuando la levadura es expuesta a prolongadas o repentinas dosis
nocivas de ROS, la respuesta normal al estrés oxidativo es interrumpida
(Salmon, Evert, Song, & Doetsch, 2004), los sistemas de defensa
antioxidante fallan y se provoca el inicio de la muerte celular programada de

la que se identifican dos vias:

1. La apoptosis, es un proceso inducido por exposicion a bajas
concentraciones de H,0,, estimula la produccion de metacaspasas con
actividad proteolitica.
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2. La necrosis, es inducida por fallas bioenergéticas o en la morfologia
celular, como la fragmentacion del ADN al azar, un aumento en el
volumen celular o de los organelos, la pérdida de integridad de la

membrana de células plasmaticas o la fuga del contenido intracelular.

En levaduras, la necrosis puede ser generada por exposicion a altas
concentraciones de H,0,, &cido acético y metales pesados (Zong &
Thompson, 2006).

5.8.Mecanismos de reparacion del ADN

Debido a que es esencial que la informacion genética contenida en el
ADN se transmita sin alteraciones o dafios, la célula cuenta con mecanismos
de reparacidén que evitan, detectan y corrigen pérdidas de informacion en el

material genético.

5.8.1.Lareparacion de escisiéon de nucleodtidos

La reparacion de escisién de nucleétidos (NER), es un mecanismo que
se encarga de cortar y remover lesiones o fragmentos completos incorrectos
en las secuencias de ADN. En este proceso participan enzimas que detectan
las secciones incorrectas de ADN, ejerciendo diferentes funciones: abren la
doble cadena (helicasas), cortan el fragmento dafiado (endonucleasas),
sintetizan la secuencia de ADN correcta (polimerasas) y unen los nuevos
nucleotidos (ligasas). La reparacion de escision de nucleotidos puede ocurrir
mediante dos vias: la via acoplada a la transcripcion, es aquella en la que los
genes en transcripcidon son reparados simultaneamente, y la via gendmica
global, encargada de la reparacion del resto del genoma pero de manera

mas lenta y menos eficiente (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

5.8.2. Reparacion de escisién de bases

Este mecanismo de reparacién consiste en el escaneo de la doble

hélice de ADN realizado por glucosidasas de ADN que comparan el

16



apareamiento correcto de bases y rompen sus enlaces glucosidicos en caso
de encontrarse apareadas de manera incorrecta. Después del rompimiento
de enlaces por esta causa, intervienen endonucleasas y polimerasas de
ADN que cortan la parte del esqueleto dafiado y eliminan cualquier
remanente. Cuando las bases son eliminadas por completo entran en
marcha polimerasas 3 que inserta nucledtidos complementarios y ligasas Il

encargadas de sellarlos a la doble cadena (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

Otro tipo de lesion que puede sufrir el ADN son las rupturas de doble
cadena (Double-Strand Break, DSB) que después de ser ocasionadas son
detectadas por puntos de reparacion (Harrison & Haber, 2006). Los
principales reguladores del ciclo de control celular son una familia de cinasas
serina/treonina conocidas como quinasas dependientes de ciclina (Cdk), las
cuales determinan el mecanismo de reparacion que entrard en accion
después de una ruptura de la doble cadena (Ubersax et al., 2003; Holt et al.,
2009).

5.8.3. Recombinacién homodloga

La recombinacion homologa (Homologous Recombination, HR) es un
tipo de reparacion de rupturas de la doble cadena del ADN que se lleva a
cabo durante la primera division meiodtica (fases S/G2) cuando la actividad de
Cdk es alta y existe una plantilla de reparacién disponible (la cromatida
hermana). Este tipo de reparacion constituye un mecanismo clave y via de
tolerancia de dafios en el ADN para asegurar una segregacion cromosomica
precisa, sin embargo, pueden suscitarse defectos en la recombinacién que
conducen a la inestabilidad genémica y a una predisposicion elevada de
cancer, ocasionada principalmente por reordenamientos del genoma como
extremos no deseados (translocacion, delecion, inversion) y la acumulacion
de intermediarios toxicos de la recombinacién. En este modelo de reparacién
(fig. 3) después de la ruptura de la doble hélice algunas enzimas de
procesamiento de la DSB como la Sae2 (endonucleasa) y el complejo MRX

(Mrell-Rad50-Xrs2) se encargan de la eliminacion del ADN dafiado;
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después, se lleva a cabo otro proceso de reseccion catalizado por los
compuestos protéicos Exol y/o Dna2 en colaboracion con Sgsi;
posteriormente, la proteina RPA (Proteina de Replicacion A) se une a los
extremos de la cadena de ADN y sirve como sustrato para la formacion del
filamento llamado Rad51 que es rodeado por el complejo Rad52,Rad55-
Rad57 y Rad54, el cual constituye el molde para la sintesis del fragmento de

la cadena que sufrio la ruptura (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).
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Figura 3. Mecanismo de reparacion del ADN por recombinacion
homéloga (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).
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5.8.4. Recombinacién de extremos no homoélogos

El mecanismo de Recombinacion de extremos no homologos
(Non Homologous End Joining, NHEJ) es la principal via de reparacién de las
rupturas de la doble cadena del ADN (fig. 4). Este tipo de reparacion ocurre
durante la fase G1 del ciclo celular cuando los niveles de Cdk son bajos y las
DSB son identificadas por los complejos protéicos de reparaciéon Ku
(yKu70/yKu80) y MRX (Mrell-Rad50-Xrs2) que son unidos a los extremos
de cada cadena de ADN desacoplada. EI complejo Ku que normalmente se
localiza en los telédmeros, se traslada al sitio de la DSB y sostiene los
extremos de cada cadena de ADN para detener la reseccion de bases,
mantenerlos correctamente alineados y proporcionar una ventana de
oportunidades para la reparacion por la via NHEJ. Después de estabilizar la
doble cadena de ADN, el complejo de ligasas Dnl4-Lif1-Nejl es reclutado
para que los extremos terminales de ADN rotos sean ligados y la lesion
guede reparada (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

Reclutamiento de @
Dnl4-Lif1-Nej1

{;omplejo MRX

Ligaciony O yKu70/yKu80
reparacion
O Ligasa Dnl4
& Lif1-Ngj1

Figura 4. Mecanismo de reparacion del ADN: union de extremos no
homdlogos (NHEJ) (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).
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La recombinacion homodloga (HR) y la recombinacion de extremos no
homélogos (NHEJ) son procesos de reparacion de la DSB altamente
conservados tanto en humanos como en levaduras. De los diversos tipos de
lesion del ADN, la ruptura de la doble cadena (DSB) es la forma mas
citotoxica pues amenazan la viabilidad celular, este tipo de dafios es
ocasionado por radiacion ionizante, agentes quimicos, estrés oxidativo y

horquillas de replicacion colapsadas (Finn, Lowndes, & Grenon, 2012).

5.9. ADNy cafeina

Ademas de los efectos benéficos que se le han atribuido a la cafeina,
también se ha descrito por algunos autores que la cafeina puede causar
dafio celular enfocado su participacion como un agente inhibidor de las
particulas participantes en la sefializacion celular y como agente causante

dafo al ADN potenciando el efecto dafiino de otros agentes.

En ensayos con células linfoblasticas humanas con tratamiento de
cafeina por 2 h, se encontré que a una concentracion 10 mM, la cafeina es
capaz de inhibir enzimas (ATM, Ataxia Telangiectasia Mutada; ATR, Ataxia
Telangiectasia y proteina relacionada con Rad3) que participan como
sensores de la deteccion de dafios al ADN generados principalmente por
factores oxidantes (Block, Merkle, Meek, & Lees-Miller, 2004).

En 2004, Wang y colaboradores encontraron que la cafeina (2 mM) no
generd deleciones simples en el ADN en células ovéaricas de hamster, sin
embargo detectaron que la activacion de la proteina Rad51 disminuyd
cuando las células fueron tratadas con cafeina 4 mM al ser o no sometidas a
la exposicion de rayos X, por lo que propusieron que la cafeina podria tener
un efecto inhibitorio de la reparacion de extremos homélogos mediante la
inhibicion de las cinasas ATM y ATR (relacionadas al sensado del dafio al
ADN).
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En otros ensayos realizados con células provenientes de carcinoma de
tiroides modificadas en las cascadas de sefializacibn de apoptosis celular,
después de ser sometidas a preparaciones con cafeina (2 mM) durante
lapsos de 1 a 4 h y ante la presencia de agentes como el cisplatino
(quimioterapéutico) o radiaciones UV, se demostré que la cafeina puede
inhibir la proliferacion celular, especialmente tras ser sometidos a la

exposicion a rayos UV (Deplanque et al., 2004).

Por otra parte, en queratinocitos sometidos a concentraciones de
1 a 4 mM de cafeina durante una hora y a la exposicion a rayos UV, se
encontré que la apoptosis aument6 Unicamente cuando las células tratadas

con cafeina se sometieron a los rayos UV (Han, Ming, & He, 2011).

5.10. La levadura como modelo de estudio

La levadura eucariota S. cerevisiae, es un organismo modelo bien
caracterizado y versatil que ha sido clave en estudios relacionados con el
control del ciclo celular y el dafio al ADN (Bartek, & Lukas, 2007; Harper, &
Elledge, 2007; Clemenson, & Marsolier-Kergoat, 2009).

Yarrowia lipolytica es una levadura identificada por David Yarrow en el
Delft Microbiology Laboratory (1972), lleva el nombre de la especie lipolytica
debido a su capacidad para hidrolizar lipidos. Es una especie de levadura,
aerobia no patdégena, heterotalica, que es capaz de emplear grasas e
hidrocarburos como fuente de carbono para su crecimiento. La morfologia de
de este organismo depende de las condiciones del medio y las bases
genéticas con las que cuente cada cepa; es capaz de sufrir transicion a hifa
por sustitucion de glucosa con N-acetilglucosamina o afiadiendo suero al
medio de cultivo (capaz de diferenciarse en pseudomicelio y verdadero
micelio dependiendo de las condiciones a las que se le someta) (Pérez-

Campo & Dominguez, 2001). Por éstas y otras caracteristicas fisioldgicas,
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metabdlicas y genomicas Y. lipolytica ha sido empleada como modelo celular

para diferentes estudios en los ultimos afios (Nicaud, 2012).

La participacion de complejos protéicos en mecanismos como la
recombinacion homologa, se han reportado en ensayos con la levadura
Y. lipolytica, donde se ha identificado la importancia del gen RAD52 en la
reparacion del ADN en presencia de agentes oxidantes (Campos-Géngora,
Andaluz, Bellido, Ruiz-Herrera, & Larriba, 2013). Otro reporte de Y. lipolytica,
mediante la creacion de células mutantes deficientes en los genes KU70 y
KUB80, implicados en la formacién del heterodimero Ku80-Ku70 sugiere que
esta especie utiliza como principal via de reparacion del ADN la
Recombinacién de Extremos no Homologos (NHEJ) (Verbeke, Beopoulos, &
Nicaud, 2013).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material quimico

Los reactivos utilizados para el presente trabajo fueron: oligonucle6tidos
(Alpha DNA); cafeina, etanol (Bio Basic Canada Inc.); Taqg DNA polimerasa,
dNTPs, MgCl, marcador de talla molecular Hyperladder 1l (Bioline); fenol
(CTR Scientific); peptona y agar (Dibico); agarosa, bromuro de etidio, tris,
acetato, EDTA (Bio-Rad); peroxido de hidrégeno, cloroformo (Jalmek);

glucosa (Sigma) y extracto de levadura (USBiological).

