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RESUMEN

Mas de 6 toneladas de residuos de café son generados cada afio, estos se
desechan causando una gran contaminacion al medio ambiente, sin embargo
podrian ser utilizados debido a los componentes bioactivos que contienen. El café
usado (CU), uno de los subproductos de la industria del café, podria emplearse en
la industria farmacéutica o de nutracéuticos, principalmente para disminuir el
riesgo de adquirir algunas enfermedades gastrointestinales como el céancer de
colon, debido a que sus componentes poseen capacidad antioxidantes y los
compuestos derivados del metabolismo de la fibra presentan efectos
antiproliferativos y apoptoticos. El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de
los productos de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU, tostado
francés, sobre la sobrevivencia de células de cancer de colon humano in vitro. El
CU mostré6 mayor contenido de fibra total, fibra insoluble y valores similares de
almidon resistente en comparacion con el grano, asi como un alto contenido y
bioaccesibilidad gastrointestinal de los compuestos fendlicos, siendo los
mayoritarios el acido clorogénico y acido galico. A nivel del colon, la fermentacion
de la fraccién no digerible del CU, empleando microbiota donadores con peso
normal (pn) y sobrepeso (sp), generd acidos grasos de cadena (AGCC), siendo el
acido butirico el predominante y, con una produccidon mayoritaria con la microbiota
de sobrepeso. La bioaccesibilidad de compuestos fendlicos a nivel del colon
también se vio influenciada por la microbiota empleada. Los resultados mostraron
que el extracto de la fermentacién (EF) del CU (EFCU) inhibe la sobrevivencia de
células de cancer de colon humano, encontrandose diferencias en los extractos de
ambas microbiotas ya que, la concentracion letal media (CLso) usando microbiota
de pn fue de 13.5% y mostro tendencia dosis-dependiente, mientras que el EFCU
de sp no siguid esa tendencia y se requirié hasta el 70% del extracto para obtener
la misma inhibicién. Debido a esto, los siguientes ensayos se realizaron solo con
la CLso del EFCU-pn. Las células tratadas con el extracto resultaron ser TUNEL
positivo, sugiriendo un proceso apoptotico, pero sin citotoxicidad (ensayo lactato
deshidrogenasa). Ademas, la induccion de catalasa y la reduccion de glutation
total indican la induccion de estrés oxidativo; mientras que la inhibicion de 8-iso-
prostaglandina F2a sugiere que no hay peroxidacion lipidica. Los resultados
indican que el estado de nutricion puede influir en la microbiota y/o la capacidad
de absorcién de los compuestos y metabolitos derivados de los alimentos, y por
consiguiente en sus efectos sobre los tejidos, alterando sus efectos fisiolégicos. El
CU presenta potencial para ser incorporado en la industria de alimentos como un
ingrediente funcional debido a sus efectos inhibitorios sobre la sobrevivencia de
células de cancer de colon in vitro, mediada por apoptosis. Se requieren estudios
adicionales para confirmar y extender estos resultados.

(Palabras clave: Café usado, fibra dietaria, antioxidantes, nutracéuticos, acidos
grasos cadena corta, céancer de colon, salud gastrointestinal)



SUMMARY

More than 6 tons of coffee residue are produced every year, these are wasted
causing great pollution, those by-products can be used in the food industry as they
contain important amounts of bioactive compounds such as: melanoidins, dietary
fiber, polyphenols, etc... Due to this compounds, spent coffee grounds (SCG), one
of the main by-products of the coffee industry could be use by nutraceutical and/or
farmaceutical industries, principally to diminish the risk of some gastrointestinal
diseases as colon cancer because of the antioxidant capacity and fiber of the SCG
components witch have been proved to possess antiproliferative and apoptotics
effects. The objective of this work was to determine the effect of the products of the
colonic fermentation of indigestible fraction of the SCG, french toasted, on the
survival of cells of human colon cancer in vitro. The SCG showed higher total fiber
content, insoluble fiber and similar values of resistant starch compared to the
coffee beans, as well as a high content and gastrointestinal bioavailability of
phenolic compounds, being chlorogenic acid and gallic acid the highest. The
colonic fermentation of the indigestible fraction of CU using microbiota normal
weight (nw) and overweight (ow) donors, generated short chain fatty acids
(SCFA), being the predominant the butanoic acid, with a highest production of the
overweight microbiota. The bioavailability of phenolic compounds in the colon was
also influenced by the microbiota employed. The results showed that the
fermentation extract (FE) of SCG (FESCG) inhibits survival of cells of human colon
cancer, differing in extracts of both microbiota as the median lethal concentration
(LCs0) using microbiota nw was 13.5% and it was dose-dependent, while the EFCU
of ow did not follow the trend and required up to 70% of the extract to obtain the
same inhibition. By the above, the following tests were performed using only with
the ClLso of FESCG-nw. Treated cells with the extract were TUNEL positive,
suggesting an apoptotic process but without cytotoxicity (lactate dehydrogenase
assay). Furthermore, the increase of catalase activity and the reduction total
glutathione indicate the induction of oxidative stress; but the inhibition of 8-iso-
prostaglandin F2 suggests no lipid peroxidation. The results indicate that the
nutritional status may influence the microbiota and/or the absorption capacity of the
compounds and metabolites derived from food and therefore its effects on tissues,
altering its physiological effects. The CU has the potential to be incorporated as a
functional ingredient in the food industry due to its inhibitory effects on colon
cancer cells survival in vitro, mediated by apoptosis. Further studies are needed to
confirm and extend these results.

