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1. RESUMEN 

 

El ADN contiene información genética constantemente expuesta a daños 

ocasionados por agentes internos y externos, entre los que se encuentran las 

especies reactivas de oxígeno (ERO). Estas especies en cantidades normales 

ayudan al correcto desarrollo de los mecanismos celulares, sin embargo, en 

altas cantidades pueden provocar daño a biomoléculas (proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos) y estrés oxidativo (EO). Para contrarrestar el posible daño 

ocasionado por las ERO, la célula cuenta con un mecanismo de defensa 

antioxidante que se encarga de mantener el balance entre moléculas oxidantes 

y antioxidantes, este consiste en elementos enzimáticos (catalasa y superóxido 

dismutasa) y no enzimáticos (glutatión peroxidasa). El impacto que tiene el EO 

sobre la salud ha impulsado la necesidad de buscar elementos provenientes de 

la dieta que tengan efectos antioxidantes y que contribuyan a mantener un 

equilibrio entre la producción y captación de ERO. Entre ellos está la cafeína, 

un alcaloide altamente consumido por la población mundial y que ha sido 

ampliamente estudiado para definir su efecto prooxidante o antioxidante.  

Es por lo anterior que se planteó como objetivo de este proyecto analizar los 

cambios producidos por el efecto de la cafeína sobre la expresión de genes 

involucrados en la respuesta antioxidante en células de Yarrowia lipolytica. 

Para el desarrollo de este trabajo se utilizó la cepa P01a de Y. lipolytica 

incubada en medio YPD adicionado con; Cafeína, H2O2 y cafeína + H2O2, a 

diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min). Se analizó la expresión de los genes 

SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 por RT-PCR y densitometría. 

La expresión de los genes mostró un incremento tras 15 y 30 min de 

tratamiento con cafeína. Mientras que el H2O2 produjo un incremento a partir de 

los 10 min, la combinación de ambos elementos no produjo mayores cambios a 

los mostrados por la administración de los agentes de forma individual, lo que 

descarta un efecto sinérgico. 
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Con base a los resultados obtenidos, se sugiere la participación de la cafeína 

como antioxidante en el sistema regulatorio de Yarrowia lipolytica ejerciendo un 

efecto indirecto modulando la expresión de los genes participantes en el 

sistema de defensa antioxidante. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

La integridad del genoma de un organismo es puesta a prueba constantemente 

por agentes dañinos que pueden ser de origen exógeno o endógeno. Los 

productos del metabolismo celular, como las especies reactivas de oxígeno 

(ERO) son agentes endógenos que en cantidades normales regulan los 

procesos metabólicos de la célula, por el contrario, en grandes cantidades 

pueden generar daño a biomoléculas como proteínas, lípidos, ADN y ocasionar 

estrés oxidativo (EO) relacionado con el envejecimiento y con algunas 

enfermedades como la diabetes mellitus y el cáncer. 

Para mantener el equilibrio entre la producción y captación de ERO, y el daño 

ocasionado por su acumulación, las células han desarrollado un sofisticado 

mecanismo en el que superoxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa 

conforman la primera línea de defensa antioxidante; sin embargo, en los últimos 

años se han estudiado algunos componentes de la dieta que puedan tener 

efectos antioxidantes para contrarrestar el EO y la producción de ERO, entre 

ellos se encuentra la cafeína.  

La cafeína tiene un largo historial de consumo debido a que forma parte de una 

gran variedad de productos, llegando a más del 80% de la población mundial ya 

sea en forma de café, té o algunas otras bebidas que la contienen. Se le han 

atribuido efectos como, evitar la somnolencia, acelerar el metabolismo, así 

como un efecto estimulante sobre el sistema nervioso central. Mientras que 

algunos autores le han atribuido un potencial efecto antioxidante otros le 

atribuyen un efecto prooxidante dependiente de la dosis y, debido a su amplio 

consumo, es importante determinar si sus efectos son positivos o negativos 

para el organismo. 

Con la finalidad de ampliar el conocimiento sobre los efectos antioxidantes de la 

cafeína en el presente trabajo se analizó el efecto de la cafeína sobre la 

expresión de genes involucrados en la respuesta antioxidante (SOD1, SOD2, 
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CAT1, CAT2, CAT3 y GPX) utilizando como organismo modelo la cepa P01a de 

la levadura Yarrowia lipolytica cultivada en medio YPD adicionado con cafeína, 

H2O2 o cafeína + H2O2 durante diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min) 

con la finalidad de determinar el patrón de expresión de cada gen.   
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2.1.  Definición del problema 

La cafeína es una sustancia de alto consumo a nivel mundial; sin embargo, sus 

efectos sobre el organismo aun no son claros ya que se le han atribuido efectos 

tanto positivos (estimulante de sistema nervioso central, disminuir el riesgo a 

padecer diabetes tipo 2, entre otros) como negativos (daño citotóxico y daño 

genotóxico). Desde otro punto de vista, también se le han atribuido efectos 

tanto antioxidantes como prooxidantes (Barcelos et al., 2020). Aunque se ha 

visto que la concentración 5 mM es capaz de inhibir la expresión de genes 

implicados en los mecanismos de reparación del daño al ADN (Castillo, 2020), 

no hay evidencia que indique un daño directo sobre el ADN. 

Se ha propuesto que la cafeína tiene efectos negativos sobre la salud–

principalmente asociados con el daño al ADN-, sin embargo, se desconoce si 

tales efectos se deben a la acción directa de la cafeína sobre el ADN o a su 

acción indirecta a través de la generación de metabolitos celulares, como las 

especies reactivas de oxígeno las cuales tienen la capacidad de generar daño a 

biomoléculas: proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Ighodaro, 2018; Magwood 

et al., 2020). Es posible que el metabolismo de la cafeína aumente la 

generación de ERO y como consecuencia provoque daño al ADN. 
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2.2.  Justificación 

La cafeína es un compuesto bioactivo que se encuentra en una gran variedad 

de alimentos por lo que es ampliamente consumida a nivel mundial (Martyn et 

al., 2018). Aunque se han realizado un sinnúmero de estudios para tratar de 

dilucidar el efecto que la cafeína tiene sobre el organismo, los resultados han 

sido contradictorios, observándose efectos tanto perjudiciales (prooxidantes) 

como benéficos (antioxidantes).  

En células de Y. lipolytica se ha observado que la cafeína (a concentración       

5 mM) no daña directamente al ADN, sino que inhibe la expresión de los genes 

RAD52 y KU80 cuyos productos proteicos juegan un papel predominante en la 

reparación de ADN (Castillo, 2020). Como resultado de tales estudios surge la 

necesidad de investigar si la cafeína induce el incremento en la cantidad de 

especies reactivas de oxígeno (actividad prooxidante) y, que sean estas 

moléculas las responsables de ocasionar daño a las células, induciendo con 

ello la expresión de genes implicados en la respuesta celular antioxidante. 
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3. HIPÓTESIS 

La cafeína modifica la expresión de genes involucrados en la respuesta 

antioxidante en células de Y. lipolytica. 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Analizar el efecto de la cafeína sobre el patrón de expresión de genes 

involucrados en la respuesta antioxidante en células de Y. lipolytica. 

4.2. Objetivos específicos 

• Analizar la expresión de los genes SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y 

CAT3 en células de Y. lipolytica tratadas con: 

a) Cafeína [5 mM] 

b) H2O2 [5 mM] 

c) Cafeína [5 mM] + H2O2 [5 mM] 

• Determinar el patrón de expresión de cada gen con respecto al tiempo de 

exposición de las células a los diferentes tratamientos. 

• Comparar la expresión de cada gen en las células sometidas a los 

diferentes tratamientos. 
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5. ANTECEDENTES 

5.1. Historia y consumo de la cafeína 

La cafeína es un alcaloide presente en una gran variedad de productos como 

café, té, algunas bebidas suaves, productos con cacao o chocolate e incluso 

medicamentos y suplementos (Martyn et al., 2018; Barcelos et al., 2020). Es un 

constituyente natural presente en más de 60 especies de plantas y es 

considerada la sustancia estimulante de mayor consumo (Pardo et al., 2007). 

Debido a que está presente en una gran variedad de productos, la cafeína es 

considerada la sustancia psicoactiva más utilizada y se estima que el 80% de la 

población mundial la consume (Wilson, 2018). Algunos estudios incluso la 

consideran como la sustancia farmacológicamente activa que altera el estado 

de ánimo de mayor consumo en la población mundial (Gaspar & Ramos, 2016; 

Nawrot et al., 2010). Se ha reportado que el 80% de la población adulta en todo 

el mundo consume alrededor de 200-250 mg de cafeína al día, se estima que el 

consumo de cafeína, en todas las edades, es en promedio de 165 mg/día de los 

cuales 105 mg son asociados al consumo de café (Wikoff et al., 2017; Morde et 

al., 2021). 

Hay un creciente interés público y científico sobre las potenciales 

consecuencias en la salud del consumo habitual de bebidas que contienen 

cafeína; rigurosos estudios sobre la toxicidad de la cafeína concluyen que el 

consumo de no más de 400 mg/día no está asociado con efectos adversos en 

adultos sanos, sin embargo, el consumo elevado por encima de esta dosis 

puede ser perjudicial (Reyes & Cornelis, 2018). 

5.2. La molécula de cafeína 

Fue descubierta hace aproximadamente más de 2000 años en Etiopía y 

probablemente fue ahí donde se reconocieron por primera vez sus efectos 

energizantes (Stefanello et al., 2019). Sin embargo, no fue sino hasta principios 
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del siglo XIX que la molécula de cafeína fue aislada y nombrada así por el físico 

Friedlieb Ferdinand Runge (Weinberg & Bealer, 2002). 

La cafeína (figura 1) es un derivado de las purinas cuya nomenclatura química 

IUPAC (International Uinion of Pure and Applied Chemistry) es 1, 3, 7 - 

trimetilxantina (Poltev et al., 2004). Es un compuesto xantina alcaloide 

perteneciente a la familia de las metilxantinas, las cuáles son alcaloides 

estimulantes del sistema nervioso central (SNC) y está presente en algunas 

bebidas comerciales y medicinas por lo que su consumo es a través de diversos 

productos (Barcelos et al., 2014). 

 

Figura 1. Estructura química de la cafeína (Oñatibia-Astibia et al., 2016) 

 

5.3. Propiedades físicas de la cafeína 

En estado puro y a temperatura ambiente la cafeína es un sólido cristalino 

blanco, inodoro y con sabor amargo en forma de agujas blancas o polvo 

(O´Neil, 2013). El punto de fusión de la cafeína es 238 °C y su punto de 

sublimación es 178 °C. Se disuelve bien en agua hirviendo, pero a temperatura 

ambiente el cloroformo es su mejor solvente (Ashihara & Suzuki, 2004).  
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5.4. Metabolismo de la cafeína 

Después de su ingesta, la cafeína es rápidamente absorbida (casi el 100% de 

su biodisponibilidad) a nivel gastrointestinal, por lo que alcanza su máxima 

concentración en sangre en aproximadamente 1 hora (McLellan et al., 2016; 

Stefanello et al., 2019; Goldstein et al., 2010). Es bien sabido que el 

metabolismo y la farmacocinética de la cafeína se ven afectados por diversos 

factores como edad, sexo, hormonas, enfermedad del hígado, obesidad, 

tabaquismo y dieta; en estudios genéticos se han identificado varios loci 

involucrados de manera crítica en el metabolismo de la cafeína y sus 

consecuencias fisiológicas (Nehlig, 2018). Una vez en torrente sanguíneo la 

cafeína es rápidamente distribuida a todos los tejidos y fácilmente cruza la 

barrera hematoencefálica (debido a esto es que puede tener un efecto sobre el 

SNC), además, la cafeína tiene una vida media dentro del sistema circulatorio 

de 3 a 5 horas (McLellan et al., 2016). Se metaboliza principalmente en el 

hígado por el sistema oxidativo enzimático del citocromo P450 para formar tres 

metabolitos principales: 3, 7-dimetilxantina (teobromina, 12%); 1, 7-

dimetilxantina (paraxantina, 84%) y 1, 3-dimetilxantina (teofilina, 4%) (Stefanello 

et al., 2019; Oñatibia-Astibia et al., 2016). El citocromo CYP1A2 es responsable 

de la dimetilación de la cafeína, sin embargo, su actividad enzimática puede 

verse influenciada por algunos factores como el sexo, raza, polimorfismos 

genéticos o enfermedades por lo que estos factores pueden afectar su 

metabolismo y por lo tanto su efecto en el organismo (Stefanello et al., 2019). 