6.2. Material bioldgico

Las cepas de Y. lipolytica utilizadas en este estudio fueron: la cepa
parental PO1A (LEU’, URA") y las cepas mutantes Aku80 y Arad52 generadas
por delecidn de los genes KU80 y RAD52, respectivamente, en el Laboratorio
de Diferenciacion de Hongos del Departamento de Ingenieria Genética,
CINVESTAYV, Unidad Irapuato, (para una referencia de la mutante Rad52,

ver: Campos-Goéngora et al., 2013).

6.3.Métodos

6.3.1. Disefio del estudio

Este es un estudio de tipo experimental, prospectivo, longitudinal y
analitico que se realizo de julio de 2013 a julio de 2014 empleando como
modelo de estudio al hongo dimorfico Yarrowia lipolytica. Las cepas de
estudio fueron la cepa parental PO1A (LEU’, URA) y las cepas mutantes
Aku80 y Arad52; carentes de genes que codifican para proteinas que
participan en procesos de reparacion del ADN en células eucariotas
(recombinacion de extremos no homodlogos y recombinacion de extremos

homélogos, respectivamente). Para el analisis entre las cepas se considero
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como el grupo control a la cepa PO1A y para el andlisis entre tratamientos se
tomaron como controles a los cultivos en medio YPD sin adicién de algun
agente. Para cada experimento, se hicieron pre-cultivos de las cepas de
Y. lipolytica para lograr que las células estuviesen en su fase de crecimiento
exponencial (de las 4 a 24 h de incubacion). Para la determinacion del
posible efecto genotéxico y/o antioxidante de la cafeina se analiz6 el
crecimiento de Y. lipolytica por medio de curvas de crecimiento mediante la
determinacién de la ODgpo de cultivos en presencia de cafeina y peroxido de
hidrogeno. Con los datos obtenidos se determinaron los tiempos de
duplicacién de cada cepa sometida a los diferentes tratamientos y éstos se
compararon para establecer las posibles diferencias. Los experimentos se
realizaron por triplicado y los valores obtenidos se capturaron y analizaron
con el software SPSS V.17.0 (SPSS, Inc. Chicago lllinois, EE. UU.).

La parte experimental se realiz6 en los laboratorios de Protedmica,
Genética y Biologia Molecular, Bioquimica Nutricional, y de Alimentos en el
Centro de Investigacion en Nutricion y Salud Publica (CINSP) de la Facultad
de Salud Publica y Nutricion (FaSPyN) de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Lebén (UANL).

6.3.2. Estrategia general

El desarrollo del presente trabajo se basé en la evaluacién del efecto de
la cafeina sobre el crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 de

Y. lipolytica en tres etapas principales:

1. Comprobacion de la autenticidad de las cepas de Y. lipolytica por medio
de anélisis genotipico.

2. Andlisis cualitativo por dilucibn en placa para determinar las
concentraciones de cafeina y del agente oxidante (peréxido de

hidrogeno) a utilizar en el analisis cuantitativo.
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3. Analisis cuantitativo para determinar el efecto de los agentes cafeina y/o
peréxido de hidrogeno sobre la velocidad de crecimiento de Y. lipolytica
(PO1A, Aku80 y Arad52).

Estrategia general

y

1) Analisis genotipico

Comprobacion de la autenticidad de las
! cepas

y

2) Andlisis cualitativo

Determinacion de las concentraciones
de cafeina y peréxido de hidrogeno

y

3) Analisis cuantitativo |——

Evaluacién del posible efecto genotéxico
o antioxidante de la cafeina

Figura 5. Estrategia general del trabajo.

6.3.3. Preparacion de medios de cultivo

Para el cultivo de las cepas de Y. lipolytica se utilizé el medio YPD
(1% de extracto de levadura, 2% de peptona de caseina, 2% de glucosa
anhidra). Se preparé disolviendo 10 g de extracto de levadura, 20 g de
peptona de caseina y 20 g glucosa anhidra en agua desionizada, se aforo a
1 Ly se esterilizé por calor himedo en autoclave (121°C y 15 Ib/pulg? de
presién durante 15 min). Para la preparacion de YPD solido, ademas de los

compuestos mencionados se adiciond el 2% de agar bacteriolégico.
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6.3.4. Solucién stock de cafeina

La solucion stock de cafeina se prepardé a concentracion 0.5 M. Se
disolvieron 0.2923 g de cafeina ultra pura (Pm: 194.19 g) con 3 ml de agua
desionizada previamente calentada a 80°C. La solucion de cafeina se
esterilizd por filtracion con membrana millipore desechable de 0.22 pm
(Millex®-GP) y se almacend en un tubo de polipropileno estéril de fondo
conico, a 4°C hasta su uso. Antes de la utilizacion de la solucion stock de
cafeina, ésta se disolvio calentandola en bafio maria a 80°C. La cantidad de
cafeina a utilizar se calcul6 considerando la concentracion milimolar (mM)

final deseada en el medio YPD por medio de una regla de 3 simple.

6.3.5. Agente oxidante

Como agente oxidante se utiliz6 peréxido de hidrogeno (H,0,)
(Pm: 34.01 g/mol) al 50%. Para alcanzar las concentraciones requeridas se
calculo la masa del H,O, multiplicando el valor de su densidad por el volumen
adquirido (1 L) considerando el nivel de pureza (50%). Posteriormente se
calcul6 la concentracion molar del H,O, contenido en 1 L para el calculo de
las concentraciones finales deseadas en el medio YPD.

6.3.6. Cultivos celulares

Se partié de cultivos de la coleccion del Laboratorio de Protedmica del
CINSP, conservados en medio con glicerol a -20°C. Para la reactivacion de
las cepas se tomé una alicuota de estos cultivos y se sembraron en placas
de petri con medio YPD, las placas se incubaron a 28°C durante toda la
noche. Para los diferentes experimentos se tomé una colonia aislada de
estas placas y se sembré en 20 ml de medio YPD en tubos de polipropileno
de fondo coénico para los ensayos cualitativos y en 50 ml de YPD en
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad para los ensayos cuantitativos.

Los cultivos se incubaron a 28°C con agitacion (200 rpm) por 12 h en una
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incubadora con sistema de agitacion orbital (SL Shel Lab, modelo 1575).
Para el mantenimiento de las cepas se hicieron resiembras perioddicas (una

vez por semana) en placas con medio YPD.

6.3.7. Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendmico se realizd por el método de Hoffman y
Winston (1987), este método consiste en el rompimiento de la pared celular
de las levaduras por medio del fraccionamiento mecanico con perlas de
vidrio y posterior purificacion con una mezcla de fenol-cloroformo para la

obtencion del ADN gendmico.

A partir de cultivos en 20 ml de YPD incubados durante toda la noche a
28°C y 200 rpm, se tomaron aproximadamente 3 ml de cultivo y se
centrifugaron (microcentrifuga Eppendorf 5415D) durante 5 min a 12000 rpm
en tubos para microcentrifuga de 1.5 ml de capacidad. El sobrenadante se
eliminé por decantacion y las células recuperadas se resuspendieron en
100 pl de agua destilada, después, se adicion6 0.3 g de perlas de vidrio de
0.45 a 0.52 mm de diametro, 400 pl de solucion de lisis (Triton 100X,
SDS 1%, EDTA [1 mM], CINa [100 mM], Tris Hcl [10 mM] pH8) y 400 ul de
una mezcla (50:50) de fenol-cloroformo e inmediatamente se sometieron a
4 periodos de agitacién con vértex (1 min) y permanencia estatica a 4°C en
hielo molido (1 min). Posteriormente los tubos se centrifugaron durante
10 min a 12000 rpm; la fase acuosa (aprox. 500 ul) se transfirio a un tubo
nuevo y se le afladieron 50 pl de acetato de sodio 3 My 1 ml de etanol al
100% frio, para precipitar el ADN. Las muestras se mezclaron por inversion
3 veces y se incubaron a -20°C por 20 min, después se centrifugaron 10 min
(12000 rpm) y el sobrenadante se eliminé por decantacion. El pellet
resultante de ADN se lavd agregando 500 pl de etanol al 70%, los tubos se
centrifugaron por 2 min a 12000 rpm, el sobrenadante se eliminé por

decantacion y los restos de etanol se eliminaron por aspiraciébn con una
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micropipeta. Después, los tubos se dejaron abiertos a temperatura ambiente
(TA) por 5 min, para que se evaporaran los restos de etanol; finalmente, el
ADN se resuspendié en 50 ul de agua estéril (PISA®) y los tubos se

guardaron perfectamente etiquetados a -20 °C, hasta su uso.

6.3.8. Analisis Genotipico

La autenticidad y pureza de las cepas de estudio de Y. lipolytica se
comprobd por amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
de fragmentos especificos de ADN para cada cepa utilizando primers
especificos que se describen en la tabla 1 (Campos-Gongora et al., 2013).
Cada reaccién de PCR se prepar6é con los compuestos que se indican a
continuacion: 14 ul de agua bidestilada estéril, 5.0 pl de mezcla de
deoxinucledtidos (NTP’s) [10 mM] con buffer para la enzima Taq polimersa
[10 mM], 2.0 ul del oligonucleétido forward [1uM], 2.0 ul del oligonucledtido
reverse [1uM], 0.5 pl de la enzima Taq polimerasa Invitrogen® [5 U/ul],
0.5 pl cloruro de magnesio [50 mM] y 1 ul de ADN gendmico [20-100 ng/ ul].
Los componentes de la reaccion se agregaron a un tubo de polipropileno de
200 pl de capacidad.

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en el ensayo de PCR para el analisis de
la cepa Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica

Temp. de ADN Tamafio
Primer Secuencia de nucleétidos alineamiento  gendmico esperado
(°C) (pb)
Ku-350 F GGATACCAGCAGCACCAGCCTGG PO1A (-)
66
URA3IntR GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG Ku 80 1673
Sonda KUBO F | GGGATTGGCGGAAAGAAGGAGCTTG PO1A 476
66
SondaKuBOR | GGAAGTAGCCGCGAATGGGTGG Ku 80 (-)
Rad-150 F GGTATGGGATGGGTTCCGACGGG PO1A (-)
60
URA3 IntR GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG Rad 52 1722
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Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador PCR Sprint
Thermal Cycler® (Thermo Electron Corporation), bajo las condiciones
descritas en la tabla 2: desnaturalizacion inicial 95°C, 5 min; 30 ciclos de
PCR que constan de desnaturalizacion a 95°C, 1 min; alineamiento
(temperatura segun par de oligonucle6tidos), 1 min; extension a 72°C,
(tiempo segun el tamafio del fragmento de interés); ademas de una extension

final a 72°C, 10 min y una ultima etapa de conservacion a 4°C.

Tabla 2. Condiciones de la reaccién de PCR para el analisis genotipico
de las cepas de Y. lipolytica

Etapa Fase Temp. (°C) Tiempo (min) Ciclos
1 Desnaturalizacion 95 5 min 1
2 Desnaturalizacion 95 1 min 30
Alineamiento * 1 min
Extension 72 *
3 Extension final 72 10 min 1
4 Conservacion 4°C Infinito

*ver temp. especifica para cada par de oligonucledétidos.