(Key words: spent coffee grounds, bioctive compounds, dietary fiber, antioxidants,
nutraceuticals, colon cancer, gastrointestinal health)
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. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo y el segundo
producto con mayor comercializacion después del petréleo, por lo que todos los
dias grandes cantidades de residuo de café son desechados. Estos desechos
contienen una gran cantidad de compuestos bioactivos que podrian ser usados en
la industria de alimentos o farmacéutica, generando productos con valor agregado
y al mismo tiempo ayudar a aminorar el problema de contaminacion que generan
(Mussatto et al., 2011a).

Uno de los residuos del café que tiene mayor importancia es el café usado
(CU), el cual se genera al preparar la bebida de café; este contiene una amplia
cantidad de antioxidantes y fibra, las cuales han sido estudiadas debido a sus

efectos benéficos para la salud humana (Campos-Vega etal., 2015).

Entre los compuestos benéficos se pueden encontrar las melanoidinas,
compuestos fendlicos, taninos y fibra. Estudios epidemioldgicos han sugerido que
una dieta alta en estos compuestos disminuye los indices de cancer de esofago,
prostata, estbmago y colon, siendo este Ultimo la segunda causa de muerte,
clasificada en los tumores malignos, asi como el cuarto tipo de cancer mas comun
en Estados Unidos en ambos géneros (OMS, 2012).

Para evaluar el efecto potencial que los compuestos presentes en los
alimentos tienen sobre la salud, los modelos de digestion y fermentacién in vitro
han sido ampliamente utilizados. La finalidad de estos es proporcionar una
alternativa atil a los modelos animales y humanos para deteccién rapida de
componentes en los alimentos, evaluando parametros que no se pueden realizar
con seres humanos y animales, debido a las condiciones éticas. De manera
particular, estas herramientas pueden ayudar a dilucidar la forma en que los
compuestos presentes en los alimentos podrian prevenir enfermedades no

transmisibles, como el cancer de colon (Payne et al., 2012).
1



Por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de los
productos de la fermentacion colonica in vitro de la fraccién no digerible del café
usado, tostado francés, sobre la sobrevivencia de células de cancer de colon
humano HT-29. Lo anterior contribuira a re-valorizar el CU al mostrar sus

potenciales efectos sobre la salud.



Il. ANTECEDENTES
1.1 El café

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo y el segundo
producto con mayor comercializacion después del petréleo, por lo que grandes
cantidades de residuos son generados por la industria cafetera representando un

problema medioambiental importante (Mussatto et al., 2011a).

La humanidad ha consumido la bebida de café desde hace mas de 1000
afos y actualmente se consumen 400 billones de tazas por afio; esto nos indica la
importancia que ha tenido este producto desde la antigiedad asi como en la
actualidad. El grano de café (GC) proviene de un arbusto llamado cafeto del grupo
de las Rubiaceae, es originario del continente africano donde puede llegar a medir
de 12 a 14 metros de altura, pero cuando se cultiva en América sélo mide de 4 a 6
metros. Las especies que se cultivan con mayor frecuencia para ser
comercializadas son: Coffea arabica, que representa el 75 % de la produccion
mundial y Coffea caneafora, ésta Ultima, llamada comidnmente robusta, contiene
un mayor grado de acidez y resistencia a plagas que la anterior, pero Unicamente

representa el 25 % de la produccion mundial (Mussatto et al., 2011b).

La especie arabica es un arbusto con pequefias hojas ovaladas verde
oscuro, es genéticamente distinta a otras especies, ya que contiene cuatro juegos
de cromosomas en lugar de dos. Sus frutos maduran de 7 a 9 meses y su lugar de
cultivo es Latinoamérica, Africa central y del este, India y muchas veces su cultivo
se extienden hasta Indonesia. La cereza de café (Figura 1) consiste en un fruto
verde cuando es inmaduro que se torna rojo-violeta u oscuro cuando madura; su
piel o pericarpio es suave y cubre una pulpa amarilla, fibrosa y dulce llamada
mesocarpio externo. Posteriormente, se encuentra una delgada capa de mucilago
transparente, llamada capa de pectina, que cubre a un endocarpio delgado de
color amarillento al que se le otorga el nombre de pergamino; finalmente la piel

plateada protege cada hemisferio del grano de café (Esquivel y Jiménez, 2012).



grano de café (endosperma) . 4a central

piel plateada (tegumento)
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Figura 1. Partes de la cereza del café

(Imagen obtenida de: http://www.nuestrocafe.com/imagen/articul o/Significado-Estructura.jpg)