Las paraxantinas, principales metabolitos formado a partir de la cafeína, son 

metabolizadas en otros compuestos por los citocromos CYP2A6, que forma 1, 

7- dimetilurato, y CYP1A2, que forma 1-metilxantina y 5-acetilamino-

6formilamino-3-metiluracil, este último catalizado por N-acetiltransferasa es un 

producto inestable que puede ser modificado de forma no enzimática a 5-

acetilamino-6-amino-3-metiluracil. El 90% de 1, 7-dimetilurato es principalmente 

metabolizado por la enzima CYP2A6 y alrededor del 10% es metabolizado por 
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CYP1A2. Parte de 1-metilxantina es metabolizada a 1-metilurato por la xantina 

oxidasa (McLellan et al., 2016). 

5.5. Efectos fisiológicos de la cafeína en el ser humano 

Estructuralmente la cafeína es similar a la adenosina, un neurotransmisor cuya 

formación depende de la tasa relativa de síntesis y degradación de ATP, 

Adenosín trifosfato (McLellan et al., 2016), por lo que se le atribuyen algunos 

efectos sobre el SNC y están bien descritos sus mecanismos estimulantes 

sobre el cerebro (Stefanello et al., 2019). Otras propiedades que se le atribuyen 

son evitar la somnolencia y estimular el metabolismo (Heckman et al., 2010). 

Los efectos observados de la cafeína están relacionados a la dosis que se 

consume, es así como se han observado efectos positivos con una dosis menor 

a 400 mg y efectos negativos por encima de esta dosis (Wilson, 2018; Grgic et 

al., 2020). Recientemente se ha sugerido que el consumo de dosis bajas de 

cafeína (100 mg) disminuyen el riesgo de aparición de síntomas relacionados 

con el deterioro de la función cognitiva (mantenimiento del balance, demandas 

locomotoras y mantenimiento de la postura) en adultos mayores (Kara et al., 

2018; Ben Waer et al., 2020; Laatar et al., 2021).  

Se ha encontrado que la cafeína provoca una gran variedad de funciones 

biológicas en un amplio rango de dosis y se sugiere que puede tener un rol 

protector sobre el estrés oxidativo y el envejecimiento (Li et al., 2018). Los 

estudios que se han realizado sugieren que para beneficiar el funcionamiento 

del corazón y tener un efecto sobre las enfermedades cardiovasculares, la 

cafeína (o cualquier sustancia bioactiva) debe tener participación sobre los 

factores de riesgo como son el metabolismo de lípidos, la presión arterial o 

brindar un efecto antioxidante a nivel fisiológico (Bonita et al., 2007).  

En términos generales los efectos fisiológicos del café son contradictorios ya 

que su consumo se ha relacionado con el incremento de la presión sanguínea, 

la resistencia a la insulina y el aumento en la concentración de lípidos en suero, 

además de mostrar un impacto significativo en el metabolismo de los 
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carbohidratos y de los lípidos así como en el sistema cardiovascular sin mostrar 

efectos claros sobre enfermedades cardiovasculares, arritmias o insuficiencia 

cardiaca (Shearer & Graham, 2014; Crippa et al., 2014). Por el contrario, se ha 

demostrado que el consumo regular de café tostado en una mezcla con café 

verde puede disminuir la presión, diastólica y sistólica, así como la 

concentración de glucosa, la resistencia a la insulina, los niveles de triglicéridos 

y un porcentaje de la grasa corporal, lo cual puede ayudar a prevenir el 

síndrome metabólico (Sarriá et al., 2018). Particularmente ha sido de mayor 

preocupación la tasa de ingesta de cafeína entre las poblaciones 

potencialmente vulnerables a los efectos negativos de su consumo como las 

mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, niños, adolescentes, adultos 

jóvenes, personas con problemas cardíacos u otras afecciones de salud 

subyacentes, como enfermedades mentales (Temple et al., 2017; Reichert et 

al., 2020). 

Algunos estudios sugieren que el riesgo a padecer diabetes tipo 2 se reduce en 

aquellos individuos que consumen dos o más tazas de café al día (Ding et al., 

2014). Tales efectos positivos sobre el metabolismo se han asociado a su 

contenido de compuestos antioxidantes y antiinflamatorios (Buscemi et al., 

2016), aun así el consumo de café no puede disminuir el riesgo en individuos 

que llevan un estilo de vida negativo como el sedentarismo y obesidad (Shi et 

al., 2013). 

La cafeína es una sustancia ergogénica, es decir que aumenta la potencia 

muscular, por lo que es utilizada por los atletas para mejorar la resistencia y el 

rendimiento (Vieira et al., 2018). Desde finales del siglo XIX se han realizado 

estudios para determinar el efecto de pequeñas dosis de cafeína para facilitar el 

trabajo muscular además de los beneficios que tienen las bebidas con cafeína 

en actividades deportivas (Cano-Marquina et al., 2013).  

Se ha sugerido que algunos otros componentes bioactivos del café, además de 

la cafeína, podrían estar atenuando los efectos negativos que se han visto 

sobre la glucemia ya que se ha observado que el ácido clorogénico interfiere en 



Cafeína y respuesta antioxidante | MCR 
ANTECEDENTES 

20 
 

algunos mecanismos de absorción de glucosa (Robertson et al., 2015). Por otra 

parte, el exceso en la ingesta de cafeína puede llevar a un incremento en la 

actividad y concentración de catecolaminas mediada por la estimulación del 

sistema nervioso central, lo que puede resultar en arritmias ocasionadas por la 

intoxicación por cafeína y fibrilación ventricular (Tsujimoto et al., 2017; Willson, 

2018).  

Adicionalmente, estudios recientes han descrito que la cafeína presenta 

actividad antioxidante y, por consecuencia, protege al organismo contra 

enfermedades relacionadas al estrés oxidativo (León-Carmona & Galano, 

2019).  

5.6. Estrés oxidativo 

El concepto de estrés oxidativo (EO) fue formulado por primera vez en 1985, 

desde entonces se ha utilizado en los campos de la medicina y la biología (Sies, 

2018; Sies et al, 2017). El EO es un concepto global definido como el 

desbalance entre moléculas oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes, 

que guía a una interrupción en la señalización y control redox (oxido-reducción) 

y finalmente al daño molecular (Sies, 2018). Tal condición está estrechamente 

relacionada con el envejecimiento y con algunas enfermedades como diabetes 

mellitus, aterosclerosis, artritis reumatoide, enfermedad de Alzhéimer, 

Párkinson y cáncer (Magenta et al., 2016; Metro et al., 2017). 

Las células y órganos, en su metabolismo aeróbico normal, están sujetos a una 

exposición continua a agentes oxidantes que provienen de fuentes endógenas y 

exógenas (Sies, 2018). Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son productos 

del metabolismo aeróbico que actúan como moléculas de señalización en una 

variedad de condiciones fisiológicas, incluyendo proliferación celular, 

crecimiento, diferenciación y muerte (Magenta et al., 2016).  El metabolismo 

oxidativo, particularmente del catabolismo de ácidos grasos y glucosa con la 

producción de ATP a través de la fosforilación oxidativa y la respiración 

mitocondrial requiere un continuo suministro de O2 (Trayhurn, 2017). En el 
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metabolismo energético el O2 funciona como un aceptor de electrones en la 

cadena respiratoria. Los pasos que ocurren durante el proceso de reducción del 

oxígeno tienen lugar en la mitocondria y durante este proceso se generan ERO 

(Perez et al., 2019). 

Las ERO son llamadas radicales libres ya que tienen un electrón libre que 

puede interactuar con otras moléculas, estas moléculas pueden ser: anión 

radical superóxido (O2•), radical hidroxilo (OH•) y radical peroxil (ROO•). El 

peróxido de hidrogeno (H2O2), a diferencia de los radicales libres, es una 

molécula químicamente estable con capacidad oxidante (Sies et al., 2017) y, al 

igual que el oxígeno libre y el peroxinitrito (ONOO-), puede ser transformado 

fácilmente en un radical libre en condiciones fisiológicas (Yu et al., 2017). Los 

electrones libres producidos a partir de estas moléculas bajo el metabolismo 

aeróbico normal de las células son fácilmente aceptados por el oxígeno para 

producir ERO (Wang & Dong, 2018). 

La producción de ERO se incrementa en condiciones patológicas o en 

presencia de factores ambientales, como la exposición a la luz ultravioleta y el 

metabolismo de nutrientes (Magenta et al., 2016). El incremento en los niveles 

de ERO tiene un gran impacto en el ambiente celular ya que pueden iniciar 

interacciones específicas con biomoléculas como el ADN, proteínas, lípidos y 

metabolitos (Ruyskensvelde et al., 2018; Ighodaro, 2018; Van Houten et al., 

2018). 

Para evitar el daño ocasionado por las ERO el organismo ha desarrollado 

complejos mecanismos de respuesta antioxidante que se basan en 

antioxidantes endógenos enzimáticos y no enzimáticos los cuales actúan 

colectivamente contra los radicales libres para resistir sus efectos dañinos a las 

biomoléculas vitales y, en última instancia, a los tejidos corporales (Ighodaro & 

Akinloye, 2018).  
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5.7. Sistema de defensa antioxidante 

Las reacciones redox (oxido-reducción) son las reacciones químicas más 

importantes en el organismo (Meng et al., 2017). Con el objetivo de mantener la 

homeostasis en el balance redox (es decir, el balance entre las ERO y su 

degradación), los organismos cuentan con un sistema llamado defensa celular 

antioxidante (Sies, 2018). En otro sentido se puede decir que las ERO también 

generan un ambiente protector para la célula ya que activan la respuesta 

antioxidante lo que permite que se restablezca, o se mantenga, la homeostasis 

oxido-reducción (Espinosa-Diez et al., 2015; Luo et al., 2017).  Las células en 

su metabolismo aeróbico normal generan agentes oxidantes, aunque también 

se conocen fuentes exógenas que aumentan la producción de radicales libres. 

De igual forma las moléculas antioxidantes se pueden encontrar de manera 

natural en la célula u obtenerse de fuentes externas (Figura 2) (Sies et al, 

2018). 

Los antioxidantes son aquellas sustancias que previenen la oxidación de algún 

sustrato a través de diferentes mecanismos ya sea la captación de radicales 

libres (antioxidante primario) o por un mecanismo indirecto de captación que 

sucede cuando el antioxidante necesita la unión de iones metálicos para su 

función (antioxidante secundario) (Vieira & Santos, 2017; Gulcin, 2020). Por otra 

parte, el sistema de defensa antioxidante consiste en elementos enzimáticos y 

no enzimáticos, entre los no enzimáticos se encuentran las vitaminas C y E, 

carotenoides y flavonoides, mientras que entre los antioxidantes enzimáticos se 

encuentran superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa, entre otros 

(Meng et al., 2017).  
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Figura 2. Antioxidantes y prooxidantes de fuentes endógenas y exógenas (Sies et al, 2018). 