**dependiendo del tamafio del fragmento esperado: 1 min por cada 1000 pb.

6.3.9. Electroforesis en geles de agarosa

La comprobacion de los productos amplificados por PCR se hizo por
medio de electroforesis en geles de agarosa. Para la preparacion de los
geles se peso la agarosa en una balanza de precision (Sartorius, BL 1500),
se disolvié con buffer TAE 1X (40 mM Tris-Acetato y 1 mM EDTA; pH 8.0) en
una placa de calentamiento (Corning Stirrer/Hot Plate), se tomaron 22 ml de
agarosa en un tubo de polipropileno de fondo cénico y se le agregé 1 ul de
bromuro de etidio (10 mg/ml), se vacié en un molde con peine de plastico
para formar los pozos y se dejo gelificar; posteriormente se coloco en la

camara de electroforesis (BioRad®) y se cubrié con una solucion 1X de
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buffer TAE. Posteriormente, 10 pl de cada una de las muestras (productos de
las reacciones de PCR) se mezclaron con 2 ul de buffer de carga Orange 6X
(xileno FF cianol y naranja G) y se depositaron con ayuda de una micropipeta
en cada uno de los pozos del gel. La electroforesis se realizé aplicando una
corriente eléctrica de 80 V, durante 45 min con una fuente de poder
Power-pac 300, (BioRad®) Las bandas separadas por electroforesis se
identificaron en base al tamafio (numero de nucledtidos) con ayuda del
marcador de peso molecular HyperLadder Il (Bioline). Una vez realizada la
electroforesis, las bandas se visualizaron con luz UV, con ayuda del sistema

de fotodocumentacion GelDoc- It Imaging System (UVP).

6.3.10. Célculo del in6culo para los experimentos

Las cantidades de Y. lipolytica necesarias para realizar los
experimentos se obtuvieron a partir de cultivos liquidos incubados a 28°C
con agitacion orbital (200 rpm) durante 12 a 16 h, se tomd6 una alicuota de
1 ml de los cultivos y se realizaron diluciones con agua destilada para
determinar la densidad Optica entre 0.1 y 0.4 a una longitud de onda de
600 nm en un espectrofotometro UV-Visible (Thermo Scientific, Evolution
300). La OD de cada cultivo se ajust6é hasta alcanzar una ODgqo final de 1.0
para las siembras por dilucion en placa y de 0.1 para las siembras en liquido,

segun la férmula que se muestra a continuacion:

_ (Volumen final)(0D deseada)
B (OD total del cultivo)

Para todos los ensayos realizados, la inoculacion de los medios se
realizd en condiciones de esterilidad utilizando una campana de flujo laminar
(SterilGARD®III Advance).
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6.3.11. Andlisis cualitativo

6.3.11.1. Método de dilucion en placa para la determinacion de
las concentraciones de cafeina y perdxido de hidrégeno

Las concentraciones de cafeina y de peréxido de hidrégeno capaces de
producir una disminucién del crecimiento de las cepas de Y. lipolytica se
determinaron a través de ensayos cualitativos por el método de dilucién en
placa (Johnson, Timmons, & Hall, 2002). Se compar6 el crecimiento de la
cepa parental y de las mutantes en medio YPD adicionado con distintas
concentraciones de cafeina y peroxido de hidrogeno; se probaron
concentraciones desde 0.1 hasta 10 mM. Para la preparacion de las placas
con cafeina y peroxido de hidrégeno se realizaron los calculos necesarios
para obtener las concentraciones finales deseadas en un volumen de 25 ml
de YPD agar esterilizado utilizando la formula descrita en el apartado 6.3.3.
Cada agente fue incorporado al medio YPD agar antes de alcanzar su
temperatura de gelificacion en un tubo de polipropileno de fondo cénico, se
agitd suavemente para su completa homogenizacion y se vertié en la caja
petri. Las diluciones seriadas 1:10 se prepararon de la siguiente manera: se
partié de cultivos con una ODggo ajustada a 1.0; de éste se tomaron 100 pl de
cultivo y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga que contenia 900 pl
de agua destilada estéril, la mezcla se homogeneizé con ayuda de un vortex.
Este proceso se repiti6 secuencialmente para preparar cada una de las
diluciones (hasta 1x107°). Para la siembra en placa, 3 pl de cada dilucién se
colocaron con ayuda de una pipeta sobre las placas de petri que contenian
YPD adicionado con cafeina o H,O,. Ya sembradas, las placas se incubaron
a 28 °C, en posicién invertida cubriéndolas con papel aluminio para
protegerlas de la exposicion a la luz. Para documentar el crecimiento de las
colonias en los diferentes tratamientos, cada 24 h (durante 3-4 dias) se tomo

una fotografia de las placas y las imagenes se procesaron para su analisis.
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6.3.12. Analisis cuantitativo

En esta fase se compard la velocidad de crecimiento de las cepas
PO1A, Aku80 y Arad52 realizando curvas de crecimiento por medio de la
determinacion de la densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm
durante distintos tiempos de los cultivos. Estos experimentos se realizaron
por triplicado y los resultados se graficaron y analizaron utilizando los
programas computacionales Excel y SPSS V.17.0. El analisis cuantitativo se

dividié en 5 etapas que se describen a continuacion:

6.3.12.1. Crecimiento de Y. lipolytica en condiciones de
incubacion normales

Para determinar el patréon de crecimiento de las 3 cepas de Y. lipolytica
(PO1A, Aku80 y Arad52) cultivadas en condiciones normales (medio YPD sin
agentes adicionados) e identificar las diferentes fases de la cinética de
crecimiento, las cepas se sembraron en matraces Erlenmeyer de 250 ml de
capacidad que contenian 50 ml de medio YPD, ajustando la cantidad de
in6culo que permitiera tener una ODgyo de 0.1. Los cultivos se incubaron a
28°C, con agitacion rotatoria (200rpm) durante 72 h. El monitoreo del
crecimiento de los cultivos se realiz6 a través de la lectura de la ODgg de una
alicuota de 1 ml tomada cada 2 h durante las primeras 12 h, después cada
6 h hasta las 24 h y finalmente cada 24 h hasta las 72 h. Cuando fue
necesario, para la determinacién de la ODgyo Se realizaron diluciones con
agua destilada para lograr lecturas dentro de un rango de absorbancia de
0.1a0.4.

6.3.12.2. Evaluacion del posible efecto genotdoxico de la
cafeina

Para probar el posible efecto genotoxico de la cafeina se evalud la
velocidad de crecimiento de la cepa parental y las cepas mutantes de
Y. lipolytica ante la presencia de cafeina y los resultados se compararon con

los obtenidos de -cultivos en presencia de H;O, (agente genotoxico
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conocido). Para el cultivo de cada cepa se prepararon 2 matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad que contenian 50 ml de medio YPD; a
uno se le afiadieron 500 pl de la solucién Stock de cafeina y al otro 14.2 ul de
H.O,; ambas cantidades eran suficientes para alcanzar una concentracion
5 mM de cada uno de los agentes. Los cultivos se mantuvieron en incubacion
(28 °C, 200 rpm) y su crecimiento se monitore6 mediante la determinacion de
la ODego bajo las condiciones descritas en el apartado anterior cada 4 h
durante las primeras 12 h y posteriormente a las 24, 36 y 48 h. Con los
resultados obtenidos se calcularon los tiempos de duplicacibn como se
describe en el apartado 6.12.4 y se realizd el andlisis estadistico (apartado
6.12.5).

6.3.12.3. Evaluacion del posible efecto antioxidante de la
cafeina

Para evaluar el posible efecto antioxidante de la cafeina, se probo a la
cafeina como agente condicionante de la respuesta celular de Y. lipolytica
ante el dafio ocasionado por el agente oxidante H,O, Basados en las
observaciones del crecimiento de las cepas de Y. lipolytica en condiciones
normales y con adicion de cafeina o H,O,, en estos experimentos solo se
incluyeron la cepa parental PO1A y la Arad52. Para cada cepa se dispusieron
6 matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 50 ml de medio YPD,
dos de ellos se adicionaron con cafeina (concentracion final 5 mM) otro con
H.O, (5 mM) y los tres restantes se dejaron Unicamente con medio YPD
(ver tabla 3). Los medios se inocularon a una OD inicial de 0.1 y se incubaron
a 28°C con agitacion orbital (200 rpm). Después de un tiempo de incubacion
de 12 h, de cada cultivo se tom6 una alicuota de 1 ml para la determinacién
de la ODggo; a este tiempo (12 h) a los cultivos de cada cepa sin tratamiento
(en medio YPD), se les adicion6é 500 pl de cafeina o 14.22 pl de H,O;
(cantidades necesarias para alcanzar una concentracion de 5 mM). De la
misma manera, a uno de los cultivos incubados Unicamente con cafeina se le

afadieron 14.22 pl de H,O, y se continué con las mismas condiciones de
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incubacion. Para el monitoreo del crecimiento de las cepas en las
condiciones mencionadas (después de la adicion del agente oxidante) se
determind la ODggo a diferentes tiempos, las primeras 12 h se midié cada 3 h

y posteriormente cada 12 h hasta las 72 h de incubacion.

Tabla 3. Tratamientos propuestos para evaluar el posible efecto
antioxidante de Y. lipolytica

Tratamiento posterior a

Pre-tratamiento . .
12 h de incubacion

YPD
YPD H20, [SmM]
PO1A YPD Cafeina [5mM]
Arad52 YPD + Cafeina [5mM] H,O, [5mM]
YPD + Cafeina [5SmM]
YPD + H,0, [5mM]

En otra serie de experimentos, se evalué en condiciones similares el
efecto antioxidante de la cafeina con un periodo de pre-incubacion de los
cultivos en presencia de cafeina solo por 3 h. En estos experimentos se
incluyeron las tres cepas de Y. lipolytica (PO1A, Aku80 y Arad52) y se agregd
un cultivo de cada cepa adicionado con la mezcla simultdnea de cafeina y

peréxido de hidrogeno desde el inicio del cultivo.

6.3.12.4. Determinacién de los tiempos de duplicacion celular

El tiempo de duplicacion de las células que crecen exponencialmente
en cultivo liquido es considerado como un fenotipo util para cuantificar la tasa
de crecimiento. Para calcular el tiempo de duplicacion de las cepas de
Y. lipolytica se consideraron las lecturas de ODgoo €n funcién del tiempo. Las
determinaciones de la ODggo Se realizaron tomando alicuotas de 1 ml a
diferentes tiempos post-inoculacién y post-tratamiento de cada cultivo segun

fue el caso, después, se hicieron las diluciones necesarias con agua
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destilada hasta obtener lecturas de 0.1 a 0.4 de absorbancia. La fase de
crecimiento exponencial se consideré en base al patrén de crecimiento de
Y. lipolytica incubada en condiciones normales (de 4 a 24 h). Para el célculo
de los tiempos de duplicacion se empled la siguiente formula (Young lab

University of Washington, 2004) :

g= [log10 (ODf / ODi)] / 0.3

td=t/g
Donde:
g= generaciones td= tiempo de duplicacion
log10= logaritmo base 10 t = tiempo de cultivo
ODf= ODgqo final ODi= ODgqq inicial

6.3.12.5. Procesamiento de datos

El anadlisis estadistico se realiz6 con el software SPSS V.17.0 (SPSS,
Inc. Chicago lllinois, EE. UU.). Para su normalizacién, los valores de
densidad Optica se convirtieron a logaritmo natural. Para determinar las
diferencias entre el crecimiento de las cepas de Y. lipolytica y las diferencias
entre los tratamientos con cafeina se utilizé el andlisis de varianza con las
pruebas HDS de Tukey y prueba t de Dunnet, o la prueba Games-Howell
para los datos que no presentaron homogeneidad, cuando se sometieron a la
prueba de Levene. Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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7. RESULTADOS

7.1.Caracterizacidon genotipica de las cepas de Yarrowia lipolytica

La caracterizacion genotipica de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 de
Y. lipolytica se realiz6 por medio de ensayos de PCR usando ADN gendémico
de cada una de las cepas y oligonucledtidos que permiten amplificar

fragmentos especificos de cada una de ellas.