[1.1.1 Procesamiento del café

La cereza de café es el fruto crudo de la planta de café, es cosechado cinco
afios a partir de la siembra del arbol, cuando ésta se torna de color rojo. El
procesamiento del café comienza cuando la cereza es convertida a granos de café
verde, esto inicia con la remocién de la pulpa y la cascara, usando métodos
himedos o secos. El método seco es mas simple y generalmente es usado para el
café de tipo Robusta mientras que el himedo se utiliza para los granos de café
tipo Arabica. En el método humedo la pulpa y la cascara se retiran cuando el fruto
aun esta fresco; la desventaja de este proceso es que se utilizan grandes
cantidades de agua. El siguiente paso es someter al fruto a una fermentacién
controlada para poder retirar todo el mucilago que se adhiere al grano, por lo que
se generan compuestos volatiles durante esta fermentacidon, que resultan en un

café con mayor aroma y calidad (Mussatto et al., 2011a).



II.L1.2 Tostado del café

El tostado del café es otro paso esencial en el procesamiento del café pues
modifica completamente sus propiedades organolépticas, generando sabores,
aromas y colores, que afectan tanto al calidad del grano como a la bebida (Cruz
et al., 2012).

El tostado del café es un proceso en el que los granos de café se calientan
entre 170-240 °C (Gonzalez-Rios etal., 2007). El tostado provoca varios cambios
en la composicion quimica del producto, pues transforma los compuestos
polifendlicos en productos complejos de la reaccion de Maillard, ademéas se
forman compuestos organicos debido a la pirolisis que se lleva a cabo. El café se
debe enfriar rdpidamente posteriormente al tostado, ya que un tostado excesivo
puede modificar la calidad del producto; por udltimo se muele el café para la
preparacion de la bebida. Los compuestos solubles se extraen del grano de café
molido con agua a 175 °C mediante condiciones de presurizacion para obtener la

infusion (Mussatto et al., 2011a).

Existen una gran diversidad de tipos de tostado, como se muestra en la
Figura 2, pero en general se clasifican en tres grupos: claro, medio y oscuro. Los
factores que se modifican en el tipo de tostado son las temperaturas y el tiempo a
los que se somete el grano de café. El tostado claro se procesa en un rango de
temperatura que va de 196 a 205 °C, el medio de 196 a 205 °C y el oscuro de 225
a 245 °C; el tostado francés es una subclase del oscuro (Schenker et al., 2002).



Tostado Tostado
claro 0SCuro
Café verde Tostado

medio

Figura 2. Diferentes grados de tostado de café

(Imagen obtenida de: https://www.nescafe.pl/upload/l roasted coffee_beans_squareround_6875.png)

I1.L1.3 Subproductos del café

Mas del 50 % de la cereza de café no es usada para la produccion del café
verde que es comercializado, por lo que es desechado durante el proceso, de ahi
la importancia de encontrar aplicaciones para estos subproductos. Algunos de los
usos que se le ha encontrado a estos desechos son: produccién de energia como
biodiesel, adsorcion de compuestos y manufactura de ciertos productos como lo
son etanol y a-amilasa (Esquivel y Jiménez, 2012).

[1.1.3.1 Cascara, piel y pulpa

La cascara, piel y pulpa tienen una composicion caracteristica, ya que son
altos en hidratos de carbono (35 %), proteina (5.2 %) y fibra (30.8 %), ademas de
que contienen una cantidad importante de minerales (10.7 %). Se ha explorado la
posibilidad de usarlos como alimento para ganado, pero su alto contenido en

compuestos antinutritivos como taninos y cafeina presentes no ha hecho viable
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esa opcion. El alto contenido en fitoquimicos se ha empleado para la elaboracion
de productos en la industria farmacéutica y de alimentos, ya que se le pueden

extraer compuestos como cafeina y polifenoles (Esquivel y Jiménez, 2012).

11.1.3.2 Café usado

Debido a la alta produccion y consumo de la bebida de café, se generan
residuos solidos conocidos como café usado (CU), este no tiene valor comercial y
generalmente se elimina como desecho sélido, en algunos casos se llega a usar
como fertilizante. Debido a su alto contenido de componentes organicos como:
cafeina, taninos y polifenoles, el CU puede generar dafios en el medio ambiente
por lo que su eliminacion debe ser manejada adecuadamente (Panusa et al.,
2013).

Otro manejo que se le da es quemar el CU, este proceso genera grandes
cantidades de gases con efecto invernadero que pueden afectar la atmdsfera; por
lo que se ha tratado de encontrar otros usos para este desecho que tengan un
menor impacto ecolégico o que generen productos con un valor agregado.
Algunas de las aplicaciones que se ha encontrado son: produccién de
biocombustibles como etanol y biodiesel, sustrato de cultivo de algunos hongos y
como adsorbente para remover colorantes basicos o metales pesados de aguas

residuales (Mussatto et al., 2011a).

El CU contiene una amplia cantidad de antioxidantes y fibra, las cuales han
sido estudiadas debido a sus efectos benéficos para la salud humana (Campos-
Vega et al.,, 2015). En la Tabla 1 se muestra la composicién quimica del CU,

segun lo reportado por diferentes autores.