 

En el caso de los antioxidantes primarios, los cuales por lo general provienen de 

la dieta, se consideran tres mecanismos por los cuales ejercen su función. El 

primero y más común es el de captación de radicales libres que sucede cuando 

una molécula es considerada como antioxidante por su capacidad de donar 

electrones al radical libre y brindarle estabilidad de esta forma se evita que el 

agente oxidante dañe al objetivo biológico (Gulcin, 2020). El segundo 

mecanismo es el de reparación, ya que un antioxidante tiene la capacidad de 

disminuir la oxidación de un objetivo biológico ya dañado por el agente 

oxidante. El tercer mecanismo es el efecto cascada en el que otras moléculas 

derivadas del antioxidante, una vez que este ya realizó la función de captación 

o reparación, funcionan de nueva cuenta como captadores o reparadores 

formando una cascada de protección antioxidante (Vieira & Santos, 2017; 

Hunyadi, 2019). La cafeína ha mostrado tener un efecto sobre la captación de 

radicales libres, sin embargo, su efecto como molécula reparadora aún no ha 

sido comprobado. Se ha visto que los productos que se generan después de 

que la cafeína ejerció su función de captación de radicales libres pueden fungir 

como reparadores del objetivo biológico, es decir este efecto antioxidante es a 

través del efecto cascada (Vieira et al., 2020). Por otro lado, los antioxidantes 
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secundarios son, por lo general, de origen enzimático y estos constituyen la 

primera línea de defensa antioxidante (Gulcin, 2020; Ighodaro & Akinloye, 

2018). 

5.7.1 Enzimas antioxidantes 

La primera línea de defensa antioxidante (Figura 3) es un grupo de enzimas que 

actúa para suprimir o prevenir la formación de radicales libres o ERO en las 

células (Ighodaro & Akinloye, 2018).  

 

Figura 3. Primera línea de defensa antioxidante (Ighodaro & Akinloye, 2018). 

 

Esta línea de defensa antioxidante involucra a las enzimas superóxido 

dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT) (Papas et al., 

2019; Ighodaro & Akinloye, 2018). Estas enzimas eliminan a los radicales 



Cafeína y respuesta antioxidante | MCR 
ANTECEDENTES 

25 
 

superóxido y rompen moléculas como el peróxido de hidrógeno a moléculas 

que no ocasionan daño (Ighodaro & Akinloye, 2018). 

5.7.1.1. Superóxido dismutasa 

Las enzimas que actúan como primera línea de defensa antioxidante requieren 

de la unión de cofactores metálicos para catalizar las reacciones redox (Griess 

et al., 2019). Superóxido dismutasa (SOD) es el más poderoso antioxidante que 

actúa como primera línea de defensa contra las ERO ya que es la primera 

enzima encargada de detoxificar a las células utilizando los iones hierro (Fe), 

zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso (Mn) formando las isoenzimas Cu/Zn-SOD, 

Mn-SOD y Fe-SOD; las cuales son codificadas por los genes SOD1, SOD2 y 

SOD3, respectivamente (Ighodaro & Akinloye, 2018). SOD es una de las 

enzimas esenciales en el sistema de defensa antioxidante, cuya actividad de 

enfoca en la eliminación del anión superoxido (O2•), molécula que se genera de 

forma constante a través de procesos endógenos y fuentes exógenas (Griess et 

al., 2019; Ighodaro & Akinloye, 2018).  

5.7.1.2. Glutatión peroxidasa 

Glutatión peroxidasa (GPX) es una de las enzimas más importantes para la 

protección antioxidante y la desintoxicación debido a que regula directamente la 

cantidad de ERO que se encuentran en el ambiente celular (Li et al., 2015). 

Representa a una importante familia de enzimas antioxidantes que catalizan 

una reacción de oxidación de glutatión a glutatión disulfuro utilizando para ello 

H2O2 (Farina & Aschner, 2019). A nivel celular se encuentra principalmente en 

las mitocondrias y en algunas ocasiones en el citosol, su actividad depende de 

un cofactor micronutriente conocido como selenio por lo que comúnmente se le 

conoce como seleniocisteína peroxidasa; GPX juega un rol importante en la 

inhibición del proceso de peroxidación de lípidos y por lo tanto protege a las 

células del EO (Ighodaro & Akinloye, 2018). 
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5.7.1.3. Catalasa 

Catalasas (CAT) son enzimas que utilizan hierro o manganeso como 

cofactores, y son altamente eficientes ya que se encuentran de manera 

abundante en diversos tejidos celulares y se localizan principalmente en los 

peroxisomas, aunque se ha descrito que están ausentes en las mitocondrias de 

las células de mamíferos (Ighodaro & Akinloye, 2018). Estas enzimas tienen 

como objetivo catalizar la descomposición de H2O2 en agua y oxígeno molecular 

(Bianchi et al., 2019; Gebicka & Krych-Madej, 2019). CAT es una familia de 

enzimas clave que muchas especies utilizan para controlar el nivel intracelular 

de peróxido de hidrógeno, por otra parte, se ha sugerido que el rol de CAT es 

de alguna forma auxiliar al rol de GPX debido a que actúan de forma paralela 

en la síntesis de agua y oxígeno libre a partir de H2O2, CAT en los peroxisomas 

y GPX en las mitocondrias (Bianchi et al., 2019; Tehrani & Moosavi-Movahedi, 

2018).  

5.8. Cafeína y efecto antioxidante 

El término "antioxidante" es generalmente usado tanto para actividades 

antioxidantes como para actividades antirradicales; sin embargo, mientras que 

la actividad antioxidante representa la capacidad que tiene un compuesto para 

inhibir un proceso oxidativo, la actividad antirradical representa la capacidad 

que tiene un compuesto para reaccionar con los radicales libres. La cafeína ha 

sido largamente investigada por su potencial actividad antioxidante ya que en la 

literatura se han reportado estudios evidenciando algunos efectos protectores 

principalmente guiados hacía su actividad recolectora de radicales HO•, por lo 

que se supondría una actividad antirradical (Petrucci et al., 2018). 

Algunas investigaciones han apoyado la hipótesis de que la cafeína puede ser 

en parte responsable de los efectos antioxidantes descritos para el café (Varma 

et al., 2010). En un estudio en el que se evaluó el efecto del consumo de café 

en la modulación de la capacidad antioxidante en el plasma, se demostró que la 

administración de cafeína pura induce inequívocamente cambios benéficos en 
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indicadores bioquímicos de EO tales como capacidad antioxidante total, 

glutatión total e hidroperóxidos lipídicos (Metro et al., 2017).  

Por otra parte, se ha sugerido que la cafeína y otras moléculas presentes en las 

semillas de café, o el café mismo, pueden actuar como un receptor de radicales 

libres, “capturando” a las especies reactivas que se generan durante el 

calentamiento de las semillas (Stefanello et al., 2018). En estudios recientes se 

han mostrado efectos protectores sobre el ADN hasta después de las 2 h de 

haber ingerido café; aunque se ha propuesto que tales efectos pueden deberse 

a la combinación y/o concentración de otros compuestos bioactivos presentes 

en el café además de la cafeína, como puede ser el ácido clorogénico 

(Bakuradze et al., 2016).  

Las propiedades antioxidantes de la cafeína han sido demostradas por su 

capacidad de “secuestrar” radicales libres (León-Carmona & Galano, 2011); sin 

embargo, la mayoría de los estudios han reportado la capacidad antioxidantes 

de la cafeína en situaciones donde el EO es inducido, por lo que las 

condiciones en que se produce ese estrés pueden ser responsables de los 

diferentes efectos de la cafeína. Aunque los efectos protectores de la cafeína 

pueden relacionarse a su capacidad antioxidante, se necesitan más estudios 

para descifrar los mecanismos por los cuales la cafeína ejerce este efecto en la 

ausencia de agentes que promuevan el EO (Stefanello et al., 2018). 

5.9. Daño al ADN 

Cuando varias ERO reaccionan con el ADN pueden generar diferentes tipos de 

daños por oxidación en las bases nitrogenadas. Estas lesiones incluyen purinas 

y pirimidinas dañadas, así como daño a proteínas de unión ADN monocatenario 

y sitios abásicos. La guanina es la base más susceptible a la oxidación (Barnes 

et al., 2019). 

La oxidación del genoma representa una ubicación crítica al daño por la 

oxidación bajo grandes cantidades de ERO puede conducir al desarrollo de 

cáncer, trastornos neurológicos y enfermedades cardiovasculares (Fleming & 
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Burrows, 2017). Las ERO son reconocidas como mediadores de daño celular a 

través de los radicales libres generados en la célula (Srinivas et al., 2018), 

aunque también pueden inducir otras formas de daño al ADN (Srinivas et al., 

2018; Cadet & Wagner, 2013). El daño al ADN tiene un impacto directo en la 

fisiología de un individuo ya que puede alterar la habilidad de transcribir genes 

vitales (Gormally et al., 2019).  

Algunos estudios han demostrado que el daño y mutaciones en el ADN 

mitocondrial pueden jugar un papel importante en el desarrollo de 

enfermedades relacionadas con la edad y el envejecimiento prematuro. Las 

mutaciones del ADN mitocondrial son particularmente perjudiciales para los 

tejidos con alta demanda de energía (incluyendo el cerebro, corazón, músculo 

esquelético, riñón y el sistema endocrino) y regularmente incrementan el riesgo 

de padecer cáncer y otro tipo de enfermedades en estos órganos (Finn et al., 

2012); sin embargo, aún no está claro si estas mutaciones son la causa de 

envejecimiento celular o simplemente se correlacionan (Lam & McKeague, 

2019). 

5.10. ADN y cafeína 

Algunos estudios reportan que la cafeína por si sola o en combinación con 

agentes anticancerígenos, actúa en los puntos control del ciclo celular y 

previene su progresión (Tej & Nayak, 2018). Se ha reportado que la cafeína 

afecta la función del ciclo celular, induce la muerte celular programada 

(apoptosis) y perturba las proteínas reguladoras clave, incluyendo la proteína de 

supresión tumoral p53 (Bode & Dong, 2007). En algunos estudios se ha 

identificado que la cafeína potencia la letalidad inducida por drogas 

anticancerígenas permitiendo que la célula progrese a través de la fase G2 sin 

completar la reparación del ADN, y por lo tanto causando apoptosis (Kaplánek 

et al., 2015).  

En otros estudios se ha visto que los agentes causantes de daño al ADN 

arrestan la fase G2 del ciclo en células cancerígenas suprimiendo la actividad 
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de las cinasas dependientes de ciclina 1 (Cdk1), en este sentido la actividad de 

la cafeína se centra en evitar el arresto en la fase G2 inducida por estos 

agentes y guiar a la célula hacía la apoptosis. Este mecanismo indica que la 

cafeína tiene la capacidad de reactivar a las células cancerígenas mientras que 

en las células normales este efecto no es de gran impacto (Tej & Nayak, 2018; 

Tao et al., 2017). 

La cafeína ha sido usada experimentalmente en numerosos tipos de células 

bajo una variedad de condiciones y a concentraciones que van desde el rango 

de micromolar (µM) a un rango mayor de concentración y, debido a que la 

cafeína muestra efectos dependientes de la dosis, muchos de los datos 

recogidos respecto a sus efectos sobre el ciclo celular y la proliferación son 

ambiguos. (Bode & Dong, 2007). 