Las cepas mutantes Aku80 y Arad52 fueron construidas por delecion de
los genes KU80 y RAD52 respectivamente, usando como gen marcador al
gen URAS3 (fig. 6).; por ello, para comprobar que las cepas estaban puras y
poder eliminar toda posibilidad de contaminacién entre ellas, para el analisis
genotipico se usaron primers disefiados sobre las secuencias de los genes
KU80, RAD52 y URAZ3, o en las regiones adyacentes a ellos. En los ensayos
de PCR se probaron diferentes combinaciones de oligonucle6tidos utilizando
una temperatura de alineamiento de 60°C, como se describe en material y
métodos. En la figura 7 se muestran los resultados de la genatipificacion; la
figura 7A presenta los resultados de PCR sobre el ADN gendmico de las
cepas PO1A y Aku80 con dos combinaciones de oligonucleétidos: en la
primera combinacion se usaron los primers KU-350 F+URA3 Int R, los cuales
corresponden a la regién de -350 pb localizado fuera del extremo 5” del gen
KU80 y a la zona interna del gen marcador (URA3). En la segunda
combinacion se usaron los primers Sonda KU80 F y Sonda KU80 R,
disefiados en la parte central del gen KU8O correspondiente a una pequefia
region especifica de 476 pb del gen. Con la primera combinacion de
oligonucleodtidos (carriles 1 y 2) se obtuvo una banda especifica de 1673 pb
para la cepa Aku80 ya que uno de los oligonucledtidos utilizados en la
reaccion corresponde al gen marcador (URA3) presente en el sitio de
delecién del gen en la cepa mutante. En la cepa parental, no hay producto de
amplificacion ya que no esta presente la secuencia del gen marcador. Por el

contrario cuando se usaron los oligonucledtidos sonda KU80 F y R, se
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observa como producto de la amplificacion una banda de aproximadamente
476 pb uUnicamente en el genoma de la cepa parental (carril 3), en la cepa
mutante (carrii 4) no hay amplificacibn ya que esta regiéon habia sido

eliminada y sustituida por el gen URAS3, para crear la mutante.

AN KUgo  —— NN
476 pb
— — — f—
Sonda Sonda
KUBOF KU8B0OR
o YO 5 WO
— - 1673pb . ----- —
KU-350F URA3IntR
B) % ‘RP‘O N ap®
N\/\i RADS2 _}/\/\/\
—
RAD-150F URA3IntR
g *° S
— - = — - 1M17pb - __ —
RAD-150F URA3IntR

Figura 6. Anédlisis genotipico de las cepas Aku80, Arad52 y PO1A de Y. lipolytica.
Representacion esquematica del locus de los genes KU80 (A) y RAD52 (B) en la cepa
parental (PO1A) y en las cepas mutantes donde los genes KU80 Y RAD52 han sido
sustituidos por el gen marcador URAS3. La ubicacién de los oligonucleétidos empleados para
el andlisis genotipico se indica con flechas.

Los resultados de la genotipificaciébn de la cepa mutante Arad52 se
muestran en la figura 7B, en ella se observa un fragmento de 1717 pb como
resultado de la amplificacion con los primers RAD-150 F y URA3 Int R. Estos
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oligonucledtidos corresponden, respectivamente, a la region -150 pb fuera
del extremo 5’ del gen RAD52 y a una zona interna del gen marcador (URA3)
por lo que cuando se us6 ADN gendmico de la cepa PO1lA, no hubo
amplificacion, ya que en el genoma de la cepa parental no esta presente la
secuencia del gen marcador URA3, blanco de hibridacion del oligonucleotido
URAS Int R.

KU-350 F Sonda KU80 F RAD-150 F
+ -+ +
A) URA3 IntR Sonda KU80 R B) URA3 IntR

PO1A

oN

o o
< & < = s
o 2 o 32 s
o I o3 3

Tamaio
pb

1500 »

Figura 7. Caracterizacion genotipica de las cepas Aku80, Arad52 de Y. lipolytica.
Electroforesis en geles de agarosa al 2.0% donde se muestran los productos de la
amplificacion por PCR, especificos para cada cepa. A) Analisis genotipico de la cepa Aku80;
con los oligonucledtidos KU-350 F y URA3 Int R se obtuvo un fragmento de 1673 pb cuando
se us6 el ADN de la cepa Aku80, con el ADN de la cepa PO1A no hubo amplificacion; con los
oligonucleodtidos sonda KU80 F y sonda KU80 R se obtuvo un fragmento de 476 pb sobre el
ADN de la cepa parental PO1A y no hubo producto amplificado cuando se us6 el ADN de la
cepa mutante. B) Analisis genotipico de la cepa Arad52; como resultado de la amplificacion
con los oligonucleotidos RAD-150 F y URA3 Int R sobre el ADN de la cepa mutante Arad52
se obtuvo un fragmento de 1717 pb mientras que con el ADN de la cepa parental PO1A no
hubo producto amplificado. En el lado izquierdo se indica en pb el tamafio del marcador de
talla molecular HyperLadder Il (Bioline).
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7.2.Evaluacion cualitativa

Después de corroborar la autenticidad de las cepas de estudio, el
siguiente paso fue realizar una evaluacion cualitativa del efecto de diferentes
concentraciones de cafeina y de peroxido de hidrogeno (H.O,) sobre el
crecimiento de las cepas de Y. lipolytica; por el método de dilucion en placa
se probaron diferentes concentraciones de cafeina y de H,O, adicionadas al
medio YPD. Para realizar las comparaciones entre cepas, la cepa PO1A se
consider6é como la cepa control y para la comparacion entre las diferentes
concentraciones de cafeina y H,O,, se consider6 como control la siembra en

placa con medio YPD sin la adicion de ningun agente.

7.2.1. Seleccion de las concentraciones de cafeina

Como primer ensayo, la siembra de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 se
realizé en placas adicionadas con concentraciones 1, 5y 10 mM de cafeina.
Las placas se incubaron en posicién invertida a 28°C, protegidas de la
exposicion a la luz con papel aluminio; cada 24 h se tom6 una fotografia de
cada una de las placas. Se observd que la concentracion 10 mM de cafeina
fue téxica para las tres cepas (datos no mostrados); con la concentracion
5 Mm se observo una disminucion del crecimiento de las tres cepas, en
especial para la cepa Arad52 y con la concentracion 1 mM de cafeina el
efecto de disminucion de crecimiento no es perceptible en ninguna de las
3 cepas, comparandolas con el crecimiento en la placa control (YPD sin
cafeina).

Posteriormente, se realizo un ensayo mas fino para seguir ajustando las
concentraciones incluyendo 0.2, 0.5 y 2.0 mM de cafeina, ademas de las tres
concentraciones 1.0, 5.0 y 10 mM, ya probadas en el primer experimento
(fig. 8A). Como resultado se pudo observar que a las 48 h de incubacién, con
las concentraciones 0.2, 0.5 y 1.0 no hay un efecto perceptible sobre el
crecimiento de las cepas; mientras que con 2 mM de cafeina se vio afectado

el crecimiento de las 3 cepas, principalmente el crecimiento de la cepa
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Arad52. Sin embargo, a las 72 h de incubacion se observa la recuperacion
del crecimiento de las cepas PO1A y Aku80, en menor grado para la cepa
mutante rad52. Con las concentraciones 5y 10 mM de cafeina se observo el
mismo efecto descrito en el primer ensayo. Tratando de ajustar aun mas el
rango de las concentraciones de cafeina, se llevd a cabo un tercer ensayo en
el que se probaron las concentraciones 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 25 y 3.0 mM
(fig. 8B). En este ultimo ensayo se observdé que a las concentraciones
2.0, 25 y 3.0 mM de cafeina el crecimiento de las cepas comienza a
disminuir, especialmente el de la cepa Arad52, pues aunque en todas las
concentraciones probadas se ve una recuperacion del crecimiento de las
cepas a partir de las 48 h de incubacion, sobre la cepa Arad52 esta

recuperacion sucede de manera mas lenta.
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Figura 8. Efecto de la cafeina sobre el crecimiento de Y. lipolytica. Se analizo el
crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 sembradas en placas de medio YPD agar
adicionadas con distintas concentraciones de cafeina incubadas a 28°C protegidas de la
exposicién a la luz. La captura de imagen de las placas se realizé cada 24 h. A) Segundo
ensayo a concentraciones 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10 mM de cafeina. B) Ensayo con
concentraciones entre 0.5y 3.0 mM de cafeina con incrementos de 0.5 mM.
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Como resultado de estos experimentos se observo que el efecto mas
marcado en la inhibicidn del crecimiento en las tres cepas se obtuvo con las
concentraciones 3.0 y 5.0 mM de cafeina, siendo mayor el efecto con la
concentracion de 5.0 mM, por lo que se tomoé la decision de utilizar esta

concentracion para los ensayos cuantitativos posteriores.

7.2.2. Seleccion de las concentraciones de peroxido de hidrégeno

El ajuste de las concentraciones de peroxido de hidrogeno también se
realiz6 a través del analisis cualitativo por el método dilucion en placa. En un
ensayo preliminar se incluyeron las concentraciones 1.0, 3.0, 5.0 y 10 mM de
H.O- (fig. 9A). Se observé que la concentracion 10 mM de H,0, fue letal para
las tres cepas ya que no se observo crecimiento de ninguna de ellas aun
después de incubar las placas con los cultivos por mas de 72 h; también se
observo que las concentraciones 3.0 y 5.0 mM provocaron un retraso en el
crecimiento de todas las cepas, por lo que para el segundo ensayo se

incluyeron concentraciones dentro de ese rango.

En el segundo ensayo, usando incrementos de 0.5 mM entre las
concentraciones 3.0 y 5.0 mM de H,O, se observa que el crecimiento de las
tres cepas a concentraciones 3.0, 3.5 y 4.0 mM de H,O, se comporté de
manera similar a la placa control con YPD sin H,O; (fig. 9B), mientras que a
las concentraciones 4.5 y 5.0 mM se observa, a las 48 y 72 h, una
disminucion del crecimiento de la cepa Arad52. Para los andlisis en la fase

cuantitativa se decidi6 usar la concentracion 5 mM de H->0..

La evaluacion cualitativa muestra que hay un efecto inhibitorio del
crecimiento de Y. lipolytica tanto de la cafeina como del agente donador de
radicales OH’; este efecto inhibitorio es dependiente de la dosis y se observa

que es mayor en la cepa mutante rad52.
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Figura 9. Efecto de distintas concentraciones del agente oxidante (H,O,) sobre el
crecimiento de Y. lipolytica. Monitoreo del crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52
incubadas a 28°C en medio YPD agar adicionado con diferentes concentraciones de H,O,.
La captura de imagen de las placas se realiz6 cada 24 h: A) ensayo preliminar con
concentraciones 1.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 10 mM de H,0,. B) segundo ensayo con rangos
de concentraciones mas estrechos.

7.3.Evaluacién cuantitativa

En el analisis cuantitativo se realizaron curvas de crecimiento de las
cepas de Y. lipolytica para determinar sus tiempos de duplicacion y comparar
la velocidad del crecimiento entre ellas y entre los distintos tratamientos
probados como se describe en los siguientes apartados.