Tabla 1. Composicion quimica del café usado

Constituyentes (Caetano et al., 2012) (Mussatto et al., 2011Db)
(%) (%)
Humedad 12.2 10
Cenizas 1.43 1.6
Nitrégeno 2.1 2.3
Proteina 13.3 13.6
Celulosa 13.8 8.6
Lignina total 33.6 -
Lignina soluble 1.7 -

[1.1.4 Compuestos bioactivos en el café usado

El CU contiene cantidades considerables de compuestos organicos que
pueden ser utilizados como una fuente de productos con valor agregado, mismos
gue generalmente son desechados entre los que se encuentran: fibra dietaria,

melanoidinas, compuestos fendlicos, entre otros. (Campos-Vega et al., 2015).

[.L1.4.1 Fibra dietaria

Los polisacaridos de los alimentos pueden dividirse en digeribles y no
digeribles, los digeribles son hidrolizados por enzimas digestivas y metabolizados
por hidrélisis enzimatica, mientras que los polisacaridos no digeribles no pueden
ser hidrolizados ni absorbidos en el intestino delgado y son los componentes
principales de la fibra dietaria. La fibra dietaria consiste en hidratos de carbono no

digeribles y lignina, que generalmente provienen de las plantas. La fibra funcional
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consiste en hidratos de carbono que tienen beneficios fisiolégicos en los seres
humanos. Tres tipos de polisacaridos predominan en el grano de café, celulosa,
arabinogalactanos y galactomananos, mientras que en la bebida de café sélo
predominan las ultimas dos. El contenido de fibra dietaria soluble en la bebida de
café soluble en polvo es significativo, ya que va de 0.47-0.75 g/100 mL de café o
un 2.54-20 % (Diaz-Rubio y Saura-Calixto, 2007).

Estos hidratos de carbono no digeribles atraviesan el tracto gastrointestinal
sin ser afectados por las enzimas y son fermentados en el colon por la microbiota
colbnica, lo que produce algunos metabolitos entre los que se encuentran los mas
importantes que son los acidos grasos de cadena corta (AGCC). Entre los AGCC
mas abundantes producidos en el colon se encuentran el acido propionico, el
acético y el butirico, el 95 % de ellos son absorbidos por los colonocitos y el resto
es secretado en las heces. Estudios han demostrado que los AGCC juegan un
papel importante en la prevencién y el tratamiento del sindrome metabdlico,
desordenes del intestino, asi como algunos tipos de cancer. Estos también afectan
positivamente el tratamiento de la colitis ulcerativa, la enfermedad de Crohn y la

diarrea por el consumo de antibiéticos (Besten et al., 2013).

La pulpa de los granos de café contienen 24- 25 % de fibra total, de la cual
el 20-21 % es proveniente de fibra insoluble y el resto, menos del 4 %, es soluble
(Gniechwitz et al., 2007).

El CU contiene un total de 43 % de fibra total de la cual 35 % insoluble y 8%
soluble, ademas éste posee una capacidad antioxidante de 2.4 umoles de trolox
por 100 g de peso seco, similar al de productos conocidos por su capacidad

antioxidante como el vino tinto y los duraznos (Campos-Vega et al., 2015).

La fibra dietaria acarrea una importante cantidad de compuestos
antioxidantes, principalmente compuestos polifendlicos a través del tracto
gastrointestinal. Estos polifenoles exhiben propiedades similares a la fibra dietaria,
pues resisten las enzimas digestivas y parcialmente a la fermentacion coldnica,

pero se liberan debido a la accién de la microbiota colénica produciendo
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metabolitos, asi como un ambiente antioxidante; a este conjunto de compuestos

se le ha otorgado el nombre de fibra dietaria antioxidante (Saura-Calixto, 2011).

[1.L1.4.2 Melanoidinas

Las melanoidinas son compuestos con alto peso molecular con
coloraciones marrones que son generadas en la reaccién de Maillard durante el
proceso de tueste. Representan mas del 25 % del peso seco de los granos de
café tostados. Las melanoidinas del café tienen alta capacidad antioxidante,
debido a su capacidad de unirse de forma no covalente. Evidencia demuestra que
estos compuestos pueden modular el crecimiento bacteriano en el colon, tienen
propiedades antiinflamatorias y antiglicantes, pero lo mas importante es que
inhiben metaloproteinasas de matriz, una familia de endopeptidasas que tienen un

papel importante en el crecimiento tumoral y metastasis (Mussatto et al., 2011b).

El CU contiene 16 % de melanoidinas segun lo estudiado por Nunes y
Coimbra (2009) pero no se ha obtenido su composicion por lo que se requiere

mayor experimentacion en esta area.

[1.L1.4.3 Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos han recibido una atencién importante debido a
los beneficios que aportan la salud como lo son: su accion protectora contra las
enfermedades no transmisibles, cancer y enfermedades cardiovasculares, entre
otras; esto se le ha asociado principalmente a su actividad antioxidante (Mussatto,
2011a).