5.11.  La levadura como modelo de estudio 

Tradicionalmente las levaduras han sido utilizadas como modelo para estudios 

sobre la respuesta de los puntos de control a diferentes agentes y condiciones y 

para el estudio de los mecanismos de reparación del ADN en células eucariotas 

(Finn et al., 2012; Kocabey et al., 2019). 

Yarrowia lipolytica es una levadura dimórfica de bajo costo, usualmente aislada 

de productos lácteos o ricos en ácidos grasos (como queso o aceite de oliva). 

Es considerada una levadura de fácil manejo, no patógena probablemente 

porque no es capaz de crecer a más de 35°C (Pérez-Campo & Domínguez, 

2001). Tiene un genoma completamente secuenciado y un creciente cuerpo de 

herramientas y protocolos experimentales que permiten su análisis. También es 

capaz de crecer rápidamente en una variedad de sustratos y tiene una 

excelente capacidad de acumulación de lípidos, comúnmente acumula más del 

36% de su peso celular seco en forma de lípidos (Tai & Stephanopoulos, 2013). 

Sus condiciones óptimas de cultivo y crecimiento han sido previamente 

descritas (Barth & Gailardin, 1997; Liu et al, 2015). 



Cafeína y respuesta antioxidante | MCR 
ANTECEDENTES 

30 
 

5.12. Estrés oxidativo en Y. lipolytica 

Estudios previos han utilizado a Yarrowia lipolytica para el análisis de la 

producción de ERO, y la expresión de genes relacionados con la respuesta 

antioxidante (Desentis, 2015; Miranda, 2016; Rodríguez, 2018) 

Cuando las células de Y. lipolytica son cultivadas en medios con diferentes 

fuentes de carbono, se encontró que la glucosa genera una alta producción de 

ERO (Rodríguez, 2018). Por otro lado, se identificaron los genes que tienen 

mayor participación en la defensa antioxidante (SOD1, SOD2, GPX CAT1, 

CAT2 y CAT3) (Desentis, 2015). Y al analizar su expresión en células 

sometidas a la presencia de agentes oxidantes, estos mostraron una respuesta 

rápida ya que aumentan su expresión durante los primeros 15 min de 

tratamiento, proceso que se revierte tras 60 min continuos de tratamiento con el 

mismo agente (Miranda, 2016). 

5.13. Efecto de la cafeína en Y. lipolytica 

En estudios en los que se han utilizado células de dos cepas mutantes de        

Y. lipolytica deficientes de los genes RAD52 y KU80, involucrados en la 

reparación del ADN por HR y NHEJ, respectivamente, se observó un efecto 

citotóxico por parte de la cafeína, ya que mostró una disminución en el 

crecimiento de las células carentes de estos genes al ser tratadas con cafeína 

y/o con peróxido de hidrógeno como agente oxidante (Sifuentes, 2014; 

Quiñones-González et al., 2019). En otro estudio realizado utilizando 

únicamente la cepa P01a de Y. lipolytica se encontró que el tratamiento con 

cafeína (5 mM) inhibió la expresión de los genes RAD52 y KU80 sugiriendo un 

mecanismo indirecto de daño al ADN por efecto de la cafeína (Castillo, 2020).  
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Material 

6.1.1. Material químico 

Los reactivos usados para el desarrollo de este proyecto fueron: extracto de 

levadura y agar (USBiological), peptona de caseína (MCD LAB), D-glucosa 

(BioBasic), cafeína (BioBasic), peróxido de hidrógeno (Jalmek), tris base 

(BioBasic), NaCl (Jalmek), tritón (BioBasic), SDS (ThermoScientific), fenol 

(Sigma), cloroformo (Jalmek), etanol puro grado biología molecular (Sigma), 

ISOLATEII RNA Mini kit (Bioline), EDTA (BioBasic), Go ScriptTM Reverse 

Transcription System Protocol (PROMEGA), MyTaq DNA polymerase, (Bioline), 

oligonucleótidos (Alpha DNA), agarosa (Bioline), bromuro de etidio (Biodiag), 

marcador de talla molecular Hyperladder IV (Bioline). 

6.1.2. Material biológico 

Para realizar el estudio se utilizó la cepa P01a de la levadura Yarrowia 

lipolytica. 

6.2. Métodos 

6.2.1. Diseño del estudio 

Se realizó un estudio de tipo experimental, longitudinal y analítico. Para 

determinar el efecto de la cafeína sobre la expresión de genes de respuesta 

antioxidante se utilizaron cultivos en medio YPD adicionado con cafeína (5 mM) 

y cafeína (5 mM) + H2O2 (5 mM). Para el análisis entre los diferentes 

tratamientos se tomó como control negativo el cultivo en medio YPD sin adición 

de algún agente mientras que el control positivo de daño fue cultivado en medio 

YPD adicionado con H2O2 (5 mM).  
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El proceso experimental se realizó en el Laboratorio de Proteómica del Centro 

de Investigación en Nutrición y Salud Pública (CINSP) de la Facultad de Salud 

Pública y Nutrición (FaSPyN) de la Universidad Autónoma de Nuevo León 

(UANL). 

6.2.2. Estrategia general 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estrategia general de trabajo. 

Estrategia general de trabajo 

1) Cultivo celular 

• Preparación del preinóculo 
(Cuantificación de OD del Precultivo) 

2) Tratamientos con cafeína y H2O2 

• Preparación de los tratamientos con 
cafeína, H2O2 y cafeína + H2O2 

• Toma de muestra en diferentes tiempos 
de incubación (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min) 

3) Obtención y procesamiento del 
material genético 

• Extracción de ácidos nucleicos 

• Cuantificación y ajuste de la 
concentración de A. N. 

• Aislamiento de ARN 

• Síntesis de ADNc 

4) Análisis de la expresión de genes 

• Amplificación por PCR 

• Electroforesis en geles de agarosa 

• Análisis por densitometría de banda 

5) Comparación de la expresión de los genes en los 
diferentes tratamientos 
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6.3. Procedimiento experimental 

6.3.1. Cultivo celular y tratamientos 

6.3.1.1. Preparación de los medios de cultivo 

Las células de la cepa P01a de Y. lipolytica se cultivaron en medio YPD (Yeast 

extract, Peptone, Dextrose) que consiste en 1% de extracto de levadura, 2% de 

peptona de caseína y 2% de glucosa. Se preparó medio de cultivo YPD para el 

preinóculo (50 ml) y los inóculos (400 ml). Para esto se disolvieron 0.5 g de 

extracto de levadura, 1 g de peptona de caseína y 1 g de glucosa en 50 ml de 

agua desionizada para el preinóculo y 4 g de extracto de levadura, 8 g de 

peptona de caseína y 8 g de glucosa en 400 ml de agua para los inóculos. Los 

medios de cultivo se esterilizaron por calor húmedo en autoclave (121°C y 15 

lb/pulg2 de presión durante 15 min) y se almacenaron a temperatura ambiente 

hasta su uso. 

6.3.1.2. Preparación y ajuste del preinóculo según la OD 

Para la preparación del preinóculo se partió de cultivos de las células de Y. 

lipolytica (Cepa P01a), en placas de Petri con medio YPD. Una colonia fue 

aislada e inoculada en un matraz Erlenmeyer (250 ml) con 50 ml de medio YPD, 

este proceso se realizó en condiciones de esterilidad, utilizando una campana 

de flujo laminar (SG 403, SterilGARD III Advance). Posteriormente, el 

preinóculo se incubó a 28°C con agitación (200 rpm) por 16 h en una 

incubadora (Lab Companion). 

La cantidad de material biológico se estandarizó para los inóculos determinando 

la densidad óptica (OD) del preinóculo con el uso de un espectrofotómetro (UV-

Visible Evolution 300, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 600 nm. 

Para determinar la OD inicial de los inóculos se utilizó la siguiente fórmula: 

𝑉𝑖 = (𝑉𝑓)(𝐶𝑓) ÷ (𝐶𝑖) 
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En dónde:  

• Vi: Volumen inicial 

• Cf: Concentración final 

• Vf: Volumen final 

• Cf: Concentración inicial 

6.3.1.3. Preparación del inóculo 

El inoculo se preparó adicionando el medio YPD previamente preparado con el 

volumen necesario de preinóculo para alcanzar una OD de 0.2, este proceso se 

llevó a cabo en condiciones de esterilidad. Se prepararon 4 matraces (1 para 

cada tratamiento) con la OD ajustada a 0.2, y se incubaron a 28°C y 200 rpm 

durante 16 h.  

6.3.1.4. Tratamiento con cafeína 

En condiciones de esterilidad se añadió la cantidad necesaria de cafeína para 

alcanzar una concentración de 5 mM en el medio de cultivo partiendo de una 

solución stock de 250 mM, esta concentración fue previamente establecida 

debido a que produce una disminución en el crecimiento de células de Y. 

lipolytica sin causar muerte celular (Sifuentes, 2014). Para determinar el 

volumen necesario se utilizó la siguiente fórmula: 

𝑉𝑖 = (𝑉𝑓)(𝐶𝑓) ÷ (𝐶𝑖) 

El volumen determinado de cafeína se agregó a 2 matraces con inóculo, ambos 

contenían únicamente medio YPD. 

6.3.1.5. Tratamiento con peróxido 

En condiciones de esterilidad se añadió la cantidad necesaria de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) para alcanzar una concentración de 5 mM en el medio de 

cultivo, esta concentración fue previamente establecida para inducir estrés 
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oxidativo (Sifuentes, 2014). Para determinar el volumen necesario se utilizó la 

siguiente fórmula: 

𝑉𝑖 = (𝑉𝑓)(𝐶𝑓) ÷ (𝐶𝑖) 

El volumen determinado de H2O2 se agregó a 2 matraces con inóculo, uno que 

contenía únicamente medio YPD y otro que contenía la cantidad de cafeína 

previamente determinada. 

De esta manera se obtuvieron 4 tratamientos: 

• A) YPD 

• B) Cafeína [5 mM] 

• C) Peróxido [5 mM] 

• D) Cafeína [5 mM] + H2O2 [5 mM] 
  

Los tratamientos fueron incubados a 28°C y 200 rpm. Una muestra de 5 ml fue 

tomada a los diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min) y recolectada en un 

tubo falcón adecuadamente etiquetado.  

6.3.2. Obtención y procesamiento del material genético 

6.3.2.1. Extracción de ácidos nucleicos 

De las muestras de 5 ml obtenidas a diferentes tiempos (5, 10,15, 30 y 60 min) 

se tomó una muestra de 1.5 ml y se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 ml de 

capacidad, se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min utilizando una 

microcentrífuga (Eppendorf) con la finalidad de concentrar el paquete celular en 

el fondo de tubo y eliminar el sobrenadante. Este paso se repitió 3 veces por lo 

que se usaron 4.5 ml de cultivo para obtener el paquete celular. 

Partiendo de los paquetes celulares se realizó la extracción de ácidos nucleicos 

(AN) por el método de Hoffman y Winston (1987) a una temperatura de 4°C en 

cama de hielo molido. Este método consiste en el fraccionamiento de la pared 

celular por un medio mecánico añadiendo 0.3 g de perlas de vidrio (0.2 mm de 
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diámetro), y un medio químico utilizando 400 µl de buffer de lisis (Tritón 100X, 

SDS 1%, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Tris Base 10 mM). Las muestras se 

agitaron en vórtex durante 10 seg para la disolución del paquete celular en el 

buffer. Posteriormente, se agregaron 400 µl de fenol-cloroformo 50:50 para 

separar la fase acuosa que contiene los AN, la muestra se agitó en vórtex en 3 

periodos (1 min en agitación/ 1 min en hielo) y posteriormente se centrifugando 

a 12000 rpm durante 10 min para aislar la fase acuosa (400 µl) y transferirla a 

un tubo nuevo. Se agregaron 0.1 volúmenes (40 µl) de acetato de sodio 3 M y 2 

volúmenes (800 µl) de etanol al 100% frío para precipitar los AN. Las muestras 

se mezclaron por inversión 3 veces y se incubaron a -20°C durante 20 min. 

