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4. RESUMEN

El estrés oxidativo (EOx) es una condicion provocada por la excesiva presencia de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y una cantidad insuficiente de mecanismos
antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) para combatirla, propiciando el desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas. La cafeina es capaz de estimular la expresion de
genes que codifican para las enzimas catalasas, superoxido dismutasas, glutation
peroxidasas (respuesta celular antioxidante) en el organismo modelo Yarrowia lipolytica;
aunque se desconocen los mecanismos reguladores de la expresion de éstos. Factores
de transcripcion (FT) como Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4, regulan la expresion de genes
antioxidantes ante diferentes condiciones de estrés, en diferentes especies de levaduras;
aunque se desconoce cual es el mecanismo de regulacion de la respuesta antioxidante
estimulada por cafeina. Para determinar cual es el FT responsable de la regulacion de la
respuesta celular a cafeina, células de la cepa PO1a de la levadura Y. lipolytica, se
sometieron a diferentes tipos de estrés (oxidativo, térmico, osmatico, presencia de
cafeina), y posteriormente se analizo el patron de expresion de los genes (YAP1, SKN7,
MSNZ2 y MSN4) que codifican para los FT mencionados.

Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias en la expresién de ninguno de
los genes (prueba ANOVA de una via), en las células sometidas a los diferentes tipos de
estrés, cuando éstos se compararon con la expresion de los genes en las células
consideradas como grupo control (células cultivadas en medio YPD). Estos hallazgos
sugieren que la cafeina no modifica el patron de expresion de los genes correspondientes
alos FT (Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4).

Algo que se debe mencionar es que, a pesar de no haber observado diferencias
estadisticamente significativas en el nivel de expresion de los genes, los niveles de
expresion de MSN2 y MSN4 fueron mayores en el tratamiento control (medio YPD) que
en los tratamientos con agentes inductores de estrés. Se ha mencionado en la literatura
que el medio YPD al contener 2% de glucosa puede inducir estrés nutricional en las
células de Yarrowia lipolytica, por esta razon se puede concluir que fue un error
metodoldgico haber usado medio YPD como grupo control y se propone que usar un

medio con una menor concentracion de glucosa o un medio minimo en nutrientes podria



ser utilizado como grupo control para efectos de analizar lo que se propone en este

trabajo.



5. ABSTRACT

Oxidative stress (OS) is a condition caused by an excessive presence of reactive oxygen
species (ROS) and an insufficient amount of antioxidant mechanisms (enzymatic and non-
enzymatic) to counteract it, promoting the development of chronic-degenerative diseases.
Caffeine can stimulate the expression of genes that encode catalase, superoxide
dismutase, and glutathione peroxidase enzymes (cellular antioxidant response) in the
model organism Yarrowia lipolytica; however, the regulatory mechanisms of their
expression remain unknown. Transcription factors (TFs) such as Yap1, Skn7, Msn2, and
Msn4 regulate the expression of antioxidant genes under different stress conditions in
various yeast species; although, the mechanism regulating the antioxidant response
stimulated by caffeine is not yet understood. To verify the role played by different TFs in
response to caffeine, cells of the PO1a strain of Y. lipolytica yeast were subjected to
different types of stress (oxidative, thermal, osmotic, caffeine exposure), and finally, the
expression pattern of the genes encoding the mentioned TFs was analyzed.

The results obtained show no differences in the expression of any of the genes (one-way
ANOVA test) in cells subjected to the different types of stress, compared to the expression
of genes in the control group cells (cells cultured in YPD medium). These findings suggest
that caffeine does not modify the expression pattern of the genes corresponding to the TFs
(Yap1, Skn7, Msn2, and Msn4).

Something that should be mentioned is that, despite not having observed statistically
significant differences in the level of gene expression, the expression levels of MSN2 and
MSN4 were higher in the control treatment (YPD medium) than in the treatments with
stress-inducing agents. It has been mentioned in the literature that YPD medium,
containing 2% glucose, can induce nutritional stress in Yarrowia lipolytica cells. For this
reason, it can be concluded that it was a methodological error to use YPD medium as the
control group, and it is suggested that using a medium with a lower concentration of
glucose or a minimal nutrient medium could be used as a control group for the purposes

of analyzing what is proposed in this work.
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6. INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) (radicales superdxido (O27), el peréxido de
hidrégeno (H20.), los radicales hidroxilo (*OH) y el oxigeno singlete ('0O2)), se generan
tanto a partir de fuentes enddgenas como exdgenas. La activacion de células inmunitarias,
la inflamacion, la isquemia, la infeccion, el cancer, el ejercicio excesivo, el estrés mental y
el envejecimiento son responsables de la produccién enddégena de radicales libres. Por
otra parte, la produccion por via exdgena de radicales libres de oxigeno ocurre como
resultado de la exposicidon a contaminantes ambientales, metales pesados (cadmio,
mercurio, plomo, hierro y arsénico), ciertos medicamentos (ciclosporina, tacrolimus,
gentamicina y bleomicina), solventes quimicos, coccion (carne ahumada, aceite usado y
grasa), humo de cigarrillo, alcohol y exposicion a radiacién (Pizzino et al., 2017). En
concentraciones bajas, las ROS son necesarias, por ejemplo, para la respuesta normal
de cicatrizacion de heridas ya que actuan como mensajeros secundarios de muchos
inmunocitos y células no linfoides, que participan en el proceso de reparacion de tejidos.
También, las ROS también tienen la capacidad de regular la formacién de vasos
sanguineos (angiogeénesis) en el lugar de la herida y la perfusién 6ptima de sangre en el
area de cicatrizacion de la herida (Dunnill et al., 2017). Sin embargo, si se presentan en
exceso, las ROS dan lugar a un fendmeno conocido como estrés oxidativo (EOx); proceso
que puede afectar negativamente a varias estructuras celulares, como membranas y a

moléculas como lipidos, proteinas, lipoproteinas y acido desoxirribonucleico

Las células poseen un sistema antioxidante conformado por proteinas especializadas
como catalasas, superodxido reductasas y peroxidasas que les permite protegerse del
EOXx, que es consecuencia del exceso de ROS. Ademas de las enzimas antioxidantes,
existen antioxidantes exdgenos de origen animal o vegetal que pueden ser administrados
a través de la dieta o suplementos nutricionales, por ejemplo, vitaminas, flavonoides,
polifenoles, carotenoides y algunos compuestos alcaloides como la cafeina (Vivancos et
al., 2006; Pizzino et al., 2017; Mtynarska et al., 2024).

La cafeina es una sustancia ampliamente consumida a nivel mundial y que esta presente
ademas del café, en otros productos tales como medicamentos y suplementos

alimenticios. Experimentos en ratas han mostrado que esta sustancia puede tener un
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efecto protector contra el dafo por radiacion u otros agentes oxidantes, debido a que
aumenta la concentracion y actividad de las enzimas antioxidantes (Kaczmarczyk-Sedlak
et al., 2017). En un estudio de Baldissera y col. (2019), utilizando Oreochromis niloticus
(Tilapia del Nilo) como organismo modelo, se demostro que el uso del 8% de cafeina en
la dieta pudo prevenir el aumento de los niveles hepaticos de ROS y la aparicion de
peroxidaciéon de lipidos provocada por la hipoxia; los autores describen que este efecto
puede estar mediado por efectos protectores de la cafeina sobre la actividad de la enzima

xantina oxidasa.

En presencia de EOXx, la cafeina es capaz de disminuir la cantidad de ROS ya que estimula
la expresion de los genes de respuesta antioxidante (SOD, CAT, GPX), cuyos productos
protegen a la célula manteniendo la homeostasis; se ha descrito que este proceso
biolégico se logra mediante la accion de factores de transcripcion (FT) (proteinas

encargadas de regular la expresion de genes) (Choi et al., 2022).

En el presente trabajo, se analizé el patron de expresion de los genes que codifican para
algunos FT encargados de la respuesta a estrés en levaduras (Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4)
con el objetivo de estudiar cual de estos FT es el responsable de modular la respuesta
antioxidante de Yarrowia lipolytica en presencia de cafeina.

El analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo nos indica que no existen
diferencias significativas entre los niveles de expresion de los genes analizados en los
diferentes tratamientos a los que fueron sometidas las células. Por lo tanto, bajo las
condiciones experimentales utilizadas, se puede concluir que la cafeina no modifica el
patrén de expresion de los FT analizados, lo cual sugiere que a) tal vez otro(s) FT sean
los encargados de la regulacion de la respuesta celular antioxidante a la cafeina, b) que
las condiciones experimentales utilizadas no fueron éptimas para encontrar diferencias
entre los niveles de expresion de los genes YAP1, SKN7, MSN2'y MSNA.

12



7. DEFINICION DEL PROBLEMA

El EOx se refiere a una condicién originada como consecuencia de una desregulacién en
la produccion de ROS. La presencia en exceso de estas moléculas esta asociada con el
deterioro de mecanismos celulares, propiciando el desarrollo de enfermedades crénico-

degenerativas (Teleanu et al., 2022).

Para contrarrestar los efectos causados por cantidades excesivas de ROS, los
organismos eucariotas cuentan con mecanismos enzimaticos. Las principales enzimas
responsables de la respuesta celular antioxidante son: catalasas, superoxido dismutasas
y peroxidasas, las cuales estan reguladas por FT que se encargan de regular la expresion
de los genes que codifican para estas enzimas. Ademas de los mecanismos enzimaticos,
las células cuentan con mecanismos no enzimaticos que les permiten mitigar el dano
ocasionado por las ROS, entre estos se encuentran compuestos bioactivos que pueden
ser obtenidos a través de la dieta (Cuéllar-Cruz et al., 2014).

La cafeina (sustancia consumida diariamente por aproximadamente 80% de la poblacién
mundial) tiene la capacidad de alterar diversos procesos metabdlicos cuya funcién es
mantener la homeostasis en células eucariotas. En levaduras, se ha descrito que la
cafeina perturba la integridad de la pared celular de estos organismos. En el organismo
modelo Saccharomyces cerevisiae, se ha demostrado que los efectos de la cafeina estan
relacionados con el crecimiento celular, la morfologia, la reparacion del ADN (acido
desoxirribonucleico) y la homeostasis intracelular del calcio. Ademas, debido a su similitud
estructural con las bases nitrogenadas adenina, guanina y citosina, se sugiere que la
cafeina podria afectar de manera negativa mecanismos relacionados con la replicacion y
reparacion del ADN (Chung, 2021; Elhasi & Blomberg, 2023).