A estos compuestos se les atribuyen actividades hepatoprotectivas,
hipoglucemicas, antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias, y anticarcinogénicas
por lo que tienen numerosas aplicaciones en la industria de alimentos funcionales
asi como en la farmacéutica. En los granos de CU se han realizado varias formas

de extraccion para recuperar la mayor cantidad de compuestos fendlicos,
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recuperandose hasta 18 mg equivalentes de acido gélico (GAE, por sus siglas en
inglés)/g (Mussatto, et al., 2011c).

Panusa et al., (2013) obtuvo 399 mg GAE/g en materia seca, utilizando
etanol al 20 % y microondas por 40 segundos a 80 Watts. Posteriormente se
probé su capacidad antioxidante por el método DPPH, sugiriendo que la
capacidad antioxidante del CU es proveniente de los compuestos fendlicos,
principalmente de &cido caféico (AC) y acido clorogénico (CGA, por sus siglas en

inglés).

I.1.4.4 Acido clorogénico

El CGA es uno de los compuestos fendlicos mas abundantes en el CU y se
le han atribuido una gran cantidad de propiedades benéficas a la salud, debido a
su potente actividad antioxidante. Los CGA se componen de una familia de
ésteres formados entre acidos trans-cinamicos, tales como el acido caféico y el
acido ferdlico estos unidos al acido quinico; el enlace éster se forma entre el grupo
carboxilo de los acidos trans-cinAmico y los cuatro grupos hidroxilo de acido
quinico. Las subclases de CGA incluyen &cidos caffeoilquinicos (CQA),
ferulilquinico (FQA) y dicafeoilquinico. Existen tres isémeros en cada subclase,
dando nueve CGA en total, siendo el &cido 5-O-caffeoilquinico (5-CQA) la forma
mas abundante presente en los granos de café. Una taza regular de café contiene
entre 20 a 675 mg CGA, dependiendo de la fuente de los granos de café, las
temperaturas de tueste utilizadas y los métodos de elaboracion empleados. Por
ejemplo, una taza de café Arabica aporta entre 70 y 200 mg de CGA, mientras que
el café robusta contiene entre 70 y 300 mg de CGA. El 5-CQA debe su capacidad
antioxidante a ser un poderoso secuestrador de radicales hidroxilo y también
eliminador eficaz del radical superoxido en la xantina/XOD. La capacidad de
captacion de radicales peroxilo de 5-CQA es de aproximadamente 12 pmol

equivalentes Trolox/g (Liang y Kitts, 2014).

Utilizando distintos métodos de extraccion, dentro del CU se a encontrado
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en el intervalo de 0.37 a 1.39 mg/g de CGA (Mussatto et al., 2011c).

[1.L1.45 Taninos condensados

Los taninos condensados son los metabolitos secundarios mas abundantes
en las plantas, generalmente estas los contienen de un 5 a un 10 % de peso seco
en sus hojas. Estos compuestos tienen la finalidad de defender a las plantas de
los herbivoros debido a su astringencia y/o toxicidad (Barbehenn y Constabel,
2011).

Las proantocianidinas o taninos condensados son cadenas de unidades de
flavonoles unidas; como se mencion6 anteriormente, son los responsables de los
sabores amargos y astringentes de las plantas, asi como del café. Estos
compuestos funcionan como antioxidantes, ya que interaccionan con los radicales
libres de oxigeno de las células, contribuyendo a evitar ciertas enfermedades
cardiovasculares e incluso el cancer y se ha observado que también pueden
ayudar a evitar infecciones en el tracto urinario. Estos compuestos constituyen el 4
% de la materia seca de los granos de café usados (Pujol et al., 2013).

.L1.4.6 Flavonoides

Los flavonoides se encuentran generalmente en los frutos y les aportan su
color caracteristico. Todos poseen la estructura basica de 2-benzo-pirona; las
familias mas importantes son: flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles, y
antocianidinas (Rice-Evans et al.,, 1996). Los flavonoides tienen un efecto
fisiologico importante ya que se le han atribuido propiedades antiinflamatorias,
debido a sus efectos sobre la enzima prostaglandina sintetasa; ademas otorgan
proteccion vascular, tienen efecto gastroprotector y antisecretor, accién
antitumoral, son antialergénicos, tiene efectos antimicrobianos y antivirales,
diuréticos, antihepatotoxicos, espasmoliticos y sobre el metabolismo de los lipidos

(Rice-Evans etal., 1996). En el CU se han encontrado un intervalo de 0.5 a 2.5 mg
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equivalentes de quercetina (QR)/g, dependiendo del solvente utilizado para
extraerlos (Mussatto et al., 2011b).

En base a lo indicado anteriormente, la Tabla 2 recapitula los compuestos

nutracéuticos en el CU.

Tabla 2. Composicion nutracéutica del CU

Componente Cantidad
Fibra dietaria 43 %
Fibra soluble 8 %
Fibra insoluble 35%
Melanoidinas 16 %
Compuestos fendlicos 399 GAE/g.
Acido clorogénico 1.39 mg/g
Taninos condensados 4%
Flavonoides 2.5 mg QE/g

(Con informacion de: Diaz-Rubio y Saura-Calixto, 2007; Diaz-Rubio y Saura-Calixto, 2007;
Mussatto, 2011a; Mussatto et al., 2011b; Pujol et al., 2013). GAE, equivalentes de acido gélico; QE,

equivalentes de quercetina.