Posterior a la incubación se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min y se 

eliminó el sobrenadante por decantación. El pellet de AN se lavó con 500 µl de 

etanol (70%) y se centrifugó por 5 min a 12000 rpm, el sobrenadante se eliminó 

por decantación, esta operación se realizó 2 veces. Los restos de etanol se 

eliminaron con micropipeta y se dejaron secando a temperatura ambiente (TA) 

durante 10 min. Los AN obtenidos se resuspendieron con 50 µl de agua estéril 

(PISA®) y se almacenaron perfectamente etiquetados a una temperatura de -

80°C hasta su uso.    

6.3.2.2. Cuantificación y ajuste de la concentración de ácidos 

nucleicos 

Los AN obtenidos se cuantificaron utilizando el equipo NanoDrop 2000 UV-

Visible (Thermo Scientific) a una OD de 260 nm. La OD se ajustó a 1000 ng/µl 

de ADN realizando diluciones con agua estéril (PISA®). 

6.3.2.3. Obtención del ARNm 

Después de la obtención de los AN se aisló el ARN utilizando la enzima DNasa 

I ISOLATE II RNA Mini kit (Bioline). Para ello, se tomaron; 1000 ng de ADN en 8 

µl de muestra (ajustando está concentración con agua estéril (PISA®), 1 µl de 

enzima DNasa y 1 µl de buffer de reacción para DNasa, los elementos se 
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mezclaron en un tubo de polipropileno de 200 µl de capacidad. Las muestras se 

incubaron a una temperatura de 37°C durante 1 h en un termociclador (PCR 

Sprint Thermal Cycler®; Thermo Electron Corporation).  Una vez terminado este 

periodo de incubación se agregó a la muestra 1 µl de enzima DNasa y se 

incubó nuevamente a 37°C por 1 h. Posterior a los dos periodos de incubación 

con la enzima se agregó 1 µl de EDTA (25 mM) para inactivar a la enzima y se 

incubó a 65°C por 10 min. El ARN aislado se cuantificó utilizando el equipo 

NanoDrop 2000. En la tabla 2 se muestran los componentes de la reacción para 

el tratamiento con DNasa. 

 

Tabla 1. Componentes de la reacción con la enzima DNasa 

Reactivo Volumen (µl) Concentración 

AN 8 1000 ng 

Enzima DNasa 2 - 

Buffer RDN 1 10X 

EDTA 1 25 mM 

Volumen final = 12 

6.3.2.4. Síntesis de ADNc 

A partir del ARN obtenido se sintetizó el ADN complementario (ADNc) utilizando 

el kit Go ScriptTM Reverse Transcription System Protocol (PROMEGA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo consiste en 2 reacciones, 

cada una con diferentes periodos de incubación, la mezcla de los reactivos 

necesarios para cada reacción se realizó a una temperatura de 4°C en tubos de 

polipropileno de 200 μl de capacidad. Los componentes de cada reacción se 

muestran en la tabla 2. 
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Tabla 2. Componentes de las reacciones con la enzima RT 

Reactivo Volumen (µl) Concentración 

Reacción 1 

ARN 8 500 ng 

Oligo dT 1 0.5 µg 

H2O 3 - 

Volumen = 12 - 

Reacción 2 

Buffer 4 5 X 

MgCl2 2 25 mM 

dNTP’s 1 0.5 mM 

Enzima RT 1 - 

Volumen = 8 - 

Volumen final = 20 - 

 

Una vez mezclados los componentes de la reacción 1 esta se incubó a la 

temperatura correspondiente (70°C) en un termociclador (Thermo Scientific Fisher) 

y posteriormente se mantuvo en hielo molido (4°C) durante 5 min. Durante este 

tiempo se mezclaron en otro tubo los componentes de la reacción 2 y se 

transfirieron al tubo de la reacción 1 el cual nuevamente se incubó a la temperatura 

correspondiente. Las temperaturas de incubación de cada reacción se muestran en 

la tabla 3.  

Tabla 3. Condiciones de la reacción de RT 

Reacción Temperatura (°C) Tiempo (min) 

1 70 5 

Hielo 4 5 

2 

25 5 

42 60 

70 15 

Conservación 4 ∞ 
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El ADNc obtenido se cuantificó y se almacenó a una temperatura de -20°C hasta 

su uso. 

6.3.3. Análisis de la expresión de genes por RT-PCR 

6.3.3.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El análisis de la expresión de genes se realizó por PCR (Polymerase Chain 

Reaction) semicuantitativa utilizando oligonucleótidos específicos para 

amplificar la secuencia correspondiente a los genes: SOD1, SOD2, GPX, CAT1, 

CAT2 y CAT3 y el gen constitutivo ACT. El ADNc se utilizó para la reacción de 

PCR en conjunto con los componentes necesarios para llevar a cabo la 

reacción. La mezcla de los componentes se realizó en un tubo de polipropileno 

de 200 µl de capacidad a una temperatura de 4°C utilizando un cama de hielo 

molido. Los tubos fueron previamente etiquetados de acuerdo con los 

oligonucleótidos (forward y reverse) específicos para cada gen y con la muestra 

correspondiente. Los componentes de la reacción se muestran en la tabla 4 

mientras que las condiciones de temperatura se muestran en la tabla 5. Los 

periodos de incubación se realizaron en un termociclador (Thermo Scientific 

Fisher). 

Tabla 4. Componentes de la reacción de PCR 

Reactivos Volumen (µl) 

H2O 4.4 

Buffer 5X 2.5 

Oligonucleótido (F) 2 

Oligonucleótido (R) 2 

Taq polimerasa 0.1 

ADNc 1.5 

Volumen final = 12.5 
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Tabla 5. Condiciones de la reacción de PCR 

Etapa Fase Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

(min) 

Número de 

ciclos 

1 Desnaturalización 
95 

5 1 

2 

Desnaturalización 

1 28 Alineamiento 60 

Extensión 
72 

3 Extensión final 10 1 

4 Conservación 4 ∞ - 

6.3.3.2. Electroforesis en geles de agarosa 

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa 

al 2%. La agarosa se calentó para su adecuada disolución utilizando una placa 

de calentamiento (PC420D, Corning Stirrer). Una vez disuelta la solución se 

transfirieron 25 ml que se transfirieron a un tubo de polipropileno de fondo 

cónico y se le agregaron 2 µl de bromuro de etidio (10 mg/ml), la mezcla se 

homogeneizó por inversión y se vertió en un molde con un peine de plástico 

para la formación de pocillos. Se dejó gelificar por 35 min y posteriormente en 

cada pocillo se cargaron 10 µl de producto de PCR mezclados con 2 µl de 

buffer de carga (0.25% azul de bromofenol y 40% de sucrosa). Para verificar 

que los genes amplificados correspondieran al tamaño del fragmento analizado 

se cargaron en el primer pocillo 2 µl de marcador de talla molecular 

(Hyperladder IV, Bioline) y 2 µl de buffer de carga. El gel se colocó en la cámara 

de electroforesis horizontal y se le agregó Buffer TAE 1X. Para la separación de 

bandas se aplicó una corriente eléctrica de 20 Volts durante 5 min y 80 Volts 

durante 60 min con una fuente de poder Power pack 300 (Bio Rad).  

 



Cafeína y respuesta antioxidante | MCR 
MATERIAL Y MÉTODOS 

41 
 

6.3.3.3. Obtención de los valores de expresión por 

densitometría de banda 

Cada gel se visualizó con luz UV en un fotodocumentador (Gel Doc-It Imaging 

System). Los valores de expresión correspondientes a cada gen se obtuvieron 

por medio del software Vision Works (UV-Visible Evolution 300, Thermo 

Scientific), en cada uno de los experimentos estos valores se ajustaron con 

respecto a la expresión del gen constitutivo ACT. 

6.3.4. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software SPSS V.22 (IBM, Inc. 

Chicago Illinois, USA). Se aplicaron pruebas de normalidad y posteriormente 

pruebas paramétricas para comparación de medias (ANOVA). Para comparar 

los niveles de expresión de cada gen se consideró un intervalo de confianza del 

95%. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Estandarización de las condiciones de PCR 

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se demostró que el gen 

de actina (ACT) puede ser utilizado como gen constitutivo para el análisis de 

expresión de genes en Y. lipolytica (Miranda, 2016). Por lo que, en este trabajo, 

se incluyó el gen de ACT para la normalización de los datos obtenidos en los 

diferentes experimentos de expresión. 

Las características de los oligonucleótidos utilizados (secuencia, tamaño del 

fragmento que amplifican y temperatura de alineamiento que se utilizó para el 

análisis en el presente trabajo) se muestran en la tabla 6. 

La temperatura óptima de alineamiento de los oligonucleótidos específicos 

utilizados para el análisis fue de 60° C para todos los genes. Esta temperatura 

de alineamiento se determinó en otros estudios realizados en nuestro 

laboratorio en dónde se analizaron estos genes (Desentis, 2015; Miranda, 2016; 

Quiñones, 2018; Villarreal, 2020). 

Tabla 6. Características de los oligonucleótidos utilizados para la PCR. 

Gen Secuencia de oligonucleótidos (5’→3’) 
Amplicón 

(pb) 

Temperatura 

(°C) 

SOD1 
F: CACTGGAACTTCTGCTCCGTCCC 

547 60 
R: CTGGACGTCCTTTCGCTCCTCC 

SOD2 
F: CTTCGAGGAGATTCCAAGGTCTCC 

390 60 
R: CTTGAGAGAGTCGGCATGGCC 

GPX 
F: CCGCTTTCTACAACCTCGCTCC 

411 60 
R: CGACGTTACCGTGCTTATCAACC 

CAT1 
F: CCACCACCGTGCGATTTTCTACC 

539 60 
R: CATGGTCTGAAGGGAAACGGTCC 

CAT2 
F: CCATGCAAAGGGAGGAGGAGCC 

623 60 
R: CCGTCCACGAGGGGTAATCCC 
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CAT3 
F: CAAGACCTTCACTCGATTCTCCACC 

425 60 
R: CGTCATTGGTGAGGTTCTTGATGCC 

ACT 
F: GGTATCGTTCTTGACTGGTGATGG 

692 60 
R: GGCCTCGTCGTACTCCTGCTTGG 

 

En la figura 5 se muestran los productos de PCR obtenidos al amplificar ADN 

genómico utilizando estos oligonucleótidos con la finalidad de corroborar su 

especificidad y eficiencia. El tamaño de cada una de las bandas corresponde al 

fragmento esperado, para la amplificación con cada uno de los pares de 

oligonucleótidos utilizados. 

 
Figura 5. PCR de los genes ACT, SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 amplificados en ADN. 
Productos de PCR visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se indica el tamaño de las 
bandas que corresponde a cada gen de acuerdo con el marcador de talla molecular (1500 pb, Promega); 
Gen ACT (692 pb); CAT1 (539 pb); CAT2 (623 pb); CAT3 (425 pb); SOD1 (547 pb); SOD2 (390 pb); GPX 
(411 pb) pb: pares de bases correspondientes al marcador. 