7.3.1. Patrén de crecimiento de Y. lipolytica

Para observar el comportamiento del crecimiento de las cepas PO1A,
Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica, éstas se incubaron en medio YPD liquido a
28°C con agitacion a 200 rpm durante 48 h; el monitoreo del crecimiento se
realiz6 tomando la lectura de la ODggo cada 2 h durante las primeras 12 h,
cada 6 h hasta las 24 h y finalmente cada 24 h hasta las 48 h.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de las cepas P01A, Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica.
Las tres cepas muestran un comportamiento similar cuando son incubadas en YPD (28°C,
200 rpm) durante 48 h. Solo se observa un tiempo de duplicacion menor (226 min) para la
cepa parental PO1A con respecto a las cepas mutantes Aku80 y Arad52 con tiempos de
duplicacién de 240 y 241 min, respectivamente. Los datos son expresados como logaritmo
de la ODggg del promedio de tres experimentos independientes. El nombre de las fases de
crecimiento celular se muestra en la parte superior de la grafica.

En la figura 10 se observa que el patron de crecimiento de las tres
cepas de Y. lipolytica es similar aunque como puede apreciarse, el
crecimiento de las cepas mutantes fue méas lento que el de la cepa parental.
En la grafica se sefalan tres fases de crecimiento celular: la fase de
acondicionamiento o fase lag, la cual comprende de la hora cero hasta la
hora 4; la fase de crecimiento exponencial o fase log con una duracién de
20 h (de las 4 a las 24 h) y la fase estacionaria de las 24 h hasta las 48 h de
incubacion. Después de identificar estas fases, se calcularon los tiempos de
duplicacion de las cepas a partir de los datos de densidad Optica
determinados al inicio y al final de la fase log (4 y 24 h); estos tiempos de
duplicacién se compararon y se encontré que el tiempo de duplicacién de la
cepa POl1A fue de 226 min y que las cepas mutantes tuvieron un ligero

retraso en su crecimiento con respecto a ella pues el tiempo de duplicacion
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de la cepa Aku80 fue de 240 min y el de la cepa Arad52 fue de 241 min, sin
embargo, el andlisis estadistico aplicando la prueba t de Dunnett y HDS de

Tukey, mostr6 que estas diferencias no son significativas.

7.3.2. Efecto genotodxico de la cafeina

Para evaluar el posible efecto genotoxico de la cafeina se considero el
efecto de este agente sobre la disminucién del crecimiento de las cepas
mutantes (deficientes en los mecanismos de reparacion del ADN) de
Y. lipolytica, en relacion al efecto que la cafeina puede ejercer sobre el
crecimiento de la cepa parental (cuyos mecanismos de reparacion del ADN
estan intactos). De la misma manera, se comparoé el efecto de la cafeina con
el provocado por el agente oxidante H,O,, cuya funcibn como donador de

radicales es ampliamente conocida.

La concentracién utilizada tanto de cafeina como de peroxido fue 5 mM,
la cual se establecid a partir de los andlisis cualitativos previos. Los cultivos
de las cepas en cada tratamiento se monitorearon por medio de la lectura de
la ODggp cada 4 h durante las primeras 12 h y posteriormente a las 24, 36 y
48 h. Los resultados obtenidos se graficaron agrupando por tratamiento y por

cepa (fig. 11).

El patron de la curva de crecimiento de las 3 cepas fue similar cuando
éstas se cultivaron en medio YPD y no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento. Sin embargo, en la fase lag hay una ligera
disminucién en el crecimiento de las cepas mutantes Arad52 y Aku80, con
respecto a la cepa parental PO1A (fig. 11A). Cuando las cepas se sometieron
al efecto de la cafeina, el crecimiento de las cepas Aku80 Y PO1A fue similar
y solo se observa una disminucion del crecimiento de la cepa Arad52. Por
otra parte, cuando los cultivos se sometieron al efecto del agente productor

de radicales OH’ (H,0,) se ralentiz6 el crecimiento de las 3 cepas mutantes,
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observandose un efecto mas notorio en la disminucién del crecimiento de las
cepas mutantes que tienen disminuida la capacidad de reparacion del ADN.
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Figura 11. Efecto de la cafeina y peroxido de hidrogeno sobre el crecimiento de
Y. lipolytica. Las cepas fueron incubadas en medio YPD adicionado con cafeina [5 mM] y
H,O, [5 mM] de manera independiente. EI monitoreo del crecimiento de las cepas se realizd
por la determinacion de la ODgg cada 4 h durante las primeras 12 h y posteriormente a las
24, 36 y 48 h. Los datos de densidad Optica son expresados en escala logaritmica base 10.
A) Comparacion del crecimiento entre las cepas incubadas en medio YPD (control), con
adicién de cafeina [5 mM] y peroxido de hidrégeno [5 mM]. B) Comportamiento del
crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 en respuesta a los tratamientos probados.
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Cuando los datos se agruparon por cepa (fig. 11B) se observé que al
incubar con cafeina y H,O, de manera independiente, el crecimiento de las
tres cepas de Y. lipolytica disminuye desde las primeras horas de incubacion,
es decir, de las 4 a las 12 h. A pesar de esto, la adaptacion a la presencia de
cafeina o peréxido de hidrogeno se manifiesta de manera distinta para cada
cepa. Las cepas PO1A y Aku80 se recuperan del dafio causado por la
cafeina y H,O, de tal manera que a las 36 h de incubacién su crecimiento es
similar al de los cultivos en medio YPD (sin la adicion de ningun agente), lo
cual coincide con lo observado en los ensayos preliminares en placa. Sin
embargo, al comparar el efecto que generan ambos agentes sobre el
crecimiento de cada cepa es posible observar que la cepa PO1lA parece
recuperarse de manera mas rapida del dafio por H,O, que del generado por
cafeina (24 h). Por otra parte, aunque hay una disminucién del crecimiento
de las 3 cepas cuando los cultivos se realizaron en presencia de la cafeina o
del H,0,, el efecto fue méas notorio en la cepa Arad52 ya que aun después de

48 h de incubacion no se observa la recuperacion en su crecimiento.

Dado que las diferencias observadas entre el crecimiento de los cultivos
con cafeina y H,O, se presentan desde las primeras horas (2 a 12 h)
(fig. 11B), se compararon los datos de la ODgg Obtenidos a las 12 h de
cultivo que corresponde justo a la parte media de la fase de crecimiento
exponencial (fig. 12). El andlisis de estos datos mostré que hay diferencia
significativa (p < 0.05) entre el crecimiento de la cepa PO1A en medio YPD y
los cultivos adicionados con los agentes de estudio; el mis efecto se observo
con las mutantes Aku80 y Arad52. Para la cepa Aku80 se encontré que hay
diferencia significativa entre el efecto causado por cafeina y el causado por
H,O,, siendo el perdxido de hidrogeno el que caus6 mayor disminucion del
crecimiento. Para la cepa Arad52 se encontré diferencia entre el crecimiento
del cultivo control (YPD) y el adicionado con H,O; y no se encontré diferencia
significativa entre los tratamientos con perdxido y cafeina. Estos resultados
sugieren que en este modelo experimental la cafeina generé un efecto

dafino similar al del H,O, (agente genotoxico conocido) y que este efecto fue
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mayor sobre la cepa carente del gen RAD52, implicado en el proceso de
reparacion del ADN por recombinacién homaloga.
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3 YPD
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B8 H.0;
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Figura 12. Crecimiento de Y. lipolytica a 12 h de incubacién con cafeina y peréxido de
hidrégeno. La comparacion del crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 después de
12 h de incubacién (mitad de la fase log) en presencia de 5 mM de cafeina y de H,0,
muestra el efecto inhibitorio de estos agentes sobre las 3 cepas, con mayor énfasis en la
cepa mutante rad52. Se comparoé el crecimiento de las tres cepas en los diferentes medios;
2 b ¢ indican las diferencias encontradas en el analisis de varianza:  YPD vs cafeina
(PO1A, p= 0.032), (Aku80, p= 0.008); ® YPD vs H,0, (PO1A, p= 0.029), (Aku80, p= 0.018),
(Arad52, p= 0.014); ¢ cafeina vs H,0, (Aku80, p= 0.044).

Para determinar de manera cuantitativa el efecto que la cafeina tiene
sobre el crecimiento de las cepas de Y. lipolytica, se calcularon los tiempos
de duplicacion de cada cepa cuando éstas se sometieron al efecto de los
agentes probados en los diferentes tratamientos. Los resultados que se
presentan en la tabla 4 (y en la figura 13) muestran que para la cepa PO1A el
tiempo de duplicacion aumento en presencia de cafeina (de 188 a 202 min) y
disminuyo en presencia de H,O, (de 188 a 170 min). Este ultimo fendmeno
se puede corroborar al observar el comportamiento de la curva de

crecimiento de la cepa PO1A (fig. 11B); se puede ver que por efecto del
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perdxido, el crecimiento de la cepa PO1A presenta un retraso en las primeras
horas (0-12 h) del cultivo y después de este tiempo, hay una répida
recuperacion del crecimiento hasta que a las 24 h, los valores de ODgg
obtenidos son similares a los correspondientes al cultivo de PO1A en medio
YPD sin agentes adicionados, mientras que, del efecto causado por la
cafeina, las células de la cepa PO1A muestran una recuperacion hasta
después de las 48 h; sin embargo, a pesar de estas observaciones, las
diferencias entre los tiempos de duplicacion de la cepa PO1A no fueron

significativas segun el analisis estadistico.

En la tabla 4 se puede ver también que la cepa Aku80 cultivada en
presencia de cafeina present6 tiempos de duplicacion mas cortos (185 min)
que los cultivos en medio YPD sin adiciones (200 min), mientras que cuando
se cultivo en presencia de H,O; los tiempos de duplicacion fueron superiores
(206 min) al cultivo control, sin que estas diferencias fuesen estadisticamente
significativas. Este resultado, aunado a lo mostrado en la figura 11B, indica
que tanto la cafeina como el per6xido causan un retraso en el crecimiento de
la cepa mutante ku80 solo que la recuperacion del dafio causado por la
cafeina es mas rapida (24 h) que la recuperacion del dafio causado por el
H,O, (36-40 h).

Tabla 4. Tiempos de duplicacion de Y. lipolytica en
presencia de cafeinay peréxido de hidréogeno

Tiempo de duplicacion (min)

Cepa
YPD Cafeina H.0;
PO1A 188 + 15 202 + 28 170+ 12
Aku80 200 + 18 185+ 13 206 + 28
Arad52 183+ 10 234 + 59 248 + 36*

Los datos se expresan como media = de la desviacién estandar de los tiempos
de duplicacién en minutos calculados a partir de los datos de la ODgyo Obtenidos
a las 4 y 24 h de incubacion de tres experimentos independientes. Andlisis de
varianza con la prueba HSD de Tukey: * indica diferencia significativa (p= 0.032)
entre las cepas PO1A y Arad52 en presencia de perdxido de hidrégeno.
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Para la cepa Arad52 hubo un incremento en los tiempos de duplicaciéon
en presencia de ambos agentes. Cuando se incub6 en presencia de cafeina
el tiempo de duplicacion fue de 234 min y cuando se incubo en presencia de
H.O, el tiempo de duplicacién fue ligeramente mayor (248 min) mientras que
el tiempo de duplicacion del grupo control (cultivos en YPD sin adiciones) fue
de 183 min estas diferencias no son estadisticamente significativas.

De la misma manera que la cepa parental y la cepa Aku80, en la
mutante rad52 tanto la cafeina como el peréxido causan un retraso en del
crecimiento, sin embargo, se observa que a diferencia de las anteriores, esta
ltima cepa no es capaz de recuperarse del dafio ocasionado por la cafeina,
ni del dafio ocasionado por el agente donador de radicales libres.