I1.L1.5 Aplicaciones del café usado sobre la salud

El café, al ser una de las bebidas mas populares es consumido por millones
de personas cada dia. Los efectos benéficos del café, inicialmente se le atribuian
exclusivamente a la cafeina, pero ahora se conocen otros compuestos también

contribuyen a las propiedades funcionales de esta bebida. La bebida de café se
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clasifica como una bebida funcional, debido a el papel de su consumo en la
prevencion de algunas enfermedades, pues investigaciones epidemioldgicas
sugieren que el consumo de café se asocia con un menor riesgo de diabetes tipo
2, enfermedades cardiovasculares y céancer, asi como condiciones

neurodegenerativas como: la enfermedad de Parkinson (Ludwig et al., 2014).

Estas propiedades estan determinadas por la composicion del café verde
y de los cambios que se producen durante el tostado de los granos de café. Por lo
que, los subproductos del grano de café podrian considerarse como posibles

ingredientes funcionales para la industria alimentaria (Esquivel y Jiménez, 2012).

El CU ha demostrado tener una fuerte capacidad para secuestrar
radicales libres, debido a sus componentes como cafeina, acido clorogénico y
caféico y trigonelina por lo que también se le ha atribuido una actividad

antitumoral, antiiflamatoria y antialergénica (Esquivel y Jiménez, 2012).

Bravo et al., (2013) reportaron que el CU presenta un efecto antioxidante y
genoprotector, pues reduce el nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS, por

sus siglas en inglés) y disminuye el dafio en el ADN de un 29 a un 73 %.

Lépez-Barrera et al., (2016) reporté que el CU produce AGCC y que el
extracto de la fermentacion colénica ejerci6 un efecto antiiflamatorio en

macréfagos murinos, reduciendo la liberacién de mediadiores inflamatorios.

El CU podria ser una fuente importante para la produccion de compuestos
bioactivos, las tecnologias disponibles permiten el uso del CU agregando valor a
un subproducto abundante, ya que su desecho supone un problema

medioambiental (Campos-Vega et al., 2015).
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II.2 Microbiota

Una creciente atencion se ha mostrado hacia el rol de la dieta,
principalmente de los macronutrientes, afectando la composicién y actividad
metabdlica de la microbiota colénica humana y las posibles afectaciones a la
salud. Se ha observado que la prevalencia de microorganismos patdgenos se
asocia a enfermedades intestinales como obesidad y cancer gastrico, existen
medidas dietarias que han sido probadas y son eficientes en preservar una

poblacién microbiana sana (Heinritz et al., 2016).

Algunas especies bacterianas del género Lactobacillus o Bifidobacterium o
Faecalibacterium prausnitzii han demostrado efectos benéficos a la salud de
humanos y animales, y son reconocidos biomarcadores de salud intestinal. Por
otro lado, la familia Enterobacteriaceae, por ejemplo, es considerada deterioradora
para animales y humanos debido a sus miembros patogénicos como: E. Coli y
Shigella (Heinritz et al., 2016).

Una dieta occidental, alta en grasa y baja en fibra, ha demostrado tener
efectos perjudiciales a la salud; ya que un aumentado consumo de grasa aumenta
la permeabilidad colénica para productos microbianos del colon como los
lipopolisacaridos (LPS) que pueden causar una desregulacion inmune con
inflamacion colénica y sistémica, lo que puede desencadenar otras patologias
como colitis, sindrome del intestino irritable y cancer de colon (Fernandez etal.,
2016).

Evidencia in vivo e in vitro apoya el papel de la microbiota como causante
de dafo en el DNA e inestabilidad cromosomal, lo que puede dar como
consecuencia mutaciones responsables de la carcinogénesis. Ademas, la
microbiota juega un papel fundamental en la transformacion de los pro-
carcinogénicos dietarios, la produccion de ROS, especies de nitrdgeno y
genotoxinas, asi como la producciéonn de algunos factores protectores de cancer

como el folato y la biotina, esenciales para la sintesis y reparacion del ADN
(Vipperla y O'Keefe, 2016).
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I1.2.1 Interaccion entre microbiota y compuestos fendlicos

Los metabolitos de los compuestos polifenénicos, juegan un papel
importante en los beneficios a la salud de los alimentos que los contienen, algunos
compuestos fendlicos provenientes de la dieta se transforman en el colon debido a
las enzimas microbianas y pueden ser considerados como biomarcadores del
metabolismo colénico si son absorbidos. Esto podria explicar algunos efectos
fisioldgicos comunes observados por el consumo de alimentos con composicion

fendlica diversa (Selma et al., 2009).

Sin embargo, algunos fenoles se absorben sin ser modificados debido a su
alta biodisponibilidad. La variedad de efectos de cada compuesto fendlico varia
dependiendo de la persona, como resultado de la variabilidad interindividual de la
ecologia microbiana del colon, lo que determina la absorcién del compuesto

fendlico (Selma et al., 2009).