En un estudio previo realizado en el laboratorio de Proteémica del Centro de Investigacion
en Nutricién y Salud Publica se encontro que la cafeina es capaz de estimular la expresion
de los genes que codifican para las enzimas del sistema de defensa antioxidante, en el
organismo modelo Yarrowia lipolytica (Castillo, 2022). No obstante, aunque se menciona
que la regulacion del sistema de defensa antioxidante es a nivel transcripcional, se

desconoce cual es el FT (Yap1, Skn7, Msn2 o Msn4) responsable de dicha regulacion.
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8. ANTECEDENTES

8.1 Estrés oxidativo (EOx)

El EOx es una condicidon que se produce cuando existe un desbalance entre condiciones
oxidantes y antioxidantes en un sistema bioldgico; tal condicion es el resultado de un
excesivo nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) o de un
malfuncionamiento del sistema de defensa antioxidante (Singh et al., 2019; He et al.,
2017).

8.1.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El término ROS abarca una variedad de moléculas que contienen oxigeno como los
radicales superoxido, hidroxilo, oxigeno singlete y el peroxido de hidrogeno (Hardy et al.,
2018), cuyos efectos van desde eventos de sefalizacion celular hasta ocasionar dafio a
diferentes biomoléculas. Las ROS son producidas continuamente como consecuencia del
uso normal de oxigeno por parte de los organismos aerobios (Sies et al., 2022;
Bhattacharya, 2015). Las ROS juegan un papel importante en procesos que mantienen la
homeostasis, por ejemplo: desarrollo de células neuronales, las cuales son esenciales
para la plasticidad sinaptica; en el sistema cardiovascular, protegen al miocardio de una
falla repentina o malfuncionamiento; en el sistema musculo-esquelético son importantes
para el desarrollo de células y para procesos de sefalizacion celular, asi como en
procesos de reparacion de fibras musculares. A pesar de desempeiar un papel importante
en estos procesos, la sobreproduccion de ROS (y como consecuencia la generacion de
estrés oxidativo), puede tener efectos indeseables, como son: carcinogénesis, apoptosis
inducida por dafo al ADN, proliferacion de microorganismos patdégenos, isquemia
cardiaca, resistencia a la insulina, pérdida de masa muscular, desbalances hormonales y

formacion de placas de ateroma, por mencionar algunos (Yang & Lian, 2020).

A nivel intracelular, existen cuatro fuentes principales productoras de ROS: las
mitocondrias, el reticulo endoplasmico, los peroxisomas y la enzima NADPH oxidasa
(Rendra et al., 2019).
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8.1.2 Antioxidantes

El término antioxidante se refiere a aquella sustancia o molécula que tiene la capacidad
de retardar o inhibir el efecto de un compuesto oxidante; debido a esta funcion, los
antioxidantes son criticos para mantener la homeostasis de un sistema biolégico (Kumar
et al., 2017). Todos los organismos cuentan con enzimas que les permiten combatir el
exceso de ROS. Tales enzimas, son parte de la denominada respuesta celular
antioxidante, cuya funcién, en conjunto, es mantener la homeostasis celular. Por otra
parte, a través de la dieta se pueden obtener moléculas antioxidantes tales como:
vitaminas, flavonoides, polifenoles, carotenoides y algunos compuestos alcaloides como
la cafeina (Kumar et al., 2017; Mtynarska et al., 2024). Asi, bajo condiciones fisiologicas
normales, la produccion de ROS es baja ya que el exceso de estas moléculas es
eliminado de manera inmediata por los sistemas celulares antioxidantes (Batty et al.,
2022).

8.1.2.1 Antioxidantes enzimaticos

Dentro de este contexto, se pueden identificar enzimas que tienen una gran habilidad de
combatir las ROS debido a que tienen la capacidad de convertirlas a moléculas mas
simples (He et al., 2017; Rendra et al., 2019); entre estas enzimas se incluyen superoxido
dismutasas (SOD), catalasas (CAT) y glutation peroxidasas (GPX), cada una, actua y

modifica a un tipo especifico de ROS (Rendra et al., 2019).

8.1.2.1.1 Superdxido dismutasa (SOD)

Las enzimas SOD representan la primera linea de defensa contra el dafio causado por
los niveles excesivos de ROS presentes en las células/o en los organismos vivos. Estas
enzimas catalizan la reaccion de conversion de radicales superdxido a oxigeno y peroxido
de hidrogeno. La actividad de estas enzimas se ve condicionada por la presencia de un
ion metalico el cual puede ser manganeso, hierro, niquel o cobre (Eleutherio et al., 2021).

En algunos estudios se ha sugerido que, el nivel de expresién de esta enzima (0 su
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actividad) se ven alterados en presencia de enfermedades como cancer, trastornos

neurodegenerativos y enfermedades vasculares (Wang et al., 2018).

8.1.2.1.2 Catalasas (CAT)

Las enzimas CAT pueden ser encontrada en todos los tejidos que requieren oxigeno; su
funcion consiste en eliminar al peroxido de hidrégeno (H202) (generado por la actividad
de SOD), convirtiéndolo en H20 (agua) y O2 molecular. De manera similar a las SOD, las
CAT también requiere de un cofactor para lograr su funcion, el cual usualmente es hierro
o manganeso (Rendra et al., 2019; Teleanu et al., 2022). Se ha descrito que, en el cuerpo
humano, la mayor actividad de esta enzima parece ocurrir en el higado y los eritrocitos
(Aslani & Ghobadi, 2016).

8.1.2.1.3 Glutation peroxidasa (GPX)

Las GPX catalizan una reaccion entre H>O2 e hidroperédxido para formar agua mediante
la oxidacion del glutation reducido (GSH) a glutatién disulfuro (GSSH). El sistema GPX
incluye a las enzimas glutation peroxidasa, glutation reductasa, los cofactores
monomericos glutation (GPH) y nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)
reducido (Bhattacharya, 2015).

8.1.2.2 Antioxidantes no enzimaticos

Ademas del sistema de defensa antioxidante mediado por enzimas, los organismos
superiores (en la escala evolutiva —mamiferos-) pueden hacer uso de los antioxidantes no
enzimaticos, los cuales comprenden a las vitaminas A, C y E (Chaudhary et al. 2023),
compuestos fendlicos, glutatién, algunos iones y otros compuestos presentes en la dieta
(Eleutherio et al., 2018).

8.1.2.2.1 Vitaminas (A, Cy E)

La vitamina A o retinol es un carotenoide producido en el higado y resultado de la
descomposicién del B caroteno que tiene la capacidad de unirse a los radicales peroxilo
antes de que promuevan la peroxidacion lipidica (He et al. 2017).
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La vitamina C tiene la capacidad de eliminar ROS ya que suministra electrones a radicales
libres como superoxidos y radicales hidroxilo, reduciendo asi su reactividad y daino
potencial; ademas de servir como cofactor de algunas enzimas, ayudando al metabolismo
del acido fdlico, la tirosina y el triptofano ademas de interactuar con el glutatién para
mantener la forma reducida de tocoferol (Kaltsas, 2023).

La vitamina E tiene una gran capacidad para eliminar radicales libres in vivo. Cuando la
vitamina E elimina los radicales peroxilo, los convierte en radicales de vitamina E, que
pueden oxidarse aun mas en a-tocoferil quinona o reducirse con vitamina C u otros

compuestos reductores para regenerar la vitamina E (Niki, 2015).

8.1.2.2.2 Glutatién

El glutation es un tripéptido (acido glutamico, cisteina y glicina) que tiene una funcién
importante en procesos de detoxificacion de compuestos enddgenos y exogenos,
pudiendo encontrarse en muchos compartimentos celulares como citosol, reticulo
endoplasmico, mitocondria y vacuolas. Este antioxidante ejerce su funcion a través de la
interaccidn con enzimas como glutation peroxidasa y glutation reductasa. En humanos,
los niveles suboptimos de glutation se han relacionado a trastornos neurodegenerativos y
a enfermedades como cancer (Adeoye et al., 2017; Ali et al., 2020).

8.1.2.2.3 Minerales (selenio, zinc, manganeso)

Algunos minerales como el selenio pueden servir como agentes de proteccion contra

algunas enfermedades.

El selenio protege el endotelio vascular y al ADN; mientras que la deficiencia de selenio
puede provocar deterioro de las funciones inmunes que resulta en la incapacidad de
neutrofilos y macréfagos fagociticos para combatir antigenos (Xiao et al., 2021; Tinggi,
2008).

El zinc es utilizado como cofactor de mas de 2000 factores de transcripcion (FT) y mas
de 300 enzimas que regulan la proliferacion y diferenciacion celular, y procesos
metabdlicos (Luan et al., 2023).
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El manganeso tiene dos roles fundamentales en los sistemas biolégicos: a) remover ROS,
mediante la formacion de complejos no protéicos (fosfatos, carbonatos, lactatos) y, b)
servir como cofactor de metaloenzimas que catalizan importantes reacciones para la

homeostasis celular (Thines et al., 2019).

8.1.2.2.4 Compuestos bioactivos

Como compuestos bioactivos, se consideran aquellos compuestos presentes en la dieta
que tienen la capacidad de promover la buena salud; dentro de éstos, se encuentran
compuestos con actividad antioxidante como los carotenoides y los polifenoles.

Los carotenoides son moléculas lipofilicas con tendencia a acumularse en la membrana
o en las lipoproteinas y actuan como captadores de oxigeno singlete y otras ROS. Se ha
descrito que el B-caroteno puede disminuir el efecto del oxigeno singlete y el radical
peroxilo. Las frutas y verduras de colores son la principal fuente de carotenoides en la
dieta humana, siendo predominante la presencia de [(-caroteno en las zanahorias, el
camote, el pimiento y las verduras de hojas verdes (Khan et al., 2019; Saini et al., 2022).
En los ultimos afios, se ha realizado exhaustiva investigacion con el propdsito de

comprobar los efectos positivos del el B-caroteno en la salud (Eleutherio et al., 2018).

Los polifenoles son los antioxidantes que estan presentes en mayor proporcién en la dieta
y pueden encontrarse en diferentes alimentos (frutos rojos, frutas citricas, leguminosas,
vegetales, café, té, etc.). Los polifenoles pueden ser clasificados en diferentes categorias:
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos, de los cuales, se ha descrito que los
flavonoides tienen la capacidad de inhibir la formacion de radicales libres (Aslani &
Ghobadi, 2016).