El analisis comparativo de los tiempos de duplicacion entre las
diferentes cepas de Y. lipolytica, muestra que la disminucion de la velocidad
de crecimiento de la cepa Arad52 fue significativa (p < 0.05) con respecto a la

cepa parental PO1A en presencia de H,0, (tabla 4).
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Figura 13. Efecto de la cafeina y peroxido de hidrégeno sobre el tiempo de duplicacion
de Y. lipolytica. Se probaron las concentraciones 5 mM de cafeina y peréxido de manera
independiente. Los tiempos de duplicacion se determinaron a partir de los datos de la ODggg
obtenidos a las 4 y 24 h de incubacion. El andlisis de varianza con las pruebas HDS de
Tukey mostré una diferencia significativa (p= 0.032) entre los tiempos de duplicacién de las
cepas PO1A y Arad52, cultivadas en presencia de H,0,.
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7.3.3. La cafeina como posible agente antioxidante

Para evaluar el posible efecto protector de la cafeina, se probd si la
respuesta celular a cafeina favorecia la respuesta de defensa contra el dafio
generado por el H,O,. Se prob6 un modelo de acondicionamiento celular que
consistié en incubar por 12 h (tiempo considerado la mitad de la fase de
crecimiento exponencial) a las cepas PO1A y Arad52 de Y. lipolytica en
medio YPD adicionado con cafeina y someterlas posteriormente al efecto del
H,O, adicionado al medio de cultivo. La decision de incluir inicamente a las
cepas PO1A y Arad52 en esta fase del trabajo se tomd en base a las

diferencias entre estas cepas encontradas en las evaluaciones previas.

En la figura 14 se puede observar que tanto la cepa PO1A como la cepa
Arad52 tuvieron un crecimiento menor cuando se incubaron con cafeina,
comparados con el crecimiento de los cultivos en medio YPD sin adiciones.
También se observa que el comportamiento del patron de crecimiento de los
cultivos en presencia de cafeina con el crecimiento observado en los cultivos
pre tratados (12 h) con cafeina y posterior adicion de H,O, fue similar en
ambas cepas. En la grafica correspondiente a la cepa Arad52 (fig. 14) es
posible observar una ligera disminucion del crecimiento cuanto se adiciona el
H.O,, sin embargo esta disminucién del crecimiento no es significativa y el
patron de crecimiento es similar al de la cepa incubada Unicamente con

cafeina a lo largo de toda la curva.

Es interesante notar que aunque el comportamiento de los cultivos con
cafeina con y sin adicion de H,O, es similar en ambas cepas, el crecimiento
de la cepa PO1A en ambas condiciones se recupera entre las 24 y las 36 h
de incubacion alcanzando valores similares al cultivo control, mientras que
en la cepa mutante, aun después de incubar los cultivos por periodos largos
(hasta 72 h, datos no mostrados) no se observa una completa recuperacion
del dafio ocasionado por los agentes, a juzgar por la disminucion del

crecimiento de esta cepa.
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Figura 14. Respuesta de Y. lipolytica al dafio oxidativo después del pre-tratamiento
con cafeina durante 12 h. Las cepas PO1A y Arad52 se incubaron a 28°C durante 12 h, con
agitacion (200 rpm), en medio YPD adicionado con 5 mM de cafeina; posteriormente se
adicion6é al medio H,O, 5 mM] (tiempo sefialado con linea punteada) y se continué con la
incubacion. El monitoreo el crecimiento de las cepas se realizd por determinacion de la
ODego- Los datos graficados corresponden al promedio de dos ensayos independientes y son
expresados como logaritmo escala 10.

Considerando que el pre-tratamiento con cafeina durante 12 h supone
que las células han alcanzado etapas de crecimiento y diferenciacion
avanzadas (parte media de la fase log), y que por lo tanto la gran mayoria de
estas células ya no serian susceptibles al efecto del H,O,, se decidio realizar
una serie de experimentos adicionando a los cultivos el agente oxidante
(H20,) después de una incubaciéon con cafeina menos prolongada (3 h), con

la finalidad de probar si la adicion de cafeina dentro del tiempo de la fase de
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acondicionamiento celular es capaz de mejorar la resistencia al efecto del
H,O,. En estos experimentos se incluyd la mezcla de cafeina y H,O, desde
el inicio del experimento como un control para determinar comparativamente
si la mezcla simultanea de cafeina y H,O, en el medio favorecia el
crecimiento de las cepas, suponiendo una disminucion de los radicales libres

OH’ por efecto de la cafeina.

En estos experimentos, las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica
fueron incubadas durante 3 h en medio YPD adicionado con una
concentracion 5 mM de cafeina; después de este tiempo de incubacion, a
los matraces con los cultivos se agrego la cantidad necesaria de H,O, hasta
alcanzar una concentracion de 5 mM. Para los otros cultivos, las mismas
cepas se incubaron en medio YPD adicionado con 5 mM de cafeinay 5 mM
de H,0,. Como controles se incluyeron cultivos en medio YPD y cultivos en

YPD+cafeina.

En la figura 15 se observa que la adicion de H,O, posterior a la
incubacion durante 3 h con cafeina caus6 una disminucion del crecimiento de
las tres cepas en comparacion al cultivo control (medio YPD). Es interesante
notar que bajo este tratamiento la cepa parental PO1A presenta un patrén de
crecimiento similar al del cultivo en medio adicionado solo con cafeina,
mientras que el crecimiento de las cepas mutantes Aku80 y Arad52 es menor
al del cultivo en presencia de cafeina siendo estos valores aun menores en la
cepa Arad52. Ademas, los cultivos de las cepas PO1A y Aku80 en todos los
tratamientos presentan una recuperaciéon del crecimiento alcanzando valores
similares a los controles después de 48 h de incubacion, mientras que en la
cepa Arad52, a este tiempo de incubacion, no se observa recuperacion del
crecimiento y las diferencias entre los tratamientos son mayores. Estos
resultados sugieren que la cafeina y el peréxido tienen un efecto aditivo
inhibitorio del crecimiento de Y. lipolytica, y que este efecto es mayor sobre la
cepa mutante rad52, deficiente en el mecanismo de reparacion del ADN por

recombinacién homadloga.
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Figura 15. Cafeina como posible agente antagonico del dafio oxidativo en Y. lipolytica.
Andlisis comparativo del efecto de la pre-incubacién con cafeina (3 h) antes de la adicién
H,O, sobre el crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52. Se incluyen también datos
del patrén de crecimiento de las cepas cultivadas en medio YPD+H,0O, a una concentracién
5 Mm de cada uno de ellos. El monitoreo del crecimiento se realizé a través de la lectura de
la ODggo @ las 3, 24, 36 y 48 h de incubacion. Los datos corresponden a un solo ensayo y son
expresados en escala logaritmica base 10. La linea punteada indica le tiempo en el cual fue
adicionado el agente oxidante.
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Adicionalmente, para comparar el grado de afectacion de cada cepa en
respuesta a estos tratamientos, se calculo el valor de la OD de los cultivos a
las 12 h de incubacién en presencia de H,O, (parte media de la fase de
crecimiento exponencial) en la muestra pre tratada (3 h) con cafeina y se
compararon con el resto de los tratamientos (fig.15). Con los datos obtenidos
se estimd el porcentaje de disminucion del crecimiento de las cepas
considerando como controles (100%) los cultivos incubados Unicamente en
medio YPD. Los porcentajes de disminucién de crecimiento de las cepas se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Disminucion porcentual del crecimiento de las cepas
de Y. lipolytica sometidas a diferentes tratamientos con
cafeina o peroxido de hidrégeno.

Tratamientos

Cepa ) Cafeina (3 h) Cafeina
YPD Cafeina H,0O,
+ H,0» + H20,
PO1A -—-- 53% 31% 68% 92%
Aku80 -——- 48% 66% 83% 93%
Arad52 82% 78% 91% 95%

El porcentaje de disminucién de crecimiento se determind con los valores de la ODggg
calculados a las 15 h de incubaciéon de las cepas (12 h posteriores de la adicién del agente
oxidante). ---- valor control; considerado como el 100% del crecimiento en YPD para cada
cepa.

Cuando se compararon los porcentajes de disminucion del crecimiento
de las cepas, se observo que la cafeina afecta el crecimiento de las tres
cepas de Y. lipolytica disminuyendo en un 53% el crecimiento de la cepa
PO1A, en un 48% el de la cepa Aku80 y en un 82% el de la cepa Arad52.
Cuando las cepas fueron pre incubadas con cafeina por 3 h, la disminucién
del crecimiento tuvo un comportamiento similar al descrito para la cafeina,

siendo la cepa Arad52 la mas afectada con una disminucion del 91% de su
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crecimiento (ver tabla 5). La mezcla cafeina-H,O, fue el tratamiento que
presentd un efecto mas homogéneo inhibitorio del crecimiento, generando
una disminucion del 92, 93 Y 95% para las cepas PO1A, Aku80 y Arad52,
respectivamente. Sin embargo, como ya se describié antes, las cepas PO1A
y Aku80 muestran una mayor recuperacion del crecimiento a tiempos de

incubacion mas prolongados (fig. 15).

E3 YPD
15+ E3 Cafeina
BE} Cafeina (3 h) + H,05
[ Cafeina + HyO5

104

ODgqo

PO1A Aku80 Arad52

Figura 16. Disminucion del crecimiento de las cepas de Y. lipolytica en presencia de
cafeina como agente antioxidante. Se muestra la comparacién del crecimiento de las
cepas PO1A, Aku80 y Arad52 ante la presencia de cafeina, la adicién de H,O, posterior a una
incubacion con cafeina por 3 h y la mezcla cafeina-H,O,. La concentracion utilizada de los
agentes de estudio fue 5 mM. Los datos de la ODgy comparados corresponden los
calculados para la hora 15 de incubacion de un solo ensayo.
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8. DISCUSION

La cafeina es un compuesto ampliamente consumido en el mundo a
través de alimentos como el chocolate, el café, el té, bebidas gaseosas y
algunas medicinas (Ogawa & Ueki, 2007). Se ha evidenciado que en el
humano la cafeina participa en la inhibicion del suefio mejorando la
capacidad de atencion y alerta. En términos generales la cafeina es asociada
con algunos beneficios a la salud como la disminucion de los sintomas de la
enfermedad de Parkinson, la reduccion de peso y el riesgo a padecer
diabetes mellitus. Por otra parte, también existen evidencias del efecto
toxico/nocivo de la cafeina, aunque se ha estipulado que la cantidad de
cafeina necesaria para generar un efecto nocivo al organismo puede variar
entre individuos (Higdon & Frei, 2006) y que las sobredosis agudas llegan a
causar taquicardia, diuresis, hipertension y otras alteraciones en el
metabolismo (Reissig, Strain, & Griffiths, 2009). Sin embargo, a nivel celular
existe polémica en cuanto a los efectos generados por cafeina, en algunos
estudios han propuesto que la cafeina puede ejercer un efecto antioxidante
protegiendo del dafio ocasionado por especies reactivas de oxigeno mientras

que otros estudios afirman que la cafeina ocasiona un efecto genotoxico.

Las levaduras se han convertido en un excelente modelo de estudio
celular debido a las similitudes que se han encontrado entre su ADN y el del
ser humano, ademas, su manipulacién es facil y segura. En las ultimas dos
décadas Y. lipolytica ha sido establecida como modelo de estudio para el
analisis de multiples procesos celulares como el estrés oxidativo, asi como
para la produccion de acidos organicos y proteinas heterdlogas (Farrugia, &
Balzan, 2012; Kretzschmar, Otto, Holz, Werner, Hubner, & Barth, 2013).