7.2. Aislamiento de ARN 

Una vez eliminado el ADN de las muestras con la enzima DNasa I, el ARN 

aislado fue sometido a PCR con oligonucleótidos específicos para el gen ACT 

con la finalidad de determinar la efectividad del tratamiento con la enzima 

DNasa. En la figura 6 se observa que en la muestra tratada con la enzima 

DNasa no se obtuvo producto amplificado lo cual indica que el ADN genómico 

fue eliminado por completo con el tratamiento utilizado.  
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Figura 6. Comprobación de la efectividad del tratamiento con DNasa. 
Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las muestras tratadas con DNasa se 
sometieron a PCR para verificar la eliminación total del ADN genómico. Carril 1: 
Marcador de talla molecular 100 - 1500 pb (Promega); Carril 2: ADN genómico; Carril 
2: ARN obtenido del tratamiento con DNasa. pb: pares de bases correspondientes al 
gen marcador.  

 

7.3. Obtención de ADN complementario (ADNc) 

Para la obtención del ADNc se utilizaron 500 ng de ARN obtenido a partir del 

tratamiento con la enzima DNasa. En el apartado de material y métodos se 

describe el proceso de obtención de ADNc utilizando la enzima transcriptasa 

reversa, como resultado del proceso se obtuvieron concentraciones de 

aproximadamente 700 a 800 ng/µl de ADNc los cuales se ajustaron a una 

concentración de 500 ng/µl; de los que se utilizaron 2 µl (1000 ng) para la 

reacción de PCR.  

7.4. Análisis de la expresión de genes de respuesta antioxidante 

 El ADNc obtenido a partir del ARN mensajero correspondiente a las células de 

Y. lipolytica tratadas con los distintos agentes durante diferentes tiempos se 

utilizó para amplificar los fragmentos de los genes de interés (SOD1, SOD2, 

GPX, CAT1, CAT2 y CAT3) mediante PCR. Los productos de PCR se 

sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se analizaron por 

densitometría para determinar la intensidad en pixeles de cada banda. Como se 
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indicó, los valores obtenidos por densitometría correspondientes a la banda del 

gen ACT se utilizaron para normalizar el valor obtenido de los genes analizados 

en cada experimento y determinar el patrón de expresión de cada uno de ellos 

en cada tratamiento. La comparación del nivel de expresión de cada gen se 

realizó con el valor correspondiente al promedio y la desviación estándar 

obtenidos a partir de 3 experimentos independientes.  

7.4.1. Análisis de la expresión de genes en respuesta al tratamiento 

con cafeína 

Los posibles cambios en la expresión de los distintos genes se determinaron 

con respecto al gen constitutivo (ACT) en las células cultivadas en medio YPD 

sin tratamiento. En la figura 7 se observan los patrones de expresión de los 

genes analizados a diferentes tiempos de incubación con cafeína (5 mM). El 

promedio y la desviación estándar se calcularon a partir de los valores de 

expresión de 3 experimentos independientes, a partir de estos se hicieron las 

gráficas que permiten observar las variaciones en la actividad transcripcional de 

los distintos genes. 

En las células tratadas con cafeína se observó un aumento en la expresión del 

gen SOD1 a los 30 y 60 min de incubación, mientras que con el gen SOD2 la 

expresión aumentó abruptamente a partir de los 5 min y alcanzó los mayores 

niveles a los 30 y 60 min. Un patrón similar se observó como resultado de la 

transcripción del gen GPX el cuál mostró un aumento gradual en su expresión a 

partir de los 5 min, y alcanzando su nivel máximo de expresión a los 30 min de 

incubación. Con respecto a los genes que codifican para catalasas se observó 

que, el gen CAT1 mostró un aumento a partir de los 5 min; a los 10 min de 

tratamiento mostró su mayor nivel de expresión y éste comenzó a disminuir a 

partir de los 15 min hasta alcanzar valores basales a los 60 min. En el gen 

CAT2 el aumento en la actividad transcripcional se observó a partir de los 10 

min de incubación de las células en medio con cafeína; el mayor aumento en 

los niveles de expresión se observó a los 15 min y posteriormente (a 30 y 60 
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min) se presentó la disminución de la expresión, sin que estos valores llegaran 

a los observados en las células sin tratamiento con cafeína (0 min). El gen 

CAT3 mostró un patrón de expresión similar a la del gen CAT2, aunque el 

aumento en la expresión de CAT3 inició a partir de los 5 min de incubación con 

cafeína; el nivel máximo de expresión se alcanzó a los 15 min y a los 30 y 60 

min, se observó una disminución en los valores de expresión.  

 
Figura 7. Expresión de los genes SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 en células de Y. lipolytica 
tratadas con cafeína (5 mM) durante diferentes tiempos. 
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos independientes; la barra 
en la parte superior de cada columna representa la desviación estándar. Superíndices diferentes indican 
diferencias significativas entre los tiempos comparados mediante ANOVA y post hoc de Games-Howell 
(GPX, CAT1 y CAT3) o Tukey (SOD1, SOD2 y CAT2). 

 

En general, se observó que cada uno de los genes que participan en la 

respuesta antioxidante de Y. lipolytica presenta un patrón de expresión temporal 

específico, en respuesta al tratamiento con cafeína (5 mM). La mayor similitud 

observada entre estos patrones de expresión es la correspondiente a los genes 

que codifican para catalasas, observándose un nivel máximo a los 10-15 min, y 

posteriormente una disminución de la expresión (15 min en CAT1, 30 y 60 min 
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en los genes CAT2 y CAT3). Los patrones de expresión temporal de los genes 

CAT2 y CAT3, presentan la mayor similitud. 

7.4.2. Análisis de la expresión de genes en respuesta al tratamiento 

con H2O2. 

De igual forma que con las muestras tratadas con cafeína se determinó la 

actividad transcripcional de los distintos genes en las muestras tratadas con 

H2O2, con respecto al gen constitutivo (ACT) en células sin tratamiento. En la 

figura 8 se observa el patrón de expresión de cada gen en las células tratadas 

con H2O2, (5 mM). Los valores que se utilizaron para la elaboración de las 

gráficas corresponden al promedio y la desviación estándar calculados a partir 

de los valores de expresión de tres experimentos independientes. 

En las células tratadas con H2O2 se observó que los genes que codifican para 

superóxido dismutasa (SOD1 y SOD2) muestran un aumento a partir de los 10, 

15 y 30 min de tratamiento mientras que a los 60 min hay una recuperación de 

la expresión basal (0 min). El gen GPX mostró un aumento en la expresión a los 

5 min; posteriormente alcanzó sus valores máximos a los 10 min y se 

mantuvieron hasta los 30 min; a los 60 min el nivel de expresión disminuyó sin 

llegar al nivel basal. En los genes de catalasa se observó que el gen CAT1 

aumento a los 15 y 30 min de tratamiento y recuperó su expresión basal a los 

60 min; el gen CAT2 mostró un aumento en su expresión a los 5 min mientras 

que a los 30 min se observó el mayor nivel de expresión el cuál disminuyó a los 

60 min; el gen CAT3 únicamente mostró cambios significativos al min 60 de 

tratamiento en donde se encontró una menor expresión del gen.  
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Figura 8. Expresión de los genes SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 en células de Y. lipolytica 
tratadas con H2O2 durante diferentes tiempos.  
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos independientes; la barra 
en la parte superior de cada columna representa la desviación estándar. Superíndices diferentes indican 
diferencias significativas entre los tiempos comparados mediante ANOVA y post hoc de Games-Howell 
(GPX, CAT1, CAT2 y CAT3) o Tukey (SOD1 y SOD2). 

7.4.3. Análisis de la expresión de genes en respuesta al tratamiento 

con cafeína y H2O2. 

En las células tratadas con la mezcla de cafeína y H2O2 (ambas con 

concentración de 5 mM), de manera similar a los tratamientos con los agentes 

de forma aislada, se determinaron los cambios en la expresión de los distintos 

genes con respecto al gen constitutivo (ACT) en las células sin tratamiento. En 

la figura 9 se observa el patrón de expresión de los genes analizados. Las 

variaciones en la actividad transcripcional de los distintos genes se 

determinaron comparando los valores promedio y la desviación estándar 

obtenidos de tres experimentos independientes.  
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Figura 9. Expresión de los genes SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 en células de Y. lipolytica 
tratadas con cafeína y H2O2 durante diferentes tiempos.  
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos independientes; la barra 
en la parte superior de cada columna representa la desviación estándar. Superíndices diferentes indican 
diferencias significativas entre los tiempos comparados mediante ANOVA y post hoc de Games-Howell 
(GPX, CAT1 y CAT3) o Tukey (SOD1, SOD2 y CAT2). 
 

En los resultados obtenidos se observa que los genes SOD1, SOD2 y GPX 

aumentaron su nivel de expresión partir de los 5 min sin mostrar una 

recuperación de la expresión basal. En los genes que codifican para catalasas, 

el gen CAT1 mostró un aumento en su nivel de expresión a los 5 min de 

incubación, el nivel de expresión disminuyó a los 10 min y recuperó su 

expresión basal a los 30 min; los genes CAT2 y CAT3 mostraron un aumento 

en su expresión a partir de los 5 min y una recuperación a su estado basal a los 

60 min.  

Dado que se encontró que todos los genes mostraron diferencias significativas 

entre los 15 y 30 min de incubación con cada agente, se realizaron gráficas que 

muestran los resultados obtenidos a partir de las muestras al minuto 15 de 

incubación. Los valores de p se obtuvieron a partir de la prueba de ANOVA al 

comparar los resultados obtenidos de cada tratamiento (Ver Anexos). 
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7.4.4. Análisis de la expresión de genes a los 15 min de incubación 

con los diferentes tratamientos. 

Al analizar los cambios en la respuesta transcripcional de los genes que 

codifican para la enzima superoxido dismutasa observamos que el gen SOD2 

presenta una mayor expresión en comparación con el gen SOD1, en todos los 

tratamientos. Al hacer la comparación de los resultados obtenidos con el gen 

SOD1, se observa que únicamente las muestras tratadas con H2O2 y cafeína + 

H2O2 mostraron diferencias al compararlas con las muestras sin tratamiento. En 

cuanto al gen SOD2, observamos un incremento significativo en la expresión 

del gen, con respecto al grupo control, cuando las células fueron sometidas a 

los 3 tratamientos (figura 10).  

 
Figura 10. Expresión de los genes SOD1 y SOD2 a los 15 min de incubación con cada tratamiento. 
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos independientes; la barra 
en la parte superior de cada columna representa la desviación estándar. Superíndices diferentes indican 

diferencias significativas entre los tiempos comparados mediante ANOVA 

Con respecto a la actividad transcripcional del gen GPX, se observó que a los 

15 min de incubación en todos los tratamientos la expresión aumentó 

significativamente con respecto al tratamiento control (figura 11). En las 

muestras tratadas con cafeína sola o en combinación con H2O2 los valores de 

expresión son similares (p = 0.141) entre ellas, mayores al grupo control y 

significativamente menores que la expresión gen GPX observada bajo el 

tratamiento de las células con H2O2 solo (p = 0.000). 
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Figura 11. Expresión del gen GPX a los 15 min de incubación con cada 
tratamiento. 
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos 
independientes; la barra en la parte superior de cada columna representa la 
desviación estándar. Superíndices diferentes indican diferencias significativas 

entre los tiempos comparados mediante ANOVA 

 

En el análisis de los genes que codifican para la enzima catalasa: CAT1, CAT2 

y CAT3 (figura 12), se observó que el gen CAT1 mostró una menor respuesta 

transcripcional en todos los tratamientos probados, en comparación con los 

genes CAT2 y CAT3. La expresión de CAT1 solo fue significativamente mayor 

en las muestras obtenidas de las células tratadas con cafeína. Con respecto al 

gen CAT2, a los 15 min de incubación en todos los tratamientos se observó una 

respuesta transcripcional significativamente mayor, con respecto al grupo 

control. Además, se observó que el mayor nivel de expresión de obtuvo en las 

células tratadas con cafeína sola o en combinación. Al analizar los resultados 

de la expresión del gen CAT 3, se observó que las muestras tratadas solo con 

cafeína (5 mM) muestran el mayor nivel de expresión (aproximadamente 6 

veces mayor) a los 15 min; en las muestras tratadas con cafeína + H2O2 
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también se incrementó la expresión (aproximadamente 3 veces) mientras que 

en presencia de H2O2 solo (5 mM) no se observaron cambios significativos en la 

expresión del gen CAT3 (figura 12). 