8.2 Cafeina

Entre los componentes de la dieta que funcionan como compuestos bioactivos, se puede
mencionar a la cafeina, ya que existen estudios donde se sugiere que este compuesto es
un antioxidante y radioprotector contra la via oxica del dafio por radiacion; efectos que se

han demostrado en una amplia gama de células y organismos (Azam et al., 2003).
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8.2.1 Estructura quimica de la cafeina

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina), es un compuesto organico heterociclico con una base
purina que pertenece al grupo de las xantinas y su estructura esta relacionada a otras
moléculas que también pertenecen a este grupo como teobromina, teofilina y paraxantina.
Algunas caracteristicas de la cafeina es que es una molécula moderadamente lipofilica,
lo cual le permite atravesar barreras bioldgicas (Faudone et al., 2021; Reddy, et al., 2024).
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Fig. 1 Estructura quimica de la cafeina

8.2.2 Consumo de cafeina

La cafeina es la sustancia psico-estimulante mas consumida a nivel mundial y se estima
que forma parte de la dieta de mas del 80% de la poblacion. Se sugiere que alrededor del
siglo XV, se empezo a tener nocion acerca de los efectos de esta molécula sobre el
sistema nervioso, hecho que popularizé el consumo y comercializacion de los granos de
café (Willson, 2018).

Ademas de ser una sustancia constituyente del café, la cafeina puede ser encontrada en
otras bebidas como té, chocolate y bebidas de cola, medicamentos de venta libre, bebidas
energeéticas, suplementos nutricionales, cosméticos y medicamentos (Ruta & Farcasanu,
2020; Ogunwole et al., 2024).

Se ha descrito que el consumo de cantidades moderadas de cafeina (< 400 mg por dia

en adultos sanos) es seguro, observandose efectos benéficos; a esta concentracién la
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cafeina aumenta el estado de alerta y la concentracion mental. Sin embargo, se debe
mencionar que la cafeina no es un compuesto inocuo y sus efectos son dosis-
dependientes; incluso puede causar dafio fisioldgico si se consume en exceso, ya que a
dosis mayores de 500 mg/dia se han observado efectos como irritabilidad, nauseas,
temblores, mareos e insomnio (Willson, 2018).

8.2.3 Metabolismo de la cafeina

Se estima que, tras 45 minutos después de su ingestion, la cafeina tiene una
biodisponibilidad del 100%, alcanzando concentraciones plasmaticas maximas entre 15y
120 minutos después de la ingestion oral (US Institute of Medicine, 2001). En el higado,
la enzima CYP1A2, perteneciente a la familia citocromo P450, transforma la cafeina a
paraxantina (~85%), teobromina (~10%) y teofilina (< 5%) y se ha descrito que debido a
esta interaccion cafeina-enzima, la cafeina puede interferir con farmacos que son
metabolizados por CYP1A2; por ejemplo: antidepresivos, antipsicoticos y farmacos
cardiovasculares (Faudone et al., 2021).

8.2.4 Efectos fisiologicos de la cafeina en el ser humano

La acciéon de la cafeina en humanos involucra tres mecanismos fundamentales:
antagonismo de receptores de adenosina, inhibicion de fosfodiesterasas, movilizacion
intracelular de calcio (Elhasi & Blomberg, 2023).

El antagonismo de los receptores de adenosina es el mecanismo de accion mas
importante que ejerce la cafeina. La adenosina se encarga de regular diferentes
mecanismos fisioldgicos por medio de la modificacion de la concentracion del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). La estructura quimica de la cafeina es similar a la de la
adenosina, caracteristica que le permite unirse a los receptores de adenosina e inhibir su
efecto, disminuyendo asi la estimulacioén de los receptores por accién de la adenosina, lo

cual resulta en el aumento en el estado de vigilia.
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El efecto de la cafeina sobre la inhibicion de fosfodiesterasas se observa cuando se
presentan altas concentraciones de esta sustancia (100-1000 pM); esto tiene como
consecuencia una acumulacién de AMPc, que contribuye a la activacion de lipasas en el
tejido adiposo, accién necesaria para que se produzca la lipolisis, promoviendo asi, la
liberacidon de acidos grasos y glicerol.

La movilizacion de calcio solamente ocurre bajo concentraciones muy altas de cafeina
(>10 mM) ocasionando una disminucion en la acumulacion intracelular de calcio; este
mecanismo puede afectar a la neurotransmision ya que este proceso es dependiente del
ingreso de calcio en las terminaciones nerviosas. En los musculos, la cafeina disminuye
la toma y almacenamiento de calcio (0.1-1 mM) por parte del reticulo sarcoplasmico, lo
cual puede aumentar la fuerza y la resistencia de musculo esquelético y cardiaco (Bakker
et al., 2010; Reddy et al., 2024).

8.2.5 La cafeina como molécula antioxidante

El efecto antioxidante de la cafeina depende de la dosis y el tiempo de exposicion. Como
antioxidante, la cafeina actua eliminando las ROS, quelando iones metalicos y mejorando
el sistema de defensa antioxidante del organismo. En un estudio, se exploré la capacidad
de la cafeina para quelar metales observando cémo interactuaba con los iones de cobre;
los resultados sugieren que la cafeina es un eficiente agente quelante, reduciendo el dafo
oxidativo y los efectos prooxidantes de estos iones (Utomo, 2008).

En un estudio realizado por Choi y cols. (2010) se investigd el efecto de la cafeina sobre
la actividad de enzimas antioxidantes, incluidas la superdxido dismutasa y la catalasa; los
resultados de la investigacion demostraron que el tratamiento con cafeina aumento
significativamente los niveles de actividad de estas enzimas en ratas entrenadas
fisicamente, mejorando la capacidad natural del organismo para combatir el EOx,
reduciendo también los niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL).
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8.3 Uso de organismos modelo para estudiar procesos biologicos

Las levaduras (organismos unicelulares eucariotas) han demostrado ser un modelo
experimental util para el estudio de procesos celulares que ocurren en los humanos,
contribuyendo asi a un mejor entendimiento de los procesos fisiopatoldgicos (Laurent et
al., 2016; Wangler et al., 2017).

Los primeros organismos eucariotas en tener su genoma secuenciado fueron las
levaduras; los procesos de estos organismos unicelulares (ciclo celular, traduccion y
transcripcion y metabolismo de estructuras citoesqueléticas), son esencialmente los
mismos que en otros organismos eucariotas, es decir, los diferentes elementos que
participan en dichos procesos se encuentran perfectamente conservados entre
organismos eucariotas simples (como levaduras) y complejos (como los mamiferos —los
humanos-). Entre las principales ventajas de utilizar a las levaduras como organismos
modelo es que tienen requerimientos nutricionales simples, su division celular ocurre de
manera rapida (cada 1.5 - 2 h) y su cultivo y mantenimiento no es caro (Smith & Snyder,
2006).

8.3.1 Efectos de la cafeina utilizando levaduras como modelo de estudio

En un estudio de Czachor y cols. (2020), para investigar los efectos del café sobre el
envejecimiento, se utilizé la levadura S. cerevisiae como organismo modelo; para este
estudio, se utilizaron células mutantes que carecian de los genes SOD1, SOD2y RADS2.
Las enzimas codificadas por estos genes (superdéxido dismutasas SOD7 citosoélica o
SODZ2 mitocondrial) participan en la desintoxicacion del radical anion superoxido en la
célula, mientras que la proteina codificada por el gen RAD52 participa en la reparacion de
roturas de doble cadena del ADN y en el mantenimiento de la estabilidad del genoma.
Entre los hallazgos mas destacables, se encontré que casi todas las cepas analizadas
tuvieron una tasa de crecimiento reducida, especialmente en el caso de la cepa parental
y las cepas mutantes sod1A y radb52A. Las infusiones de café de la variedad Coffea
arabica (Arabica) inhibieron en mayor magnitud el crecimiento de las cepas parental y
sod1A, mientras que en rad52A, la variedad Coffea canephora (Robusta) tuvo un mayor
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impacto en reducir la tasa de crecimiento. En las células mutantes (sod2A), no se observo
un efecto destacable del café sobre el crecimiento. Los autores describen ademas que
las infusiones de café retrasaron significativamente el envejecimiento de todas las cepas
de levadura utilizadas en este estudio. Las infusiones de café Arabica tuvieron un mayor
efecto inhibitorio del envejecimiento en las cepas parental, sod7A y sod2A, mientras que

la variedad Robusta tuvo un efecto antienvejecimiento mas fuerte en la cepa rad52A.

Ademas de S. cerevisiae, otra levadura ampliamente utilizada como organismo modelo
es Yarrowia lipolytica, entre cuyas principales caracteristicas que le confieren estos
beneficios se pueden mencionar: que tiene requisitos nutricionales relativamente bajos,
muestra un potencial de crecimiento muy alto, su cultivo es independiente de las
condiciones geograficas y climaticas, su manipulacion es facil y su cultivo no representa
un alto costo (Jach & Malm, 2022; Castillo, 2022).

En trabajos previos realizados en el laboratorio de Proteémica del Centro de Investigacion
en Nutricion y Salud Publica (CINSP), se ha demostrado que la cafeina puede inhibir el
crecimiento celular en Yarrowia lipolytica (Sifuentes, 2014), lo cual sugiere un efecto
citotoxico (Quifiones-Gonzalez et al., 2019). Ademas, se ha descrito que la cafeina
modifica el patrén de expresién de los genes (CAT, SOD y GPX) cuyos productos
protéicos estan involucrados en la respuesta antioxidante (Castillo, 2022).

8.4 Factores de transcripcion (FT)

La transcripcion es el proceso que consiste en generar ARNm (acido ribonucleico
mensajero) usando como base la informacion genética del ADN (genes), proceso que
posteriormente concluira con la sintesis de proteinas. Este proceso (transcripcion) es
regulado por proteinas que se unen a secuencias especificas de ADN y que reciben el
nombre de factores de transcripcion (De Jonge et al., 2022).

Los FT, son considerados una red regulatoria de la expresion de genes, la cual es
fundamental para distintos procesos biologicos y actuan mediante la union a secuencias
regulatorias de ADN, reclutando ARN polimerasa y diversos cofactores, para iniciar el
proceso de transcripcion (Ulasov et al., 2018). Los FT han desarrollado mecanismos de

selectividad para unirse a elementos regulatorios especificos del ADN, con los cuales
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exista alta afinidad (Mazzocca et al., 2021). La regulacion transcripcional ocurre en dos
niveles interconectados: el primero involucra factores de transcripcion y el aparato de

transcripcion, y el segundo involucra la cromatina y sus reguladores (Lee & Young, 2013).