Estudios in vitro sugieren que los polifenoles ejercen un efecto
antimicrobioano contra los microorganismos patégenos como Clostridiales y
Enterobacteriales, mientras que favorecen el crecimiento de bacterias benéficas

como Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp (Anhé et al., 2015).

I1.2.2 Acidos grasos de cadena corta

El mayor sitio de produccion de AGCC en el cuerpo humano, es el colon.
Pero para ello se requiere la presencia de bacterias fermentativas especificas. Los
prebidticos ingeridos (fibra), llegan intactos al colon donde pueden ser usados
como fuente de carbono por las bacterias probioticas del colon, como las bacterias
acido lacticas del género Bifidobacterium o Lactobacillus, las cuales generan
AGCC como consecuencia. Buena parte del trabajo para identificar los
microorganismos responsables de la produccion de AGCC ha sido encaminada al

acido butirico, pues es considerado uno de los metabolitos mas importantes, ya
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que sirve como fuente de energia para los colonocitos, tiene propiedades

antiiflamatorias y regula la expresion de genes de diferenciacion y apoptosis.

Ademas, estos compuestos disminuyen el pH del intestino grueso inhibiendo el

crecimiento y la actividad de bacterias patégenas (Fernandez et al., 2016).

En la Tabla 3, se puede observar algunas de las principales bacterias

productoras de AGCC, asi como sus efectos fisiolégicos mas importantes.

Tabla 3. Principales bacterias productoras de AGCC y sus efectos

AGCC

fisiolégicos

Bacteriaproductora

Efecto fisiolégico

Acido acético

Bifidobacterium adolescentis
Lactibacillus spp.
Bacteroidetes thetaiotaomicron

-Energia
-Induccién de la sintesis
de colesterol

Acido
propiénico

Roseburia insulinovorans Veillonella spp.

Ruminococcus obeum  Bacteroides spp.

Dialister spp.

Phascolarctobacterium spp.

-Energia en células
normales
-Gluconeogénesis
-Inhibicion de la
biosintesis de colesterol
-Inhibicion de las
HDACs

Acido butirico

Roseburia spp. Eubacterium
rectale Eubacterium hallii
Faecalibacterium prausnitzii Anaerostipes
caccae Coprococcus eutactus

(Fernandez et al., 2016)
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-Energia en células
normales

-Actividad antiiflamatoria
-Induccién de citoquinas
inmunosupresoras
-Induccién de GLP-2
inmunosupresora
-Inhibicion de HDACs en
células tumorales
-Induccién de la
apoptosis en células
tumorales
-Sobreexpresion de
enzimas detoxificantes
-Aumento de la funcién
de barrera de la mucosa



Mientras que los tres AGCC tiene efectos beneficos para la salud en la
mucosa coldnica, como se menciond anteriormente, el &cido butirico es el mas
potente con respecto a proteccién contra el cancer. Multiples mecanismos han
sido identificados sugiriendo su efecto protector contra el cancer de colon; el acido
butirico exhibe un efecto antiproliferativo debido a la activacion de la cascada de
apoptosis y arresto al crecimiento de tumores por hiperacetilacién de histonas.
Suprime los tumores potenciando la expresion del gen p53 y transforma la
sefalizacion del factor de crecimiento-3 (TGF-B) e incrementa la inmunogenicidad
de células de cancer de colon. Por otro lado, el 4cido acético y propiénico son
absorbidos sistematicamente y juegan papeles importntes en el metabolismo de

lipidos y glucosa (Vipperla y O’Keefe, 2016).

[1.3 Cancer de colon

El cancer es un crecimiento anormal, rapido, desorganizado Yy
descontrolado de nuevo tejido, que continla una vez cesado el estimulo de
proliferacion celular. La masa de tejido formado como consecuencia de este
proceso puede afectar la funcion del érgano donde se origind, puede infiltrar los
tejidos vecinos y diseminarse por via sanguinea o linfatica a otros tejidos
distantes, comprometiendo su funcionalidad y amenazando la vida del organismo
(Lacy etal., 2002).

El cancer es la principal causa de muerte en el mundo y fue responsable de
la muerte de 8.2 millones de personas en el 2012. Segun la OMS, 694,000
millones de estas muertes estuvieron relacionadas con cancer colorrectal. El
cancer de colon (CC) es la segunda causa de muertes, clasificada en los tumores
malignos, en Estados Unidos en hombres y mujeres. En el 2012 se estimd que
hubo 143, 000 millones de personas diagnosticadas con esta patologia,
catalogandolo como el cuarto tipo de cancer mas comun en hombres después del

de piel, prostata y pulmén. Asimismo en mujeres tiene el cuarto lugar en
18



importancia después del cancer de piel, mama y pulmén. Los factores de riesgos
asociados con el CC incluyen: la edad avanzada, los antecedentes de herencia
familiar de cancer de colon, alteraciones genéticas, consumo de tabaco y la dieta.
Considerando que la funcién del colon es la de absorber agua y fermentar la
fraccion no digerible mediante la microbiota coldnica, esto sugiere que existe una
fuerte correlacién entre la dieta y el cancer de colon. Se ha observado que dietas
altas en grasa y bajas en frutas, verduras, calcio, folatos y fibra son asociadas con
mayor riesgo a padecer esta enfermedad. Diversos estudios epidemioldgicos
sugieren que existe una relacion entre una dieta alta en frutas y verduras con
bajos indices de cancer de eso6fago, prostata, colon y estbmago por lo que algunos
compuestos, como lo son los fendlicos, han causado gran interés por sus
propiedades anticarcinogénicas. Se ha sugerido que &cidos como el
hidroxicinamico y el clorogénico son algunos de los responsables de la asociacion

inversa entre el consumo de fruta y el cancer (OMS, 2012).