 

Figura 12. Expresión de los genes CAT1, CAT2 y CAT3 a los 15 min de incubación con cada 
tratamiento. 
El tamaño de las columnas corresponde al valor promedio de tres experimentos independientes; la barra 
en la parte superior de cada columna representa la desviación estándar. Superíndices diferentes indican 
diferencias significativas entre los tiempos comparados mediante ANOVA 
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8. DISCUSIÓN 

 

El café es, después del agua, la bebida más comercializada y consumida a nivel 

mundial por lo que se han realizado diversos estudios con la finalidad de 

conocer sus efectos sobre el organismo, especialmente el papel que juega la 

cafeína, ya que es uno de los componentes más importantes presentes en el 

café (Jeon et al., 2019). Aunque convencionalmente a la cafeína se le atribuyen 

los efectos fisiológicos del café, la realidad es que esto no es completamente 

cierto, un ejemplo de ello es la actividad antioxidante atribuida a la capacidad de 

captar radicales libres y de donar electrones que ha sido descrita en estudios en 

donde se analiza el efecto del café por lo que estos efectos no necesariamente 

pueden ser atribuidos a la cafeína por si sola sino al efecto de algunos otros 

componentes del café como el ácido clorogénico o el ácido cafeico (Muhammed 

et al., 2021).  

El café es una mezcla compleja de compuestos bioactivos que se pueden 

encontrar en los granos de forma natural, o se pueden generar durante el 

proceso de tostado. Algunos de ellos son considerados antioxidantes 

principales que actúan como captadores de radicales libres e inductores de la 

respuesta antioxidante en conjunto con la cafeína (Sjakste et al., 2020). Por su 

parte, la cafeína (1, 3, 7 - trimetilxantina) es una xantina alcaloide que se 

encuentra en una gran variedad de productos que forman parte de la dieta (Xu 

et al., 2020). Se ha comprobado que su ingesta diaria en dosis moderadas es 

capaz de producir efectos positivos sobre el SNC (Li et al., 2019; Machado et 

al., 2020). A pesar de sus efectos benéficos, el consumo de cafeína también ha 

sido asociado con efectos negativos como pérdida de hueso, reducción de la 

densidad ósea, incremento de riesgos en el embarazo, cambios en el 

comportamiento y privación del sueño (Georgalas et al., 2021), aunque es 

necesario mencionar que se ha elucidado que estos efectos están 

determinados por la dosis ingerida y que dependerán además del género y la 

edad de la persona que la consuma (Li et al., 2019; Machado et al., 2020). En 

épocas recientes, el impacto de la cafeína como antioxidante ha estado, de 
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igual forma, determinado por reportes que indican un efecto antioxidante o 

prooxidante dependiente de la dosis administrada. En estudios recientes se ha 

encontrado que dosis bajas de cafeína no muestran un aumento significativo en 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) ni modificaciones en la 

actividad de enzimas responsables de la respuesta antioxidante como catalasa, 

superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa; contrario a lo que sucede al 

utilizar dosis mayores. Como se mencionó, ambos efectos, benéficos o 

perjudiciales, son posibles y su efecto sobre el estrés oxidativo depende de la 

dosis de cafeína ingerida (Onaolapo, 2020). 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son subproductos del metabolismo 

aeróbico con un efecto dual ya que, a pesar de ser esenciales para el 

organismo, también pueden tener efectos perjudiciales sobre las 

macromoléculas celulares. Niveles bajos de ERO funcionan como moléculas de 

señalización, mientras que un aumento en los niveles de ERO puede provocar 

oxidación y mutaciones que alteran la estructura de diferentes biomoléculas 

(proteínas, lípidos y ácidos nucleicos) y a su vez la función celular normal, es 

decir, el efecto de las ERO sobre la célula dependerá de su concentración 

intracelular. Para asegurar el balance entre la producción y captación de las 

ERO es necesario un sistema de defensa antioxidante compuesto por 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos que tienen como función neutralizar 

la producción de ERO y de esta forma evitar el estrés oxidativo (Li et al., 2019; 

Tuy et al., 2021; Wang et al., 2021). Las enzimas superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) constituyen un sistema de defensa 

antioxidante de primera línea que juega un papel clave y fundamental en los 

mecanismos y estrategias de defensa total de los sistemas biológicos por lo 

que, los estudios en los que se busca evaluar el estrés oxidativo se enfocan en 

analizar su actividad enzimática (Ighodaro & Akinloye, 2018; Muñoz-Peñuela, 

2021).  

La levadura Yarrowia lipolytica ha sido utilizada como modelo de estudio de 

diversos procesos biológicos ya que confiere beneficios en cuanto a la facilidad 
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de manipulación como organismo modelo y el bajo costo que representa su 

cultivo (Patterson et al., 2018; Zhang et al., 2019; Ouphanit et al., 2019). 

Utilizando a Y. lipolytica, como modelo de estudio en trabajos previos en 

nuestro laboratorio se ha encontrado que la cafeína, a una concentración de 5 

mM, tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las células sin causar 

muerte (Sifuentes, 2014) lo que siguiere un posible efecto genotóxico derivado 

del daño citotóxico provocado por la cafeína (Quiñones-González et al., 2019). 

Sin embargo, al analizar la expresión de los genes RAD52 y KU80 (implicados 

en los mecanismos de reparación del daño al ADN) en células tratadas con 

cafeína [5 mM] se encontró que la cafeína inhibió la actividad de estos genes 

(RAD52 y KU80); sin embargo, también se observó un aumento en la expresión 

del gen CAT3, resultados que sugieren que la cafeína ejerce su efecto de daño 

a las células mediante un mecanismo indirecto de daño al ADN, que 

posiblemente involucra la generación de ERO y por consecuencia estrés 

oxidativo (Castillo, 2020). 

En el presente trabajo, con el objetivo de analizar el posible efecto indirecto de 

daño al ADN se utilizó la cepa P01a de Yarrowia lipolytica para determinar el 

patrón de expresión de los genes involucrados en la respuesta celular 

antioxidante (SOD1, SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3), mismos que ya se han 

analizado en nuestro laboratorio (Desentis, 2015; Miranda, 2016; Villarreal, 

2020). Determinar el patrón de expresión de estos genes permite establecer los 

puntos en los que el tratamiento genera una mayor respuesta Un tiempo de 

respuesta corto  implica que la célula pasara de la transcripción a la traducción 

de estos genes en la primera hora de tratamiento por tanto las reacciones 

enzimáticas que responden a los efectos provocados por el agente podrán 

llevarse a cabo mientras las célula se adapta al ambiente que contiene el 

agente estudiado. 

Con la intención de comparar los resultados mostrados en el tratamiento con 

cafeína (5 M) se analizó también la actividad transcripcional de estos genes en 

un tratamiento con un agente oxidativo conocido (H2O2, 5 mM) y la combinación 
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de ambos agentes, cada uno con la concentración 5 mM. El punto de partida 

para este trabajo fue nuestra hipótesis en la que planteamos que la cafeína 

induce el aumento en la expresión de genes de respuesta antioxidante en 

células de Y. lipolytica.  

Nuestros resultados muestran que la cafeína genera un aumento en la 

expresión de los genes SOD1 y SOD2, GPX, CAT1, CAT2 y CAT3 involucrados 

en la respuesta antioxidante, mostrando un patrón específico para cada uno 

comparable a lo obtenido en las muestras tratadas con H2O2 (como control 

positivo de estrés oxidativo) y cafeína + H2O2 (la mezcla de ambos compuestos, 

antioxidante y prooxidante). Dado que hay un aumento en la expresión de los 

genes encargados de la respuesta antioxidante se podría asumir que hay un 

aumento en la producción de ERO, es decir un desbalance entre moléculas 

antioxidantes y prooxidantes, lo que provoca el incremento en la actividad de 

las enzimas encargadas de reestablecer este balance. Sin embargo, no hay 

evidencia de que la producción de ERO aumente. Por otro lado, el aumento en 

la expresión de genes relacionados con la respuesta antioxidante puede ser 

algo positivo para el organismo. Estudios previos acerca del efecto que el 

consumo de cafeína tiene sobre la actividad antioxidante se centran en analizar 

el efecto que este compuesto tiene sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes. En el estudio de Abreu y colaboradores (2011), se encontró que 

el consumo crónico de cafeína aumenta la actividad de superoxido dismutasa y 

glutatión peroxidasa, lo que reduce la peroxidación lipídica en la membrana 

cerebral y por lo tanto reduce el daño en la función cognitiva a través de la 

modulación del sistema antioxidante endógeno en el cerebro (Abreu et al., 

2011). En este caso la cafeína se encargó de modular el sistema de defensa 

antioxidante lo que juega un papel importante en la protección del sistema 

biológico. 

Los resultados que obtuvimos al someter a las células al efecto de los agentes 

cafeína y H2O2 muestran que hubo una regulación mediada por el tiempo de 

exposición al agente en la expresión de los genes de respuesta antioxidante. Se 
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observó que la respuesta transcripcional de dichos genes aumentó en las 

muestras tratadas durante tiempos cortos (alrededor de 15 y 30 min de 

tratamiento) considerando los mayores niveles de expresión de los genes 

analizados; posteriormente, a tiempos más largos de exposición (más de 30 

min), la expresión de los genes disminuyó hasta alcanzar valores de expresión 

similares a su expresión basal (observada en las muestras correspondientes a 

las células sin tratamiento). 

Cuando se habla de moléculas antioxidantes se refiere a aquellas moléculas 

que pueden prevenir la generación de especies oxidantes tal es el caso de 

antioxidantes como el tocoferol, el ácido ascórbico, carotenoides, flavonoides, 

etc. (Ali et al., 2020). Como lo describen diversos autores, una de las cualidades 

de mayor importancia farmacológica de la cafeína es su capacidad de reducir el 

estrés oxidativo, contrarrestando el efecto de las ERO (Simoni da Silva et al., 

2018; Karuppagounder et al., 2021). Sin embargo, de acuerdo con los 

resultados que obtuvimos, el posible efecto antioxidante de la cafeína puede ser 

considerado un efecto indirecto ya que actúa regulando la respuesta 

antioxidante y no previniendo la generación de ERO.  

La regulación de la actividad de enzimas antioxidantes es debido a que estas se 

consideran primordiales en la defensa antioxidante, tal es el caso de las 

enzimas SOD las cuales actúan como captadores de radicales en casi todas las 

células expuestas a oxígeno (Ogueji et al., 2020); en nuestros resultados los 

genes que codifican para estas enzimas fueron los que mostraron mayores 

niveles de expresión en respuesta a los agentes analizados. Este incremento en 

la actividad transcripcional de los genes de defensa antioxidante en presencia 

de cafeína se observa en particular en el gen SOD2 ya que este mostró un 

incremento notorio lo que sugiere, en este caso, que la cafeína podría 

contrarrestar el estrés oxidativo al aumentar la actividad de SOD. Liu y 

colaboradores (2019) sugieren que la cafeína al ser combinada con la enzima 

SOD puede cambiar su conformación y microambiente lo que aumenta la 

actividad antioxidante de ambas moléculas por lo que la cafeína mostraría un 
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efecto indirecto (a través de la modificación de SOD) de protección contra el 

daño celular (Liu et al., 2019). En otro estudio reciente se demostró que la 

cafeína mejora la actividad de SOD a través de un mecanismo indirecto que 

involucra la activación de la proteína SIRT3 que se encarga de modular la 

producción de ERO, con el fin de proteger a las células de la piel del daño 

oxidativo ocasionado por la radiación UV (Xu et al., 2020).  