En humanos, muchas enfermedades y sindromes estan asociados con mutaciones en
regiones reguladoras, cofactores, reguladores de la cromatina, ARN no codificantes y FTs.
Se ha descrito que tales mutaciones contribuyen al desarrollo de enfermedades como
cancer, autoinmunidad, trastornos neurolégicos, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y obesidad, entre otras. Cancer: la mayoria de las células tumorales
dependen del FT c-Myc para su crecimiento y proliferacion. MYC es el oncogén
amplificado con mayor frecuencia (la amplificacion genética tiene lugar cuando se
generan copias adicionales, en este caso, del gen MYC en células cancerosas, lo que
provoca un aumento en la produccion de su proteina correspondiente, el FT c-Myc) y su
sobreexpresidn se asocia con agresion tumoral y mal prondstico clinico; autoinmunidad:
las mutaciones en la proteina reguladora autoinmune (AIRE) causan el sindrome de
poliendocrinopatia autoinmune tipo |; trastornos neurolégicos: las mutaciones en MED23
(el gen MEDZ23 codifica una subunidad del complejo mediador, un gran complejo
multiproteico que es crucial en la regulacion de la transcripcion de genes por la ARN
polimerasa Il) alteran la interaccion entre los FT unidos al potenciador y el mediador, lo
que lleva a una desregulacion transcripcional de genes tempranos inmediatos que
responden a mitdbgenos y que afectan el desarrollo y la plasticidad del cerebro (mutaciones
en MEDZ23 pueden estar asociadas con deficiencias en el desarrollo neuroldgico,
afectando la funcion cognitiva y el comportamiento); diabetes: Los programas de
expresion génica de las células pancreaticas parecen estar controlados por un pequefio
conjunto de FTs clave, incluidos HNF1 a, HNF1 3, HNF4 a, PDX1 y NEUROD1, algunos
de los cuales contribuyen a la actividad de los circuitos autorreguladores interconectados
de estas células. Por otra parte, las mutaciones en cualquiera de estos factores pueden
dar lugar a diversas formas de diabetes juvenil de inicio en la madurez (MODY) (Lee &
Young, 2013).
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8.4.1 Principales FT asociados a estrés, descritos en levaduras

8.4.1.1 Funcion de Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4

En diferentes especies de hongos y levaduras, se ha descrito que el FT Yap1 se activa
bajo condiciones de EOx, como la exposicion a H20z2, regulando la transcripcion de genes
antioxidantes (Rodrigues-Pousada et al., 2019; Ruta et al., 2020). Yap1 también se hace
presente ante una excesiva acumulacion de ROS por la presencia de metales. Una vez
activado, el FT Yap1 se desplaza del citoplasma al nucleo, donde regula la expresion del
gen SOD1 (Eleutherio et al., 2021).

El FT Skn7 ha sido relacionado con diferentes procesos celulares y es clave en bacterias,
levaduras, hongos y plantas ya que confiere a estos organismos capacidad de adaptacion
ante diferentes factores ambientales que generan estrés, regulando principalmente
condiciones de estrés osmotico y oxidativo (Basso et al., 2017; Gomez-Pastor et al., 2013;
Wang et al., 2018).

Los FT Msn2 y Msn4 responden a una variedad de condiciones capaces de desencadenar
diferentes tipos de estrés en la célula. Estas condiciones incluyen estrés oxidativo, choque
osmotico, estrés nutricional (falta de glucosa), altas concentraciones de etanol y cambios
de temperatura. Se ha propuesto que la sobreexpresion de estos FT podria aumentar la
resistencia a diferentes tipos de estrés en las células de S. cerevisiae (Mat Nanyan &
Takagi, 2020; Eleutherio et al., 2021).
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9. JUSTIFICACION

El EOx es una condicion fisioldgica caracterizada por un desequilibrio entre la produccién
de ROS (en exceso) y la capacidad de las células para combatirlas. En humanos, esta
condicion esta implicada en la progresion de enfermedades como el cancer, Alzheimer,
Parkinson y, en general, todas aquellas patologias caracterizadas por procesos
inflamatorios. A pesar de que las ROS participan en procesos bioldgicos (son una parte
integral de la funcion celular normal y del sistema de defensa del hospedador contra
invasores; ademas de actuar como moléculas de sefalizacion bajo concentraciones
fisiologicas) (Reddy, 2023). La acumulacion de ROS, conduce a dafio celular mediado por
la interaccion de éstas con las diferentes biomoléculas, generando cambios en su
estructura y en su funcionamiento (Hong et al., 2024). Ademas, se ha descrito que una
mayor generacion de ROS, también puede dar como resultado, la activacion de varios FT
inducidos por diferentes tipos de estrés y la produccion de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias (Priya Dharsini et al., 2020).

El mecanismo por el cual los FT regulan la expresion de sus genes diana es mediante el
reconocimiento de secuencias promotoras de ADN cerca del sitio de inicio de la
transcripcion o elementos potenciadores de ADN. Se ha descrito que los procesos de
desarrollo y diferenciacidon en los sistemas eucariotas estan regulados por grupos de FT
que se encuentran en constante cambio y que dirigen los programas transcripcionales
especificos de cada célula (Papavassiliou & Papavassiliou, 2016). Debido a la alta
especificidad de los FT, éstos se han propuesto como blancos/dianas de gran importancia
en la terapia dirigida a enfermedades (He et al., 2023).

Se ha descrito que un mal funcionamiento de los FT puede propiciar el desarrollo de
enfermedades; algunos autores han documentado que las mutaciones, ya sea en los
genes que codifican para los FT o en las secuencias a las que se unen, estan implicadas
en el desarrollo de patologias (ejemplo: diabetes, cancer). Por otra parte, la
sobreexpresion de FT oncogénicos puede alterar el circuito autorregulador central de la
célula propiciando tumorigénesis (Lee & Young, 2013; Rai et al., 2021).
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Los mecanismos celulares que regulan la respuesta celular ante el EOx no han sido
completamente descritos; se ha observado que en las diferentes especies la transcripcion
de genes de la respuesta antioxidante esta regulada por diferentes FT, ademas, dicha
respuesta es especifica para los diferentes agentes y tipos de estrés inducidos.
(Eleutherio et al., 2018). Las levaduras y los humanos comparten algunas vias funcionales
que controlan aspectos clave de la biologia de las células eucariotas como el ciclo celular,
el metabolismo, apoptosis, plegamiento de proteinas, respuesta celular antioxidante y
muchas vias de senalizacion, como la via de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y la via TOR (Target of Rapamycin) (Mohammadi et al., 2015). Debido
a las caracteristicas particulares de las levaduras (lo que les ha permitido ser usadas
como organismo modelo), las hace ideales para profundizar en la comprension de los
mecanismos responsable se modular la respuesta antioxidante y, por lo tanto, un modelo
celular adecuado para identificar agentes y/o condiciones tanto prooxidantes como

antioxidantes.

Los antioxidantes son las sustancias encargadas de combatir los efectos nocivos de las
ROS, y algunos de ellos pueden obtenerse a través de la dieta. La cafeina es una de las
sustancias mas consumidas a nivel mundial. Por lo tanto, es necesario investigar los
efectos de su ingesta sobre diferentes actividades bioldgicas. En diversos estudios se ha
encontrado que la cafeina tiene efecto antioxidante ya que se dirige a la proteina SIRT3
para mejorar la actividad de SOD2 y proteger las células de la piel del EOx inducido por
radiaciéon UV. Por tanto, la cafeina, como pequena molécula activadora de SIRT3, podria
ser un potencial agente protector contra la radiacion UV (Xu et al., 2020).

El estudio de la respuesta celular antioxidante (como mecanismo antagonico al EOx es
de gran importancia ya que el equilibrio entre la produccion de ROS y los mecanismos
antioxidantes es indispensable para la homeostasis celular y el correcto funcionamiento

bioldgico.

Analizar la expresion de los genes que codifican para los FT YAP1, SKN7, MSN2 Y MSN4
en células de Yarrowia lipolytica sometidas a diferentes tipos de estrés permitira
determinar cual de los FT considerados es el responsable de regular la expresion de los
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genes de respuesta antioxidante (CAT, SOD Y GPX), en respuesta a la presencia de

cafeina.

10.HIPOTESIS

El efecto de la cafeina sobre la expresion de genes implicados en la respuesta celular
antioxidante es regulado por la accion de los factores de transcripcion Yap1, Skn7, Msn2
o0 Msn4, en células de Yarrowia lipolytica.

11.OBJETIVOS

11.1 Objetivo general

Analizar cual(es) factor(es) de transcripcion regula(n) la expresion de los genes de la
respuesta antioxidante estimulada por cafeina, utilizando como organismo modelo células

de Yarrowia lipolytica.

11.2 Objetivos especificos

1. Disenar oligonucledtidos especificos para los genes que codifican para los factores
de transcripcion Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4 y estandarizar las condiciones

experimentales para su uso.

2. Determinar los cambios en la expresion de los genes que codifican para los FT
Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4 en células bajo diferentes condiciones de estrés
(oxidativo, osmatico, térmico y presencia de cafeina).

3. Evaluar la participacion de los diferentes FT en la regulacion de la respuesta
antioxidante en células de Y. lipolytica sometidas a diferentes tipos de estrés.
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12.ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

En la seccidn de métodos se hace una descripcidn detallada de los puntos que a
continuacion se presentan en el esquema (Fig. 2).

Fase |

> 1. Preindculo

Cultivo celular

> 2. Determinacion de la OD y calculo
del in6culo

3. Incubacion del cultivo en YPD
(28°C, 200 rpm,16 h)

Tratamientos

Fase Il

Fase Il

Control Cafeina Estrés Estrés Estrés
(medio YPD) . oxidativo térmico osmotico
~—
— 1. Extraccion de acidos nucleicos
Obtencion y
procesamiento de 2. Purificacion del RNA (Tx con
material genético DNAsa)
3. Sintesis de ADNc por RT
I
— 1. Disefo de oligonucledtidos
especificos
Andlisis d?l.material 2. PCR y electroforesis
genético

3. Analisis por densitometria de
bandas

Analisis estadistico

Fig. 2 Estrategia general de trabajo
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13. METODOS
13.1 Diseno del estudio

El presente estudio fue de tipo experimental y analitico. Para analizar la expresion de los
genes correspondientes a los factores de transcripcion se utilizaron cultivos en medio YPD
liquido con células sometidas a diferentes tratamientos: cafeina, peroxido de hidrégeno,

estrés térmico y estrés osmotico.

El proceso experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Proteémica del Centro de
Investigacion en Nutricion y Salud Publica (CINSP) de la Facultad de Salud Publica y
Nutricién (FaSPyN) de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn (UANL).

13.2 Procedimiento experimental

13.2.1 Cultivos celulares y preparacion de medios de cultivo

Las células de la cepa PO1A del organismo modelo Yarrowia lipolytica, fueron cultivadas
en medio YPD (yeast extract, peptone, dextrose) que consiste en 1% extracto de levadura,
2% peptona de caseina y 2% de glucosa). El medio de cultivo se esterilizé en autoclave
por calor humedo (121°C y 15 Ib/pulg? de presion, durante 15 min) y se almacend a

temperatura ambiente para su uso.