La asociaciéon de algunos compuestos encontrados en los alimentos
con el dafio oxidativo del ADN y sus sistemas de reparacién ha sido
ampliamente investigada. Se ha descrito que algunos compuestos
provenientes de la dieta inducen la generacion de lesiones en el ADN que

son reparadas de diversas maneras (Takeshi, & Kazuyoshi, 2011). Estas
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lesiones pueden contribuir a la aparicion de enfermedades como el cancer y

la diabetes.

Este trabajo se realiz6 para evaluar los efectos genotoxico o
antioxidante que de manera controversial le han sido atribuidos a la cafeina.
Como modelo de estudio se usaron tres cepas del hongo dimorfico
Yarrowia lipolytica, la cepa parental PO1A y dos cepas mutantes deficientes
en genes implicados en los mecanismos de reparacion del ADN, KU80 y
RAD52.

La utilizacién de Y. lipolytica como modelo experimental se eligié debido
al costo beneficio que tiene, pues ademas de que su manipulacién es
sencilla, lograr niveles experimentales de cafeina en humanos podria ser
muy dificil sin causar efectos adversos. Se considerd incluir a las cepas
mutantes Aku80 y Arad52 ya que al no poder corregir adecuadamente los
posibles dafos ocasionados a la doble cadena de ADN, el crecimiento de

estas cepas resultaria més afectado que el crecimiento de la cepa parental.

En la primera parte del trabajo se realizé el analisis genotipico de las
cepas PO1A, Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica para comprobar que se
contaba con cepas puras para la realizacion de los experimentos. El analisis
por PCR permiti6 asegurar la autenticidad de las cepas utilizando
oligonucledtidos para la amplificacién de fragmentos de ADN especificos de

cada cepa.

Como punto de referencia del dafio genotdxico se incluyé un agente quimico
de accion dafina conocida, se decidio utilizar el peréxido de hidrégeno
(H.0,) debido a que es un agente donador de radicales OH" altamente
nocivo para moléculas como el ADN, proteinas y lipidos (Esterbauer, Schaur,
& Zollner, 1991). Ademas el H,O, ha sido utilizado por excelencia en
estudios de respuesta al dafio oxidativo en células de mamiferos, bacterias y
levaduras (Lopes, Mota, & Belo, 2013; Marinho, Real, Cyrne, Soares, &
Antunes, 2014).
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Para determinar el efecto de la cafeina sobre Y. lipolytica, en la primera
fase se determinaron de manera cualitativa (por el método de dilucién en
placa) las concentraciones de cafeina y H,O, que pudiesen mostrar un efecto
inhibitorio del crecimiento de las cepas PO1A, Aku80 y Arad52. Se encontrd
que la concentraciéon 10 mM de cafeina inhibio el crecimiento de las 3 cepas
aun después de tiempos de incubacién prolongados. Efectos similares fueron
obtenidos por Calvo y colaboradores (2009) quienes utilizando el mismo
método, encontraron que la concentracion 10 mM de cafeina disminuy¢ el
crecimiento de la levadura S. pombe y que la concentracion 15 mM de
cafeina resultd téxica después de 72 h de incubacion. En otro tipo de
ensayos utilizando células linfoblasticas humanas se mostré que la cafeina
(10 mM) es capaz de inhibir enzimas (ATM/ATR) que participan en la
deteccion de dafios al ADN causados por factores oxidantes (Block et al.,
2004).

Cuando se probaron concentraciones menores (0.2 a 3.0 mM) de
cafeina, se observd que éstas no generaron un dafio perceptible sobre el
crecimiento de ninguna de las cepas, mientras que a concentracion 5 mM de
cafeina si se observé inhibicion del crecimiento de todas las cepas. En un
trabajo de Deplanque y colaboradores (2004), se reportdé que en células de
carcinoma de tiroides modificadas en las cascadas de sefalizacion
apoptoéticas que fueron tratadas de 1 a 4 h con 2 mM de cafeina y sometidas
a una posterior exposicion al agente quimioterapéutico ciplastino y a
radiaciones UV, la cafeina potencio la inhibicién de la proliferacién celular,
especialmente cuando las células fueron sometidas al efecto de radiaciones
uVv.

El peroxido de hidrégeno (H.O,) se ha considerado como agente
oxidante donador de radicales OH" causante de estrés oxidativo y dafio al
ADN. Debido a que se ha reportado que las levaduras tienen diferente
sensibilidad al H,O, (Lopes et al., 2013) era importante probar el efecto de

distintas concentraciones que ocasionaran un dafio perceptible sobre sobre
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el crecimiento de Y. lipolytica. Utilizando el mismo método cualitativo se
determind que la concentracion 10 mM de H,O; fue letal para todas las
cepas ya que no se observo recuperacion en su crecimiento aun después de
incubacion por periodos mayores a 72 h. Cuando las placas se adicionaron
con concentraciones de 1.0 a 4.5 mM de H,O, no se presenté un efecto
perceptible de la inhibicion del crecimiento en ninguna de las cepas. En
estudios realizados utilizando la levadura S. pombe, Calvo y colaboradores
(2009) encontraron que las concentraciones 1y 2 mM de H,O, no tuvieron
efecto sobre la disminucion del crecimiento de S. pombe. En el presente
estudio, se determin6 que la concentracion 5 mM de H,O, causé inhibicién

del crecimiento de las tres cepas.

Desde los resultados de esta fase cualitativa se observo que el mayor
efecto inhibitorio del crecimiento de estos agentes se presentd sobre la cepa
Arad52. Es posible que las células de la mutante Arad52 haya presentado un
menor crecimiento ante la exposicién a cafeina y a H,O, debido a que esta
cepa carece del gen RAD52 el cual cumple una funcién primordial en el
proceso de reparacion del ADN por en el mecanismo de recombinacion de
secuencias homélogas (HR); esta observacion se discutira mas adelante.

Una vez determinadas las concentraciones de cada uno de los agentes
(5 Mm de cafeina y de H,0,) capaces de ocasionar un posible dafio a las
células (juzgado por la inhibicion de su capacidad de crecimiento), el
siguiente paso fue evaluar de manera cuantitativa el efecto de estos agentes.
El primer ensayo consistio en realizar curvas de crecimiento de las cepas
PO1A, Aku80 y Arad52 para identificar las diferentes fases de la curva de
crecimiento de Y. lipolytica en condiciones normales, es decir, sin la adicién
de ningun agente quimico al medio de cultivo YPD. El crecimiento de las
cepas mutantes presentd un leve retraso en comparacion con la cepa
parental PO1A, este resultado es acorde a lo reportado por otros autores que
han descrito que en Y. lipolytica la delecién de los genes KU80 y RAD52
per se retrasa su crecimiento (Verbeke et al., 2013; Campos-Gongora et al.,
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2013). Este fenotipo de crecimiento lento ya ha sido observado también
sobre otras cepas mutantes carentes del gen RAD52 en levaduras como
Candida albicans y S. cerevisiae (Ciudad et al., 2004; Andaluz, Ciudad,
Gbomez-Raja, Calderone, & Larriba, 2006).

En la primera etapa del analisis cuantitativo se evalué el posible efecto
genotoxico de la cafeina comparando los tiempos de duplicacién de los
cultivos de las 3 cepas de Y. lipolytica adicionados con cafeina con los
tiempos de duplicacién de los cultivos adicionados con H,O,. Bajo el efecto
de ambos agentes, las tres cepas disminuyeron su velocidad de crecimiento
con respecto a los cultivos control (en medio YPD), sin embargo se observo
que al final de la fase de crecimiento exponencial, tanto la cepa parental
PO1A como la cepa Aku80 presentaron una recuperacion de crecimiento
hasta alcanzar valores similares a los controles (ver fig. 7), mientras que la
cepa Arad52 no se recuperd del efecto de estos agentes aln después de
periodos de incubacion mayores a 48 h. Es posible que este fenbmeno se
deba a que la cepa PO1A tiene integros sus mecanismos de reparacion del
ADN lo cual le permite reparar el dafio ocasionado tanto por la cafeina como
por el H,O,. En otros estudios se ha demostrado que comparada con
levaduras como S. cerevisiae, Y. lipolytica tiene mayor resistencia al efecto
de H,O, (Jamieson, 1998) y que este compuesto es capaz de despertar una
respuesta de defensa celular incrementando la sintesis de enzimas
antioxidantes (superéxido dismutasa, glutation reductasa y catalasas); en
Y. lipolytica esta respuesta es mayor que la observada en la levadura

Pichia pastoris (Lopes et al., 2013).

Cuando se comparoé el crecimiento de las cepas, despuées de 12 h de
incubacion (parte media de la fase de crecimiento exponencial), se encontrd
una disminucion significativa del crecimiento de las tres cepas cultivadas en
presencia de cafeina y H,O,. La cepa Aku80 resultd mas afectada por H,0O,
gue por cafeina, mientras que para la cepa Arad52 no se encontrd diferencia

entre el efecto que sobre el crecimiento tienen tanto la cafeina como el H,0,.
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Estos resultados son apoyados por el analisis comparativo de los tiempos de
duplicacion calculados para cada una de las cepas. En presencia de cafeina
y H2O, la disminucién de los tiempos de duplicacion de las cepas POl1A y
Aku80 propicié una recuperacion de su crecimiento, fendbmeno que no se
observé para la cepa Arad52. En conjunto, estos resultados sugieren que la
cafeina tiene un efecto citotoxico a juzgar por el efecto inhibitorio del
crecimiento que causa sobre las 3 cepas, y el mayor efecto observado sobre
las mutantes (Aku80 y Arad52) el cual es similar al del H,O», es un indicativo

del efecto genotdxico de la cafeina.

Las diferencias del efecto genotéxico de la cafeina entre las dos cepas
mutantes analizadas se puede explicar de la siguiente manera: el
mantenimiento de la integridad del genoma es posible gracias a que el ciclo
celular atraviesa por puntos de control encargados de detectar dafios al
ADN; estos puntos de control han sido descritos en células humanas y en
organismos inferiores como las levaduras. La exposicion a agentes
causantes de dafio al ADN inducen a una pausa o arresto en la progresion
del ciclo celular en distintos puntos de control para permitir que se lleve a
cabo la reparacion del ADN, pero si el dafio es extenso se conduce a
apoptosis (Bode & Dong, 2007). Las rupturas de la doble cadena de ADN
son un dafio ocasionado principalmente por agentes quimicos externos; para
subsanar este tipo de dafio entran en marcha principalmente dos
mecanismos de reparacion del ADN: la recombinacion de extremos
homologos (HR) y la recombinacién de extremos no homélogos (NHEJ).
Estos mecanismos son activados dependiendo de la cantidad de cinasas
dependientes de ciclinas (Cdk), las cuales son enzimas que regulan el ciclo
celular. Concentraciones bajas de Cdk durante la fase G1 inducen la
participacion del complejo dimérico Ku70/Ku80 para la reparacion de
rupturas de la doble cadena de ADN; este complejo se une de manera
inmediata a los extremos de la cadena de ADN desacoplada para evitar la
pérdida de informacion. Por otra parte, las fases S y G2 son momentos del

ciclo celular donde la actividad de las Cdk es més elevada y cualquier ruptura
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de la cadena de ADN no es detenida por el complejo Ku70/Ku80, sino que se
provoca la integracion del filamento Rad51 y del complejo proteico Rad52,
Rad55-Rad57, Rad54 que participa en la recuperacion de la informacion, ya
qgue en este punto del ciclo celular (fase S y G2) ain se encuentra disponible
una crométide hermana de la cual pueda hacerse una copia y recuperar la

informacion perdida durante la ruptura de la doble hélice (Finn et al., 2012).