Los resultados mostrados sugieren que el incremento en la actividad 

transcripcional del gen SOD2 mediada por la exposición a la cafeína, 

representa un tercer mecanismo que podría contribuir a la explicación del efecto 

indirecto de la cafeína como antioxidante.  

Con respecto al gen GPX, se pudo observar que éste también incrementó su 

expresión alcanzando los valores máximos a los 30 min de tratamiento con 

cafeína. Similar a lo observado para los genes que codifican para CAT, 

específicamente los genes CAT2 y CAT3 los cuales mostraron mayores niveles 

de expresión a los 15 min. En un estudio realizado por Alzoubi y colaboradores 

(2018), GPX y CAT se usaron como biomarcadores de estrés oxidativo en el 

hipocampo en un modelo de ratas. en este modelo, la administración crónica de 

L- metionina disminuye la actividad de estas enzimas y provoca un deterioro de 

la memoria a corto y largo plazo. Cuando los animales experimentales fueron 

expuestos al consumo de cafeína se encontró que dicho tratamiento evitó la 

disminución de la actividad de GPX y CAT, por lo que los autores concluyen 

que la cafeína tiene la capacidad de prevenir el deterioro en la memoria 

derivado del estrés oxidativo (Alzoubi et al., 2018).  

En la mayoría de los estudios en dónde se analiza el efecto de la cafeína sobre 

marcadores de estrés oxidativo se analiza la actividad de las enzimas SOD, 

GPX y CAT como referencia. Se ha observado que la cafeína tiene la capacidad 

de prevenir el estrés oxidativo (Simoni da Silva et al., 2018; Metro et al., 2017; 

Cakir et al., 2017) y contrarrestar la formación de ERO (Simoni da Silva et al., 

2018). En nuestro estudio se analizó la expresión de los genes que codifican 
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para estas enzimas en Y. lipolytica y se observó que todos los genes mostraron 

cambios en su nivel de expresión.  

Al comparar los resultados que obtuvimos en las muestras tratadas con cafeína 

con las muestras tratadas con H2O2 pudimos observar que, en respuesta a 

cada tratamiento, cada uno de los genes de respuesta antioxidante presenta un 

patrón de expresión con algunas variaciones en el tiempo de inicio de dichos 

cambios en la expresión. 

En el caso de los genes que codifican para SOD (SOD1 y SOD2), las muestras 

tratadas con H2O2 mostraron un aumento a partir de los 10 min. Mientras que, 

en las muestras tratadas con cafeína, la expresión de estos genes inició a los 

30 min (SOD1) y 5 min (SOD2). En lo observado al analizar la expresión del 

gen GPX el aumento comenzó a partir de los 5 min de incubación. Los genes 

que codifican para CAT también mostraron un aumento siendo el gen CAT2 el 

que mostró la mayor actividad a los 30 min de tratamiento. 

La actividad de estas enzimas depende tanto del tiempo de exposición al 

agente oxidante como del tipo de especies reactivas de oxígeno que se 

encuentren en el ambiente celular lo cual está determinado por el tipo de daño 

al que la célula este sometida (Ighodaro & Akinloye, 2018). El tiempo de 

exposición al agente oxidante influye de manera importante en la respuesta de 

estos genes, algo similar a lo observado en un estudio realizado por Ridaoui y 

colaboradores en el que se utilizó el H2O2 como control positivo de daño para 

evaluar la actividad antioxidante de diversos aceites esenciales en células del 

hongo Saccharomyces cerevisiae y se encontró que en las células tratadas 

únicamente con H2O2 durante 1 h y sin la adición de ningún agente antioxidante 

mostraron un aumento en la actividad enzimática de CAT y SOD (Ridaoui et al., 

2021). En nuestros resultados, utilizando un modelo biológico diferente, se 

observa que el gen CAT2 fue el que mostró una mayor respuesta al estrés 

inducido por el H2O2 lo que puede deberse a que la enzima catalasa es la que 

tiene mayor afinidad por esta molécula oxidante (Ighodaro & Akinloye, 2018). 

En Saccharomyces cerevisiae se ha observado que la actividad enzimática de 
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catalasa aumenta significativamente al inducirle estrés oxidativo a las células 

utilizando H2O2 (Vázquez et al., 2018). En el caso de ambos genes que 

codifican para SOD, las muestras tratadas con peróxido mostraron un aumento 

a partir de los 10 min. En lo observado al analizar la expresión del gen GPX el 

aumento comenzó a partir de los 5 min de incubación. Esta diferencia en los 

resultados que obtuvimos y los resultados obtenidos por Ridaoui y 

colaboradores puede deberse a la diferencia entre el aumento entre la 

expresión de los genes y el comienzo de la actividad enzimática 

correspondiente. En un estudio realizado por Peters y colaboradores en el que 

se evaluó el aumento en la expresión de los genes SOD, CAT y GPX en células 

del hongo Sporisorium scitamineum tratadas con H2O2 se encontró un aumento 

en la expresión de los genes que codifican para estas enzimas a los 30 min de 

tratamiento mientras que a los 180 min de tratamiento no se encontraron 

diferencias significativas (Peters et al., 2020).  

No hay evidencia que demuestre que la cafeína tenga la capacidad de reducir el 

daño ya ocasionado por la exposición a un agente dañino, sin embargo, 

nuestros resultados muestran que la cafeína tiene la capacidad de inducir la 

respuesta antioxidante y generar un efecto protector para la célula. En nuestro 

trabajo encontramos que al incubar las células con la combinación de ambos 

agentes (cafeína y peróxido) también se encontró un incremento en la actividad 

transcripcional de los genes de respuesta antioxidante, sin embargo, esta 

actividad, aunque mostró un incremento estadísticamente significativo, no 

mostró un incremento acumulativo, lo que indica que la cafeína y el peróxido no 

generan un efecto sinérgico de daño celular. Se sugiere que la cafeína puede 

ejercer un papel protector para la célula aumentando la respuesta antioxidante 

cuando se utiliza en combinación con un agente oxidante. Resultados similares 

encontraron Zhang y colaboradores al analizar muestras de larvas de mosca 

(Musca domestica larvae) tratadas con una sustancia protectora conocida, en 

combinación un contaminante ambiental que inhibe el crecimiento celular. Los 

autores observaron que esta combinación aumentó la actividad de superoxido 

dismutasa lo que atenuó el daño oxidativo y regulo la actividad mitocondrial 



Cafeína y respuesta antioxidante | MCR 
DISCUSIÓN 

61 
 

(Zhang et al., 2019). En otro estudio se observó que la actividad de las enzimas 

antioxidantes SOD, CAT y GPX aumenta en células tratadas con H2O2 y vino 

obtenido de distintas frutas con propiedades antioxidantes (arándano, mora y 

frambuesa) lo que sugiere un efecto protector por parte del vino de frutas contra 

el daño oxidativo inducido por el H2O2 (Cakar et al., 2021).  

De acuerdo con la literatura revisada se han descrito varios mecanismos por los 

cuales la cafeína genera un efecto protector contra el daño oxidativo por lo que 

se sugiere que la cafeína se puede catalogar como un antioxidante que actúa 

de manera indirecta. En nuestro modelo de estudio observamos una regulación 

(aumento) de las enzimas involucradas en la respuesta antioxidante. En 

general, se confirmó la hipótesis de que la cafeína modifica la expresión de 

estos genes, sin embargo no hay evidencia que indique que la cafeína pueda 

prevenir la generación de ERO ni reparar el daño celular o tisular ya sufrido, 

aún así, podríamos decir que puede reducir el efecto de oxidantes metabólicos 

al incrementar la actividad de enzimas antioxidantes, como se observa en los 

resultados obtenidos de este trabajo. 
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9. CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo se utilizó un modelo de células eucariotas con el fin de 

analizar el efecto de la cafeína sobre la expresión de genes de respuesta 

antioxidante y se determinó que: 

• La cafeína modula el sistema de defensa antioxidante al aumentar la 

expresión de los genes involucrados lo que juega un papel importante en 

la protección del sistema biológico. 

• El aumento en la expresión de genes de respuesta antioxidante en 

presencia de cafeína es comparable a lo observado en las células 

tratadas con peróxido de hidrógeno. 

• La actividad transcripcional de la mayoría de los enes alcanzó sus 

niveles máximos a los 15 minutos de exposición de las células a la 

cafeína (similar a lo observado con el peróxido de hidrogeno).  

• Aunque con ambos agentes se incrementó el nivel de expresión de los 

genes, la combinación de cafeína y el peróxido no mostró un efecto 

sinérgico ni acumulativo en la respuesta antioxidante de Y. lipolytica. 

 

La cafeína actúa como un antioxidante que aumenta la actividad transcripcional 

de los genes que codifican para enzimas de la respuesta celular antioxidante de 

Y. lipolytica. A pesar de que no hay evidencia que indique que la cafeína pueda 

prevenir la generación de ERO ni reparar el daño celular o tisular ya sufrido, se 

sugiere que la cafeína puede estar involucrada en un mecanismo indirecto 

encaminado a proteger a la célula del posible daño ocasionado por las ERO. 
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11. ANEXOS 

Anexo 1 

Gen Tratamiento 
Valor de p 

YPD Cafeína H2O2 Cafeína + H2O2 

SOD1 

YPD 

Cafeína 

- 

1.000 

1.000 

- 

0.139 

0.017* 

0.165 

0.017* 

H2O2 0.139 0.017* - 0.996* 

Cafeína + H2O2 0.165 0.017* 0.996 - 

SOD2 

YPD 

Cafeína 

- 

0.005** 

0.005** 

- 

0.108 

0.177 

0.005** 

1.000 

H2O2 0.108 0.177 - 0.181 

Cafeína + H2O2 0.005** 1.000 0.181 - 

GPX 

YPD 

Cafeína 

- 

0.001*** 

0.001*** 

- 

0.000*** 

0.000*** 

0.000*** 

0.141 

H2O2 0.000*** 0.000*** - 0.000*** 

Cafeína + H2O2 0.000*** 0.141 0.000*** - 

CAT1 

YPD 

Cafeína 

- 

0.000*** 

0.000*** 

- 

0.911 

0.000*** 

0.121 

0.000*** 

H2O2 0.911 0.000*** - 0.997 

Cafeína + H2O2 0.121 0.000*** 0.997 - 

CAT2 

YPD 

Cafeína 

- 

0.000*** 

0.000*** 

- 

0.000*** 

0.038* 

0.000*** 

0.231 

H2O2 0.000*** 0.038* - 0.589 

Cafeína + H2O2 0.000*** 0.231 0.589 - 

CAT3 

YPD 

Cafeína 

- 

0.000*** 

0.000*** 

- 

0.285 

0.000*** 

0.000*** 

0.000*** 

H2O2 0.285 0.000*** - 0.001*** 

Cafeína + H2O2 0.000*** 0.000*** 0.001*** - 

Los valores de p se obtuvieron mediante la prueba de ANOVA al comparar los diferentes tratamientos con el 
control (YPD). Un solo asterisco (*) indica el valor de p<0.05, dos asteriscos (**) indican el valor de p<0.01, 
tres asteriscos (***) indican el valor de p<0.001. 