13.2.1.1 Preparacion y ajuste del preindculo segun la OD

Para preparar el preinéculo se utilizaron cultivos en medio YPD sdlido (en placas Petri) de
células de la cepa PO1a. Bajo condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo
laminar (SG 403, SterilGARD IIl Advance), se inoculé una colonia en un tubo conico de
polipropileno de 50 mL que contenia 30 mL de medio YPD liquido y posteriormente se
incubo a 28°C con agitacion (200 rpm) por 18-20 h (Lab Companion).

La cantidad de materia biolégica para el indculo se estandarizé mediante la determinacion
de la densidad 6ptica (OD) del preinoculo, para lo cual, se realizaron diluciones (1:10;
1:20; 1:50 y 1:100) del pre-cultivo, utilizando agua miliQ, en condiciones de esterilidad. La
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lectura de la OD se realizdé mediante espectrofotometria utilizando un espectrofotometro
(UV- Visible Evolution 300, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 600 nm.

La OD, para el posterior indculo de los matraces, se ajusté a 0.2 utilizando la siguiente

formula:

Vi=(cn)(Vy) = (€7
Donde:

e Vi: Volumen inicial

o Cf.Concentracion final

e Vf. Volumen final

e Cf: Concentracion inicial

Una vez que se determino la cantidad de indculo necesario, éste se agregd a un matraz
Erlenmeyer de 500 mL que contenia 200 mL de medio YPD y se incubd a 28°C/200 rpm
por 16 h. A partir de estas células, se procedié a la preparacion de los diferentes

tratamientos (ver 13.2.2).

13.2.2 Tratamientos

Para anadir las células a los diferentes matraces (correspondientes a los distintos
tratamientos), se centrifugd el cultivo celular en tubos conicos de polipropileno de 50 mL,
a 5000 rpm/10 min (centrifuga Hermle Z 326 K) y el paquete celular se resuspendio en
15 mL de medio YPD liquido; posteriormente, a cada matraz (c/u correspondiente a los
diferentes tratamientos) se le anadieron 3 mL de células resuspendidas en medio YPD.

13.2.2.1 Grupo control

Consistio en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 50 mL de medio YPD.
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13.2.2.2 Tratamiento con cafeina

Se prepar6 un matraz con 50 mL de medio YPD vy se le afiadieron 2.5 mL de una solucion
stock de cafeina con una concentracion de 100 mM, para tener una concentracion final
de 5 mM de cafeina. Para preparar la solucion stock de cafeina (100 mM) se pesaron
0.194 g de cafeina (Sigma-Aldrich) utilizando una balanza analitica (HR-250AZ) y se aford
a 10 mL utilizando agua miliQ. Posteriormente, se calentd a bafio maria (60°C) para lograr
una mezcla homogénea. Por ultimo, la solucién se esterilizd por filtracion utilizando una
jeringa hipodérmica y un filtro (MILLIPORE® SLGPR33RB 0.22 ym tamario del poro)

13.2.2.3 Estrés térmico

Se prepar6 un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio YPD y se incubo a
40°C, durante 15 min.

13.2.2.4 Estrés osmotico

Se preparo un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio YPD que tuviese una
osmolaridad de 1500 mOsm. Como primer paso, se preparo una solucién stock de cloruro
de sodio (NaCl) diluyendo 9 g de NaCl en 200 mL de H2O desionizada para tener una
solucion con una osmolaridad total de 1500 mOsm. Posteriormente se preparé medio YPD
5X mezclando 2.5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona de caseina y 5 g de dextrosa
y se diluyeron en 50 mL de H2O desionizada. Para la preparacion del tratamiento, se
mezclaron 40 mL de la solucion stock de NaCl (1500 mOsm) y 10 mL del medio YPD (5X).
Obteniéndose 50 mL de medio YPD (1500 mOsm).

13.2.2.5 Estrés oxidativo

Se preparé un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio YPD, al cual se le
agregaron 14.22 uL de una solucion de peroxido de hidrogeno (H202) con una pureza del
50% (Fermont Lab), con la finalidad de tener una concentracion final de 5 mM de H20o.
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De modo que, se conté con 5 grupos:

e Grupo control

e Tratamiento con cafeina [5 mM]
e Estrés oxidativo [5 mM H20>]

e Estrés térmico (40°C)

e Estrés osmatico [1500 mOsm]

Las células sometidas a los diferentes tratamientos (5 matraces) fueron incubadas por 15
min a 28°C y agitacion (200 rpm).

13.2.3 Obtencion y procesamiento del material genético

Para la obtencién del material genético, se hicieron paquetes celulares; para ello se
tomaron 1.5 mL de cultivo correspondiente a cada uno de los tratamientos y se
transfirieron a un tubo coénico (tipo Eppendorf) de 1.5 mL de capacidad; después, se
sometieron a centrifugacion por 3 min a 12000 rpm utilizando una microcentrifuga
(Centrifuge 5415D, Eppendorf) para concentrar las células en el fondo del tubo y
posteriormente poder decantar el sobrenadante. Este paso se repitid tres veces, lo que
significa que se utilizaron 4.5 mL de medio de cultivo para obtener el paquete celular

correspondiente.

13.2.3.1 Extraccion de acidos nucleicos

La extraccidn de los acidos nucleicos (AN) se realizé utilizando el método descrito por
Hoffman y Winston (1987), para lo cual los paquetes celulares permanecieron en cama
de hielo molido todo el tiempo. El primer paso fue el rompimiento de la pared celular
combinando un método mecanico (maceracion con 300 yL de perlas de vidrio) y un
meétodo quimico (utilizando 400 pL de buffer o solucidn de lisis que contiene sodio dodecil
sulfato, sucrosa, cloruro de sodio, hidroximetii amino metano, acido
etilendiaminotetraacético y acido clorhidrico). Posteriormente, se agregaron 400 pL de
fenol-cloroformo (50:50) para separar la fase acuosa que contiene los AN, los tubos se
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agitaron en vortex, en 3 periodos, alternando 1 min en agitacion y 1 min en hielo. Después,
los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min; la fase acuosa (aprox 400 L),
fue transferida a un tubo de polipropileno nuevo con capacidad de 1.5 ml. Posteriormente,
a cada tubo se le agregaron 0.1 volumenes de acetato de sodio 3M y 2 volumenes de
etanol absoluto frio para precipitar los AN. Las muestras se mezclaron por inversion y se
incubaron a -20°C por 20 min. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron a
12000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se elimind por decantacion. Los AN
contenidos en el tubo se lavaron con 500 pL de etanol al 70% y se centrifugaron por 5 min
a 12000 rpm para posteriormente eliminar el sobrenadante por decantacion. Este proceso
se realizo dos veces y los restos de etanol se eliminaron por absorcion con micropipeta.
Los tubos que contenian los AN se dejaron secando a temperatura ambiente durante 10
min. Los AN obtenidos se resuspendieron con 50 pL de agua bidestilada y se cuantificaron
(260 nm) utilizando un espectrofotdmetro (NanoDrop 2000 UV-Visible, Thermo Fisher

Scientific). Las muestras (AN) se almacenaron a -80°C hasta su uso.

13.2.3.2 Aislamiento del ARN (eliminacién del ADN por tratamiento con la enzima
DNasa)

Después de haber obtenido los AN, el siguiente paso fue purificar, a partir de éstos el
ARN; para ello se utilizo la enzima DNasa (BIOLINE) que permitio eliminar de la muestra
de AN, todo residuo de ADN y solo conservar el ARN.

Como primer paso, se estandarizaron las condiciones experimentales de digestion
enzimatica. Se probaron diferentes marcas de enzimas DNasas (Bioline y Promega),
diferentes cantidades de enzima (1, 2 y 3 Unidades enzimaticas) y diferentes tiempos de
incubacion (1 h, 1 12 h, 2 h). Para cada digestion, se utilizaron 1000 ng de AN totales,
que se colocaron en un tubo coénico de polipropileno (200 pL) y se mezclaron con 1 pL de
buffer de la enzima DNasa, 2 pL de la enzima DNasa (1 U/pL) y 5 uL de agua bidestilada
estéril (ver tabla 1). Enseguida se agregaron, para cada muestra las cantidades y
condiciones que se describen a continuacion: muestra #1, se afadio 1 U enzimatica

(DNasa, Bioline) y se incubo a 37°C durante 1 h, proceso que se llevo a cabo dos veces;
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muestra #2, se afiadio 1 U enzimatica (enzima Bioline) y se incubd a 37°C por 1 h, proceso
que se llevo a cabo tres veces; muestra #3, se afiadieron 2 U enzimaticas (enzima Bioline)
y se incubaron a 37°C por 2 h continuas. De manera similar, se realiz6 el analisis de la
digestion con la enzima DNasa de la marca Promega; muestra #4 se afadio 1 U
enzimatica y se incubd a 37°C por 1 h, proceso que se llevé a cabo dos veces; muestra
#5, se anadieron 2 U enzimaticas y se incubaron a 37°C por 2 h continuas y en la muestra
#6 se afadio 1 U enzimatica y se incubo a 37°C por 1 h, este proceso se repitio tres veces.
En cada uno de los tratamientos, al terminar el tiempo de incubacion, a cada muestra se
le agreg6 1 yL de EDTA (20 mM) y se incubd a 65°C por 15 minutos para detener la
reaccion enzimatica. Después de los diferentes tratamientos con DNasa, las muestras se
sometieron a reacciones de PCR para determinar la eficiencia de cada uno de los
tratamientos. En este experimento, se incluyé una reaccion de PCR con ADNg y primers
del gen ALG9, como control positivo, y como control negativo, se usé una reaccion de
PCR, sin ADN.

Tabla 1. Componentes para la digestion enzimatica con DNAsa

Componente Cantidad (pL)

Muestra 500 ng/pL (2)
Buffer de la enzima 1
DNasa (1 U/pL) 2
Agua (milliQ, estéril) 5

El ARN obtenido (libre de DNA) se cuantificd (260nm) por espectrofotometria (NanoDrop
2000 UV-Visible, Thermo Fisher Scientific) y para corroborar la eficiencia del proceso
enzimatico (tratamiento con la DNasa), 1 yL de cada muestra (aprox 50-60 ng/uL de ARN)

se sometid a una reaccion de amplificacién por PCR.
13.2.3.3 Sintesis de ADNc

Para obtener el ADN complementario (ADNc), se utilizé el sistema de transcripcion
reversa GoScript (PROMEGA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este proceso se

llevé a cabo mediante dos reacciones; para la primera reaccion (ver tabla 2), se mezclaron
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en tubos de polipropileno; el ARN y el oligo dT. Esta reaccion fue incubada a 70°C por 5

min y posteriormente se afadio el producto(s) de la reaccién 2 (ver tabla 3).