Entre los efectos toxicos que se han descrito de la cafeina en diferentes
tipos celulares se encuentra el arresto del ciclo celular, el cual también ha
sido reportado en levaduras como S. cerevisiae (Calvo et al., 2009). Se ha
propuesto que concentraciones de 1 a 2 mM de cafeina pueden generar un
arresto del ciclo celular en fase G1, mientras que concentraciones de
2 a 4 mM parecen bloquear este arresto en G1 e inducir apoptosis, por otra
parte, concentraciones mayores de cafeina se han asociado directamente al
arresto en fase G2 (Bode & Dong, 2007).

El mecanismo por el cual la cafeina genera una detencion del ciclo
celular es a través de la inhibicién de las proteinas que participan en los
puntos de control de deteccion del dafio al ADN (Rad3 en levaduras,
ATM/ATR en mamiferos) (Moser, Brondello, Baber-Furnari, & Russell, 2000).
En 2004, Wang y colaboradores, encontraron que concentracion 2 mM de
cafeina no generd deleciones simples en el ADN en células ovaricas de
hamster (CHO 33), sin embargo detectaron que la activacion de la proteina
Rad51 disminuyo cuando las células fueron tratadas con cafeina 4 mM al ser
0 no sometidas a la exposicion de rayos X, por lo que propusieron que la
cafeina podria tener un efecto inhibitorio de la reparacion de extremos
homologos mediante la inhibicion de las cinasas ATM y ATR (relacionadas al

censado del dafio al ADN).

Aunque dafios extensos al ADN conducen a apoptosis, bajo las
condiciones probadas (5 mM de cafeina) el crecimiento de las cepas de
Y. lipolytica no disminuyo de manera total, sin embargo el crecimiento de las

cepas mutantes deficientes en los mecanismos de reparacion del ADN
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crecieron de manera distinta. Esto hace notar a pesar de que las proteinas
Ku80 y Rad52 participan en la reparacion de rupturas de la doble cadena de
ADN por mecanismos distintos, la recombinacion de extremos no homélogos
no fue suficiente para reparar los dafios ocasionados por cafeina en la cepa
mutante rad52 probablemente a causa de que la cafeina propicid la
detencién del ciclo celular en una fase especifica (G2) donde esta via de

reparacion es ineficiente debido a que las concentraciones de Cdk son altas.

Los resultados sugieren que ademas de la capacidad que tienen las
células para detener su crecimiento en respuesta a factores de estrés, la
diferencia de la sensibilidad de las cepas Aku80 y Arad52 de Y. lipolytica
podria derivarse del tiempo que pasan en fase G1 o G2 durante el ciclo

celular.

Numerosos estudios han atribuido a la cafeina un efecto antioxidante.
Ensayos in vitro sobre el cristalino de ratones incubados a concentracion
5 mM de cafeina mostraron su participaciéon en la supresion de radicales OH’
(Varma & Hegde, 2010 b). En un estudio sobre la modulacion de agentes
antioxidantes en cerebro de ratas Wistar sometidas a dietas con
suplementaciéon de cafeina (20 a 40 mg/kg/dia) se propuso a la cafeina
como moduladora del dafio oxidativo ya que favorecio la integridad de los
lipidos de la membrana celular e increment6 la concentracion de enzimas
antioxidantes (Abreu et al., 2011).

Por otra parte, los estudios realizados por Mercer y col. (2012) han
evaluado el aspecto aterogénico de tratamiento con cafeina (100 a 400 pg)
en células del masculo de la aorta de ratones después de ser sometidas a
dafio al ADN y a especies reactivas de oxigeno (ROS), ellos encontraron un
efecto regulador de la proliferacion celular y apoptosis como resultado
inhibitorio del dafio al ADN, con lo que se propuso que la cafeina participa en

la captura de ROS.
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En humanos, la modulacion de la respuesta inmune en el tratamiento
del cancer y la disminucion del efecto toxico causado por los reactivos
quimioterapéuticos en el organismo se ha asociado a concentraciones
plasmaticas de cafeina entre 1-50 uM (225-450 mq) (Sabisz & Skladanowski,
2008).

Para probar el posible efecto antioxidante, la segunda parte del estudio
consisti6 en determinar si la cafeina favorecia la respuesta al estrés
oxidativo. Las cepas PO1A y Arad52 de Y. lipolytica fueron incubadas en
medio YPD adicionado con cafeina (concentracion final 5 mM) por 12 h y
posteriormente, sometidas a la presencia de H,O, (5 mM) en el medio. Se
incluyeron solo dos cepas, debido a que el efecto de la cafeina se mostré

mas marcado sobre la cepa Arad52 en los primeros ensayos del estudio.

Como ya se esperaba, el crecimiento de ambas cepas disminuyé al
incubarse con cafeina, sin embargo, no se encontré diferencia entre el
crecimiento de los cultivos de ambas cepas sometidos al pre tratamiento con
cafeina durante 12 h. El crecimiento de la cepa POl1A mostr6 una
recuperacion entre las 24 y 36 h, lo cual no sucedio6 para la cepa Arad52. Es
posible que estos resultados se deban a que bajo las condiciones probadas
(5 mM de cafeina), aunque las dos cepas presentan disminucion del
crecimiento por arresto celular en G2, la carencia del gen RAD52 evita que el
dafio ocasionado pueda ser reparado de manera eficiente en la mutante, lo
cual no sucede en la cepa parental. Sin embargo, el que no se hayan
presentado cambios en el crecimiento de los cultivos con cafeina tras la
adicion de H,O, puede deberse a que a las 12 h de incubacion (mitad de la
fase log), aunque es una fase en la que las células son metabdlicamente
mas activas y por lo tanto mas susceptibles a sufrir dafios, la cantidad de
células en division celular es probablemente suficiente para contrarrestar el
efecto de la adicion de un agente oxidante como el H,O,. Para probar esta
hipotesis se decidido realizar una serie de ensayos que permitiesen

determinar si antes de entrar a la etapa de crecimiento exponencial, la
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cefeina era capaz de despertar o condicionar una respuesta antioxidante en
las células de Y. lipolytica haciéndolas mas resistentes al dafio ocasionado
por H,O,. En esta evaluacion las cepas PO1A, Aku80 y Arad52 se incubaron
en medio YPD con cafeina (5 mM) solo por 3 h, y posteriormente se adicioné
H,O, a los medios, ademas se incluyd para cada cepa un control para
comparar si la mezcla simultaneamente de cafeina y H,O, favorecia el

crecimiento de las cepas.

El tratamiento previo con cafeina (3 h) no gener6 una respuesta de
defensa en ninguna de las cepas después de la adicion de H,O, ya que el
crecimiento de las cepas fue menor que el de los cultivos control (incubados
solo en medio YPD o en presencia de cafeina). Por otra parte, cuando las
células se incubaron desde el principio del experimento con la mezcla
cafeina-H,O, se observo una notable disminucion del crecimiento de las
cepas en comparacion a los cultivos control. Estos resultados sugieren que la
cafeina generd un efecto dafiino aditivo al ocasionado por el H,O, ya que
propicié una mayor disminucién del crecimiento de las cepas en comparacion
con las otras condiciones probadas en esta fase, especialmente sobre la
cepa Arad52 ya que, a diferencia de ésta, las cepas PO1A y Aku80 mostraron

una recuperacion de su crecimiento después de 34 h de incubacion.

Aunque el efecto protector de la cafeina ha sido asociado con la captura o
inhibicion de radicales OH’, las observaciones realizadas en este trabajo
muestran que la cafeina no propicié un efecto protector para las cepas de

Y. lipolytica cuando fueron sometidas al efecto del H,O..

Por otra parte, cuando se probd la combinacion cafeina-H,O, se mostrd
un efecto aditivo dafiino, lo cual hace que esto resultados se inclinen a los
reportados en otros estudios donde se ha involucrado a la cafeina en la
participacion del tratamiento del cancer, proponiendo que cuando la cafeina
es combinada con un agente causante de dafio al ADN, el efecto de dicho
agente se potencializa (Bode & Dong, 2007). Estos resultados podrian ser

parte de una vision prometedora sobre el disefio de moléculas con efectos
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similares al de la cafeina que puedan ser utilizados en el tratamiento de

enfermedades como el cancer.

El desarrollo de este estudio se enfocd en probar si la cafeina tenia
efecto genotoxico o antioxidante incluyendo como modelo de estudio,
ademas de la cepa parental de Y. lipolytica (PO1A), cepas mutantes
deficientes en los procesos de reparacion del ADN (Aku80 y Arad52). Los
resultados obtenidos muestran que en las condiciones probadas (5 mM de
cafeina y de H,0,), la cafeina tiene un efecto citotoxico sobre las tres cepas
de Y. lipolytica el cual es mas notorio sobre las cepas mutantes, lo que nos
lleva a pensar que este efecto citotoxico se debe al dafio que la cafeina
ocasiona al ADN (efecto genotodxico). Sin embargo, es importante aclarar que
las concentraciones utilizadas en este estudio no son faciles de alcanzar en
tejidos de organismos como los humanos ya que la célula cuenta con
mecanismos de eliminacion o bombas de expulsion de cafeina que evitan
qgue las concentraciones se eleven hasta alcanzar los niveles probados en
este trabajo (5 mM); por lo que es posible gue concentraciones menores de
cafeina en mamiferos u otros modelos celulares tenga los efectos favorables

que le han sido atribuidos por otros autores.
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9. CONCLUSIONES

Los efectos de la cafeina han sido investigados sobre diversos modelos
celulares, sin embargo, existe controversia sobre los efectos genotoxico y

antioxidante que se le han atribuido.

En este trabajo, utilizando un modelo de células de levadura deficientes
en los mecanismos de reparacion del ADN, se encontr6 que:

* La cafeina prolonga los tiempos de duplicacion de las cepas PO1A, Aku80 y
Arad52 de Y. lipolytica.

* La cafeina tiene un efecto citotoxico a juzgar por la capacidad que tiene de

inhibir el crecimiento de las 3 cepas de Y. lipolytica.

» Cuando se incuba con cafeina, la disminucion del crecimiento de las cepas
de Y. lipolytica es mayor en las cepas mutantes, lo que es un indicio de que

la cafeina ejerce un efecto genotoxico.

* El efecto inhibitorio del crecimiento por accion de la cafeina es mas
marcado en la cepa mutante rad52, deficiente en la reparacion del ADN por

recombinacién homologa.

* Se sugiere que la cafeina tiene un efecto dafino aditivo sobre el crecimiento
de Y. lipolytica, ya que al mezclarse con el H,O; la inhibicién del crecimiento
de las tres cepas fue mayor que al ser incubadas con ambos agentes de

manera independiente.

* Al pre-incubar los cultivos con cafeina no se observo un efecto protector

(antioxidante) al dafio ocasionado por H,0,.

Las evidencias mostradas en este trabajo confirman un efecto citotoxico
de la cafeina, acorde a los resultados encontrados en otros estudios. Se
sugiere gue la citotoxicidad se debe a un efecto genotoéxico (dafio al ADN) de
la cafeina, a juzgar por el mayor efecto inhibitorio del crecimiento de las

cepas deficientes en los mecanismos de reparacion del ADN.
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