Tabla 2. Componentes para la reaccién 1 de sintesis de ADNc

Reactivo Volumen (pL)
ARN (100 ng) 11
Oligo dT 1
Vf: 12

El Vf de cada tubo no debe superar los 20 uL, de los cuales, no mas de 11 uL deben

provenir de ARN.

Tabla 3. Componentes para la reaccion 2 de sintesis de ADNc

Reactivo Volumen (pL)
Buffer de reaccion 5X 4
Mezcla de dNTP’s 1
Enzima Transcriptasa Reversa (200 U/uL) 1
MgCl2 (25 mM) 2
VF: 8

Conforme a las instrucciones del fabricante, la mezcla de la reaccién 2, se incubd a 25°C

por 5 min, posteriormente a 42°C por 1 h y por ultimo a 70°C por 15 min.

13.2.4 Analisis de la expresion de genes por RT-PCR
13.2.4.1 Disefo de primers para los genes YAP1, SKN7, MSN2 y MSN4

Las secuencias correspondientes a los genes YAP1, SKN7, MSN2y MSN4 de Y. lipolytica
se obtuvieron utilizando el software Yeastract (yeastract.com), considerando su
homologia con FT descritos en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Sobre las

secuencias obtenidas, correspondientes a cada uno de los genes, se disefiaron primers
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especificos (Forward y Reverse) y se comprobd que éstos cumplieran con condiciones
necesarias como %GC (entre 40 y 60%), temperatura de alineamiento (que no hubiese
mas de 2°C de diferencia entre cada par de primers), que no formaran estructuras
secundarias, utilizando herramientas tales como OligoAnalyzer (idt.com) y OligoCalc
(biotools.edu). La especificidad de cada par de primers se determiné mediante PCR virtual
(software Primer Blast: ncbi.gov). Finalmente, las condiciones experimentales para su uso
se determinaron mediante reacciones de PCR con DNA gendmico de la cepa PO1a de Y.
lipolytica probando diferentes temperaturas de alineamiento (56 - 60°C); diferente numero
de ciclos (22, 25y 27) y diferentes cantidades de ADNg (50 - 500 ng).

13.2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El analisis de la expresion de genes se realiz6 por PCR semicuantitativa utilizando
oligonucledtidos especificos para amplificar la secuencia correspondiente a los genes:
YAP1, SKN7, MSN2, MSN4 y al gen constitutivo ALG9. EI ADNc obtenido por RT (ver
13.2.3.3) se utilizé para la reaccién de PCR en conjunto con los demas componentes
necesarios para llevar a cabo la reaccion (ver tabla 4). La mezcla se realizé en un tubo de
polipropileno de 200 pL de capacidad colocados sobre una cama de hielo molido (4°C).
Los tubos fueron previamente etiquetados conforme a la muestra correspondiente. Los
componentes de la reaccion se muestran en la tabla 4 mientras que las condiciones de

temperatura se muestran en la tabla 5.

Tabla 4. Componentes para la reaccién de PCR

Reactivo Volumen (pL)

H20 6.9

Buffer de reaccion 25
Oligonucledtido F 1
Oligonucledtido R 1

Enzima (Taq polimerasa, 5 U/uL) 0.1
ADN molde (ADNc, 1000 ng/uL) 1

Vf=12.5
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Tabla 5. Condiciones usadas para las reacciones de PCR

Temperatura _ . Numero de
Etapa Fase Tiempo (min) .
(°C) ciclos
1 Desnaturalizacion 05 5 1
Desnaturalizacion
2 Alineamiento 60 1 28
Extension
72
Extension final 10 1
Conservacion 4 o0 -

13.2.4.3 Analisis de productos de PCR: electroforesis en geles de agarosa

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%.
Para preparar los geles de agarosa, la solucidon de agarosa (2%) con buffer TAE (1X) se
calentd utilizando una placa de calentamiento (PC420D, Corning Stirrer). Una vez disuelta
la agarosa, 25 mL de ésta, se transfirieron a un tubo conico de polipropileno con capacidad
de 50 mL y se le agregaron 2 pL del colorante fluorescente Gel Red (Biotium); la mezcla
se homogeneizo por inversion y se depositd en un molde con un peine de plastico para la
formacion de pocillos. Se dejo gelificar por 20 min y posteriormente en cada pocillo se
cargaron 10 yL de producto de PCR correspondiente a cada una de las muestras
analizadas mezclados con 2 uL de buffer de carga (0.25% azul de bromofenol y 40% de
sucrosa). Para verificar que la banda unica obtenida correspondiera con el tamafio de
fragmento deseado, correspondiente a cada gen, se cargaron en el primer pocillo de cada
gel 2 pL de marcador de talla molecular (Hyperladder IV, BIOLINE) mezclados con 2 L
de buffer de carga y 6 ul de buffer TAE 1X. El gel se coloco en la camara de electroforesis
horizontal (BioRad Sub-Cell 192) que contenia Buffer TAE 1X. Para la separacion de las
bandas correspondientes a los productos amplificados (electroforesis), se aplicd una
corriente eléctrica de 20 Volts durante 5 min y 120 Volts durante 30 min, utilizando una

fuente de poder (PowerPac™ 300; marca Bio-Rad).
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13.2.4.4 Obtencion de los valores de expresion por densitometria de banda

Cada gel se visualizo con luz UV en un fotodocumentador (Gel Doc-It; Imaging System).
Los valores de expresidon se obtuvieron por cuantificacién de la intensidad de las bandas,
utilizando el software Vision Works (UV-Visible Evolution 300, Thermo Scientific); en cada
uno de los experimentos estos valores se ajustaron con respecto a la expresion del gen
constitutivo ALG9.

13.3 Analisis

13.3.1 Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se utilizo el software SPSS V.22 aplicando
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y posteriormente, se utilizaron pruebas
paramétricas (ANOVA) con post-hoc Games-Howell para comparacion de medias. Para
comparar los niveles de expresidon de cada gen se considerd un intervalo de confianza
del 95%.

13.3.2 Consideraciones éticas

No aplican para efecto de la realizacion de este proyecto ya que las muestras que se
utilizaron corresponden a células provenientes de la cepa PO1a de la levadura Yarrowia

lipolytica.

13.3.3 Consideraciones de bioseguridad

La FDA considera a Yarrowia lipolytica como un organismo GRAS (generally regarded as
safe), por lo que su manipulacion no representa un riesgo para el operador. Sin embargo,
a lo largo del desarrollo del proyecto, se tomaron en cuenta las condiciones de seguridad
dispuestas en la Ley General de Salud (Titulo Cuarto, Capitulo Uno de la Ley General de
Salud) relacionadas con la investigacién en salud. Todos los materiales que entraron en
contacto con reactivos considerados riesgosos (bromuro de etidio, fenol y cloroformo)
fueron desechados en recipientes etiquetados para ser manejados como Residuos
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Peligrosos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). Los restos de las muestras biologicas
fueron esterilizados haciendo uso de la autoclave y colocados en recipientes especificos
para este proceso, antes de ser desechados.
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14. RESULTADOS

14.1 Estandarizacion de las condiciones de PCR

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se demostré que en células de Y.
lipolytica, el gen ALGY, el cual codifica para la enzima (alpha-1,2-mannosyltransferase)
que cataliza la transferencia de grupos manosa a oligosacaridos ligados a lipidos, puede
ser utilizado como gen constitutivo para el analisis de expresion de genes (Miranda, 2016).
En el presente trabajo, se utilizo este gen (ALG9) para normalizar los datos que

representan los niveles de expresion de los genes, entre los diferentes experimentos.

Sobre las secuencias de los genes que codifican para los diferentes FT analizados (YAP1,
SKN7, MSN2y MSN4), se disefiaron oligonucledtidos especificos, utilizando herramientas
bioinformaticas para estandarizar las condiciones experimentales de amplificacion con los
oligonucledtidos disefiados para los FT, se realizaron reacciones de PCR sobre ADN
genomico (ADNg) de Y. lipolytica a 60°C, tomando en cuenta las condiciones utilizadas
para el gen constitutivo ALG9, como se describe en la seccion de material y métodos. Las
caracteristicas de los oligonucleotidos utilizados (secuencia, tamano del fragmento
amplificado y temperatura de alineamiento) determinadas experimentalmente, se

muestran en la tabla 6.

En la figura 3 se muestran los productos de PCR obtenidos como producto de la
amplificacion de ADNg utilizando los oligonucleoétidos disefiados, corroborando con ello
su especificidad y eficiencia. Se observa una banda unica de fragmento amplificado que

corresponde a lo esperado (tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de
PCR

ALGO-F CCGGCGACTTTGCGATACTGTGCC

60 535
ALG9-R CCAGCAACAGCAATGAGCACAAAGCC
YAP1-F CCGAAAGCCGAAACCACCATCC

60 685
YAP1-R GGGAGATGCACTGGCTGTGGC
SKN7-F CCAGCTCAACAAGTACGACTTCC

60 698
SKN7-R CCGACGCTATGAGAATTTTCTGACC
MSN2-F CCACACCCCATCCACCACACC

60 464
MSN2-R CCACATCATCCTTCTCGTCGTCC
MSN4-F CTCTGTCTCCCGCCACTCC

60 514
MSN4-R GGCGAGGGAGACATTGAAGC

Fig. 3 Electroforesis en geles de agarosa (2%) de productos de PCR de los genes con
los diferentes primers disefiados. Condiciones de PCR: 22 ciclos, 60°C (temp. de
alineamiento), cantidad de ADNg: 500 ng; cantidad de cada primer: 1 yL de una dilucién 90:10
de primers.
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14.2 Aislamiento de ARN

Para la purificacién del ARN (por eliminacion del ADN), se probaron diferentes marcas de
enzimas DNasas (Bioline y Promega), diferentes cantidades de enzima (1-2 uL) y
diferentes tiempos de incubacién (1 h/1 12 h/2 h). Los productos resultantes de la
digestion enzimatica se sometieron a reacciones de PCR. La figura 4 representa la
electroforesis (gel de agarosa al 2%) de los productos de las reacciones de PCR sobre
las muestras sometidas a los diferentes tratamientos con DNasa; en ella se observa que
en ninguna de las muestras se obtuvo producto amplificado, lo cual indica que el ADN
gendmico fue eliminado en su totalidad con los diferentes tratamientos utilizados. En este
experimento, se incluyd una reaccion de PCR con ADNg y primers del gen ALG9, como

control positivo, y como control negativo, se us6 una reaccién de PCR, sin ADN.

A B

1 1

(pb) 'V

‘Control: 1 : 2 i 3 i 4 1 5 16 gContrpl
" positivo” : : negativo

Fig. 4 Analisis por PCR de la eficiencia del tratamiento con la enzima DNasa. Los carriles
1-6, corresponden a productos de reacciones de PCR, utilizando muestras de AN tratadas con
DNasa, en las diferentes condiciones probadas; los carriles 1-3 (seccion A) corresponden a
muestras tratadas con enzima marca Bioline y los carriles 4-6 (seccion B) corresponden a
muestras tratadas con enzima marca Promega. Como control positivo se utilizaron 500 ng de
ADNg y como control negativo, se agregé H-O, a la reaccion de PCR. Todas las reacciones de
PCR se realizaron utilizando primers especificos del gen ALG9 de Y. lipolytica.
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14.3 Analisis de la expresidn de los genes correspondientes a los FT

Con las muestras (ADNc) obtenidas de los diferentes cultivos celulares (ver seccion
13.2.2) se realizaron las reacciones de PCR correspondientes (con los diferentes pares
de primers). Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa
y los resultados obtenidos se sometieron a analisis por densitometria de bandas; el
analisis estadistico permitié construir graficas donde se observan los diferentes niveles de
expresion de cada gen en los tratamientos utilizados. En la tabla 7, se presentan los
valores numéricos correspondientes a los niveles de expresion de cada uno de los genes

analizados.

Tabla 7. Niveles de expresion de los genes YAP1, SKN7, MSN2 y MSN4 en células
sometidas a diferentes tipos de estrés.

Gen Control Cafeina E. Oxidativo | E. Osmético | E. Térmico p
YAP1 | 543+0.93 |563+098 | 537+1.00 | 537+1.12 | 5.62+0.85 | 0.995
SKN7 | 463+0.76 |476+1.15| 457+1.05 | 495+1.19 | 4.83+1.12 | 0.985
MSN2| 524 +0.66 | 520+092| 4.70+0.83 | 496+1.08 | 5.19+0.48 | 0.868
MSN4 | 526+0.76 | 5.07+0.65| 4.75+042 | 511+051 | 494 +0.59 | 0.806

Los valores (logio) corresponden al promedio + desviacion estandar de cuatro experimentos
independientes de cada uno de los tratamientos utilizados. Los datos se obtuvieron mediante
analisis de densitometria de bandas y se normalizaron utilizando como valor de referencia la
expresion del gen constitutivo ALG9. Posteriormente, se convirtieron a logioy con estos valores
se hicieron las pruebas de normalidad y la prueba ANOVA de una via. p = valor de significancia
(<0.05). Para la descripcion detallada de cada uno de los tratamientos ver 13.2.2.

En las figuras 5-8 se presentan los niveles de expresion expuestos en la tabla 7. Aunque
en el analisis estadistico no se observaron diferencias significativas, los resultados
muestran que el mayor nivel de expresion del gen YAP1 se encontré en el tratamiento con
cafeina mientras que el menor nivel de expresion se encontro tanto en el tratamiento con
el agente oxidante H2O> (estrés oxidativo) como en el de estrés osmético (tabla 7, fig. 5);
con respecto a los niveles de expresion del gen SKN7, el mayor nivel de expresion se
encontro en el tratamiento de estrés osmotico mientras que el menor nivel de expresion

se encontré en el tratamiento de estrés oxidativo (tabla 7, fig. 6); por otra parte, los niveles
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mas altos de expresién de los genes MSN2 y MSN4 (tabla 7, figs. 7 y 8), se observaron
en el tratamiento control (posible estrés -exceso- nutricional) y los menores niveles de
expresion, para ambos genes, se presentaron en las células sometidas al tratamiento con

estrés oxidativo.

o

Nivel de expresion (log,,)
- N W H 4]

o

Control Cafeina Oxidativo Osmético Térmico

Fig. 5 Niveles de expresion del gen YAP1 en células de Y. lipolytica, sometidas
a diferentes tipos de estrés. El tamafo de las columnas corresponde al valor
promedio de cuatro experimentos independientes; la barra en la parte superior de
cada columna representa la desviacion estandar. Para una descripcion de los

diferentes tratamientos (tipos de estrés), ver 13.2.2
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Fig. 6 Niveles de expresion del gen SKN7 en células de Y. lipolytica,
sometidas a diferentes tipos de estrés. El tamano de las columnas corresponde
al valor promedio de cuatro experimentos independientes; la barra en la parte
superior de cada columna representa la desviacion estandar. Para una
descripcion de los diferentes tratamientos (tipos de estrés), ver 13.2.2
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Fig. 7 Niveles de expresion del gen MSN2 en células de Y. lipolytica,
sometidas a diferentes tipos de estrés. El tamano de las columnas corresponde
al valor promedio de cuatro experimentos independientes; la barra en la parte
superior de cada columna representa la desviacion estandar. Para una

descripcion de los diferentes tratamientos (tipos de estrés), ver 13.2.2
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Fig. 8 Niveles de expresion del gen MSN4 en células de Y. lipolytica, sometidas a
diferentes tipos de estrés. El tamafo de las columnas corresponde al valor promedio
de cuatro experimentos independientes; la barra en la parte superior de cada columna
representa la desviacion estandar. Para una descripcion de los diferentes tratamientos

(tipos de estrés), ver 13.2.2
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15. DISCUSION

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan mediante procesos enzimaticos y
no enzimaticos. Dentro de los procesos enzimaticos podemos encontrar la cadena
respiratoria, fagocitosis, actividad del sistema citocromo P450, entre otros. Los procesos
no enzimaticos comprenden, por ejemplo, la exposicion de células a radiaciones
ionizantes (Pizzino et al., 2017). Las ROS no siempre se consideran subproductos
metabdlicos dafinos ya que desempefan el papel de moléculas de sefializacion
intracelular cuando estan estrictamente reguladas; a nivel celular, las ROS contribuyen a
funciones complicadas, como la regulacion de la presion arterial, las funciones cognitivas

y las respuestas inmunitarias (Bardaweel et al., 2018).

Las células poseen un sistema antioxidante para reducir los niveles de ROS para que
ejerzan su efecto beneficioso y no su efecto téxico (ROS en grandes cantidades = EOx);
este sistema antioxidante esta conformado por enzimas tales como catalasas, superdxido
dismutasas y peroxidasas. (Vivancos et al., 2006). Los antioxidantes no enzimaticos son
los que se pueden obtener a través de la dieta; ademas de contener micronutrientes
(como vitaminas C, E, cobre, zinc, selenio, etc.), los alimentos contienen fitoquimicos,
como carotenoides, polifenoles y compuestos organosulfurados con propiedades
benéficas para la salud (Vidovi¢, 2023).

Se ha descrito que el control de la homeostasis de las levaduras se logra mediante un
mecanismo altamente coordinado de regulacidn de la transcripcion que involucra varios
FT, cada uno de los cuales realiza funciones especificas (Rodrigues-Pousada et al., 2005)
(Hong et al., 2013).

En S. pombe, existen dos vias alternativas de regulacion del EOx; la via dependiente de
Pap1, que responde a concentraciones moderadas (0.2 mM) de H2O2; y la via MAP
quinasa Sty1 la cual se activa no sélo ante dosis toxicas (1 mM) de H20>, sino también en
respuesta a choque térmico, estrés osmoético y otras situaciones que comprometen la
viabilidad celular. Solo la sobreexpresion de la via Pap1, pero no la de Sty1, se ha
considerado beneficiosa para superar altas dosis de cafeina (Vivancos et al., 2006).
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En un estudio llevado a cabo por Calvo y col., utilizando como organismo modelo S.
pombe y concentraciones de cafeina entre 0.05-30 mM, por un periodo de tiempo de hasta
30 min, se encontrd que la cafeina indujo la fosforilacion de la MAP quinasa Sty1, lo que
desencadend una rapida translocacion de Sty1-GFP (Green Fluorescent Protein) desde
el citosol hacia el nucleo, asi como la fosforilacion y acumulacion de su principal sustrato,
el FT Atf1. Se concluy6 que la cafeina activa la principal via de respuesta antiestrés global
la cual es necesaria para sobrevivir en situaciones ambientales hostiles para las células
(Calvo et al., 2009). En el presente trabajo, con la intencion de identificar el FT que regula
la transcripcion de los genes responsables de la respuesta celular antioxidante en células
de Y. lipolytica, las células se sometieron al efecto de diferentes tipos de estrés (con

cafeina, estrés oxidativo, estrés osmotico, estrés térmico).

En el presente trabajo, con la intencion de identificar el FT que regula la transcripcion de
los genes responsables de la respuesta celular antioxidante en células de Y. lipolytica, las
células se sometieron al efecto de diferentes tipos de estrés (cafeina, oxidativo, osmotico,

térmico).

El objetivo de utilizar todos estos tipos de estrés fue identificar el FT especifico de
respuesta a EOx y comparar si el patron de expresion del gen regulado por dicho FT era
igual/similar en las células sometidas al efecto de la cafeina ya que se pretendia
responder si la cafeina tiene, al igual que el H202, un efecto prooxidante (que genera EOX)
y que, debido a ello, mediado por la accion de este FT, se “dispara” la respuesta celular
antioxidante incremento en la expresidon de genes CAT, SOD y GPX como anteriormente

se describio en el trabajo llevado a cabo por Castillo (2022).

En el presente trabajo, no se observo incremento en la expresion del gen YAP7 -homologo
de PAP1-, cuando las células se sometieron a EOx (inducido por la adicién de 5 Mm de
H20.), lo cual coincide con lo descrito previamente en la levadura S. pombe donde se
describe que la peroxiredoxina Tpx1 se ha identificado como un componente de la
activacion de la via Pap1. En este organismo, altas dosis de H202 inducen la oxidacién
de un residuo de cisteina en Tpx1 a acido sulfinico, lo que conduce a su inactivacion
temporal. En consecuencia, Tpx1 sélo puede transferir la sefal redox a Pap1 bajo
concentraciones moderadas de H2O», es decir, cuando las células estan expuestas a
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niveles moderados de H,O,, la proteina Tpx1 puede reducir el H,O, y al mismo tiempo
transferir una sefial redox a Pap1, activando una respuesta antioxidante. Sin embargo, si
los niveles de H,O, son muy altos, Tpx1 se oxida en exceso, lo que conduce a su
inactivacion temporal y a la incapacidad de activar Pap1 (Bozonet et al., 2005; Vivancos
et al., 2005). Es posible que, en nuestro modelo experimental y/o bajo las condiciones
experimentales usadas (5 mM de H20) también se esté generando la inactivacion de un
posible analogo de Tpx1, por lo que no se pueda activar la via dependiente de Yap1, lo
cual explicaria la ausencia de sobreexpresion del gen que codifica para este FT, en las
células sometidas a EOx. Otra posible explicacion de los resultados obtenidos es que, en
este organismo modelo (Y. lipolytica), Yap1 actue como un FT de respuesta general a
estrés ya que no se observan cambios en la expresion del gen bajo ninguna de las
condiciones (tipos de estrés) probadas.

Con respecto al analisis de expresiéon del FT Skn7, en las células sometidas a los
diferentes tipos de estrés, se observo una tendencia (aumento en la expresion del gen),
como respuesta a los tratamientos de estrés osmotico y térmico. En S. cerevisiae, la
actividad de Skn7 se ha relacionado con la respuesta a diferentes tipos de estrés: estrés
oxidativo, estrés osmotico e incluso a formas especificas de crecimiento celular
(crecimiento filamentoso diploide inducido por falta de nitrogeno). Ademas, Skn7 posee
un dominio de union al ADN del tipo factor de choque térmico (HSF), lo que sugiere que
también esta involucrado en la respuesta al choque térmico en esta especie (Basso et al.,
2017). Es posible que en células de Yarrowia lipolytica, este FT tenga una participacion
en la regulacion de la expresion de los genes que codifican para proteinas responsables
de la respuesta celular, tanto al estrés oxidativo, como al estrés térmico, lo cual podria
explicar el aumento de la expresién del gen SKN7 en condiciones de estrés térmico y

osmotico.

En S. cerevisiae la respuesta ante shock térmico es mediada por los FT Hsf1, Msn2 y
Msn4 e involucra la regulacion de genes para las proteinas de shock térmico (Hsps).
Durante el proceso de adaptacion al shock térmico, Hsf1 se encarga de poder volver a un
estado de homeostasis tras una exposicidén breve a temperaturas extremas, mientras que
el binomio Msn2/Msn4 (formado por los FT Msn2/Msn4) es necesario para la

supervivencia a temperaturas extremas por tiempo prolongado (Castells-Roca et al.,
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2011). Los estudios de expresiéon gendmica de células de levadura han revelado que la
expresion de MSN2 es constitutiva en todas las condiciones, mientras que la expresion
del gen MSN4 es inducida por estrés y la induccién estd mediada por si mismo y por
Msn2. En el presente trabajo a pesar de no haber obtenido diferencias significativas, se
puede observar que la variabilidad entre los niveles de expresion de MSNZ2 en los
diferentes tratamientos, es minima, lo cual coincide con lo mencionado. Se ha descrito
que dos vias de sensado de nutrientes desempefian funciones reguladoras en el control
de Msn2/4: la via de la proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMPc (Adenosin
Monofosfato Ciclico) y la via TOR (Target Of Rapamycin). La actividad de la PKA esta
regulada por la suficiencia de nutrientes mediante la modulacion de los niveles de AMPc
celular mediante la activacién de la proteina G y la adenilato ciclasa. Los niveles bajos de
actividad de la via PKA provocados por estrés térmico o el crecimiento en medio con
exceso de glucosa (estrés nutricional) dan como resultado la acumulacion nuclear de
Msn2 y Msn4 en ausencia de estrés, mientras que los niveles altos de actividad de la via
PKA bloquean la localizacién nuclear de los factores de transcripcion en las células
estresadas (Verghese et al., 2012). Dicho de otra forma, cuando los niveles de PKA son
bajos, como en condiciones de estrés térmico o exceso de glucosa, Msn2 y Msn4 se
translocan al nucleo de la célula, incluso en ausencia de estrés, pero cuando la PKA esta
activa (altos niveles de AMPc), impide que Msn2 y Msn4 entren al nucleo, incluso si las
células estan bajo estrés. De esta manera, se evita la activacion de genes de estrés en
condiciones normales, asegurando que estos FT solo respondan cuando sea necesario.
Esto podria explicar por qué se observa un mayor nivel de expresion de MSN2 y MSN4
en las células del grupo control, las cuales fueron cultivadas en medio YPD que contiene
2% de glucosa, lo cual puede inducir estrés nutricional ya que, con esta concentracion de
glucosa, aumenta la produccion de ROS, como lo reportan Maslanka y col. (2017).

Aunque la expresion de todos los FT evaluados fue similar en las células del grupo control
que en las células tratadas con los agentes estresantes, es importante mencionar que
solo MSN2 y MSN4 mostraron un mayor nivel de expresion en el grupo control que en los

demas grupos.

Estudios de asociacion de genes (investigaciones que buscan identificar genes asociados
con un rasgo o riesgo de enfermedad) han descrito otros FT que se activan bajo
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condiciones de estrés en levaduras, por ejemplo, Hsf1 y Pdr3 como FT en la respuesta
ante estrés oxidativo. El estado de fosforilacion de Hsf1 cambia durante el estrés
oxidativo, lo que indica que la actividad de Hsf1 se modifica bajo este tipo de estrés; el FT
Hot1 es necesario para la induccion transitoria de los genes biosintéticos de glicerol GPD1
y GPPZ2 en respuesta a una alta osmolaridad y, por otra parte, Sfp1, Pdr3, Rpn4 y Stp1
son FT de choque térmico (Wu & Chen, 2009).

En la ejecucion del presente proyecto de investigacion se observaron ciertas limitaciones
que a continuacion se describen: el tamano de muestra fue pequeno (cuatro experimentos
independientes); es posible que, al tener un tamafio de muestra mayor (mayor numero de
experimentos), se puedan encontrar diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de los diferentes genes. Adicionalmente, se debe considerar que, aunque en
este trabajo se incluyd un grupo experimental (control) correspondiente a células
cultivadas en medio YPD (condiciones de ausencia de estrés). En la literatura se indica
que en las células que crecen en glucosa, Msn2 se localiza principalmente en el citosol,
mientras que en ausencia de fuente de carbono, se localiza dentro del nucleo. En un
estudio del 2002 se describié que la via de represion de la glucosa de la proteina quinasa
Snf1 participa activamente en la regulacion de la localizacién subcelular de Msn2 en
respuesta a la glucosa y de esta manera, una proteina quinasa activa Snf1 pudo afectar
la regulacion de la localizacion de Msn2 y la hizo insensible a la falta de carbono. Como
resultado, se evitd la activacion de genes regulados por STRE (respuesta general a
estrés) y tanto MSN2 como MSN4 pertenecen a este grupo de genes (Mayordomo et al.,
2002). Lo anterior podria explicar por qué al comparar los niveles de expresion de los
diferentes genes analizados, no se hayan observado cambios: 1) en ninguno de los genes
analizados y 2) bajo ninguna de las condiciones (tipos de estrés) probadas. Por ultimo,
hay que considerar que a pesar de que la técnica de PCR semicuantitativa es
ampliamente utilizada para estudios de expresion de genes, actualmente se cuenta con
otras técnicas que ofrecen resultados mas precisos (Ej. PCR en tiempo real: técnica
cuantitativa); sin embargo, al ser técnicas mas refinadas representan un mayor costo lo

cual las vuelve poco asequibles para la mayoria de los proyectos.

En este proyecto se considerd de gran importancia incluir la cafeina ya que, como se ha
mencionado, es una sustancia presente en la cotidianidad de la poblacién. Para el
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desarrollo de este proyecto se consideré evaluar el efecto de la cafeina sobre la respuesta
celular al estrés oxidativo, la cual que es una condiciéon que puede comprometer la salud
ocasionando enfermedades cronicas. A pesar de que este proyecto no tenga una
aplicacion inmediata en humanos, es importante destacar que este tipo de estudios que
utilizan organismos modelo permiten estudiar mecanismos bioldégicos que se han
conservado evolutivamente con la intencion de extrapolar los resultados y tratar de
entender lo que sucede en organismos mas complejos. El uso de organismos menos
complejos (eucariotas unicelulares), se favorece ya que es posible la manipulacion
genética de los mismos para estudiar funciones especificas (estos organismos ya tienen
su genoma secuenciado), mientras que en organismos eucariotas superiores (Homo
sapiens), aunque se cuente con la informacion correspondiente a su genoma (genoma
secuenciado) es dificil realizar este tipo de estudios, principalmente por restricciones
éticas. Por lo tanto, considerando este tipo de restricciones a nivel ético (en el caso de
humanos), es que los organismos modelo son una opcién viable para dar solucion a

muchos de los cuestionamientos que se tienen en al ambito de la ciencia basica.
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16.CONCLUSIONES

En trabajos previos se ha descrito que la cafeina estimula la expresion de los genes que
codifican para proteinas (enzimas) implicadas en la respuesta celular antioxidante; sin
embargo, no se ha descrito el mecanismo mediante el cual ejerce este efecto. Utilizando
la levadura Yarrowia lipolytica como organismo modelo bajo las condiciones establecidas
para la realizacion del presente trabajo, no se observaron diferencias significativas entre
los niveles de expresion de los genes analizados (YAP1, SKN7, MSN2 y MSN4).

Aunque no se observaron diferencias significativas (estadisticamente) en los resultados,
se puede identificar una tendencia en la disminucion de la expresion de los genes MSN2
y MSN4, en las células sometidas a estrés oxidativo y osmotico, con respecto al grupo
control mientras que con los genes YAP1y SKN7 vemos lo opuesto, ya que la expresion
de estos genes aumenta con respecto al grupo control en las células tratadas con cafeina

y estrés osmatico.

Los resultados obtenidos tras la realizacion del presente proyecto indican que los FT Yap1,
Skn7, Msn2 y Msn4 no regulan el patréon de expresién de los genes de respuesta
antioxidante estimulada por cafeina, en células de Yarrowia lipolytica. Esto al menos, bajo
las condiciones que se utilizaron para fines de la realizacidén de este proyecto.

En general, podemos concluir que los resultados obtenidos no permiten aceptar la
hipdtesis planteada para el presente trabajo debido a que no se observaron patrones
diferentes de expresion en los diferentes genes analizados (YAP1, SKN7, MSN2y MSN4),

en presencia de cafeina.

- Seria interesante llevar a cabo un estudio similar donde se evalue la expresién de
genes correspondientes a otros FT relacionados con estrés.

- Ademas, sera necesario utilizar como grupo control células cultivadas en
cantidades menores de glucosa (<2%) ya que se ha observado que tal cantidad
puede influir en la expresion de genes de respuesta general a estrés como MSN2
y MSN4.
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