Las células cancerosas son genéticamente menos estables que las
normales, por lo tanto desarrollan mutaciones genéticas a medida que van
proliferando. Las mutaciones, los re-arreglos, duplicaciones, entre otras, les
otorgan nuevas caracteristicas que son adquiridas por la tumorogénesis (Hanahan
y Weinberg, 2000).

El CC es una enfermedad heterogénea con tres fenotipos diferentes, pero
en ocasiones traslapados, reflejando diferentes formas de inestabilidad del ADN.
La via de la inestabilidad cromosémica (CIN) es el fenotipo mas comun,
representando el 85 % de todos los CC esporadicos. Las células malignas en
tumores con fenotipo CIN son tipicamente aneuploides, lo que significa que hay un
cambio en el nimero cromosémico y revelan reordenamientos cromosémicos en
gran escala. La inestabilidad de microsatélites (MSI) del fenotipo representa 15 %
de todos los CC y es causada por diversas deficiencias en el sistema de ADN
reparador de desajustes, lo que lleva a un gran aumento en el grado de

mutaciones, 15 canceres con el fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) exhiben la
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metilacion del ADN aberrante, conduciendo a un promotor hipermetilacion

concordante de multiples genes (Ahmed et al., 2013).

En un estudio analizando 276 muestras de CC, indicaron que el 16 % de los
carcinomas colorrectales resultaron estar hipermutados: tres cuartas partes de
ellos tenia la inestabilidad de microsatélites alta, por lo general con hipermetilacion
y silenciamiento de MLH1, y una cuarta parte tenia mutaciones en el gen
reparador de desajustes y las mutaciones € polimerasa (POLE). Veinticuatro
genes también estaban mutados de manera significativa y ademas de las
mutaciones de APC, P53, SMAD4, PIK3CA y KRAS que eran de esperarse, se
encontraron mutaciones frecuentes en ARID1A, SOX9 y FAM123B (Cancer
Genome Atlas Network, 2012).

[1.3.1 Relacion entre cancer de colon y peso corporal

La obesidad esta relacionada como factor de riesgo al CC, ya que
numerosos estudios han observado que existe una relacion entre el peso corporal
y los filos dominantes de bacterias en el colon, ademas de que se ha mostrado
gue la microbiota tiene un impacto en la resistencia a la insulina, inflamacion y

adiposidad coninteracciones en células epiteliales y endocrinas (Zhu etal., 2011).

Alrededor el 11% de los casos de cancer colorrectal (CCR) han sido
atribuidos al sobrepeso y la obesidad en Europa. Los datos epidemiol6gicos
sugieren gque la obesidad esta asociada con un mayor riesgo (30-70%) de cancer
de colon en los hombres, mientras que la asociacién es menos consistente en las
mujeres. Existen tendencias similares para adenoma colorrectal, aunque el riesgo

parece ser menor (Bardou et al., 2013).

Una posibilidad es que la activacién inducida por la obesidad de RAS-RAF-
ERK y la sefalizacion de PIBK-AKT-mTOR tanto en individuos jévenes y mayores
acelera la carcinogénesis sustituyendo mutaciones somaticas que activan

genéticamente las mismas vias pero durante un periodo de largo de tiempo. Esta
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idea es compatible con que las mutaciones en KRAS, BRAF y p53 son las
principales impulsoras de la progresion del CCR y son las que se encuentran
mutadas con mayor frecuencia que otros genes, a excepcion de APC (el gen que
usualmente inicia el CCR) (Bultman, 2016).

Ademas de los efectos directos de la dieta sobre la progresion del CC;
como se menciond anteriormente, la dieta puede influir indirectamente a la
progresion del CC por la modulacion de la composicion y el metabolismo de la
microbiota intestinal y la regulacion epigenética de la expresion génica (Bultman,
2016).

[1.3.2 Mecanismos de muerte celular en cancer

La muerte celular se puede definir como la incapacidad de la célula para
mantener la integridad de la membrana, pero se indica que una célula estd muerta
cuando ademas de esto, el nicleo se ha fragmentado y/o los cuerpos apoptéticos
han sido fagocitados. La importancia de la muerte celular radica en que es
necesario eliminar las células innecesarias, envejecidas, dafiadas o perjudiciales
para mantener una homeostasis. La muerte celular convencionalmente se divide
en tres tipos: apoptosis (tipo ), autofagia (tipo I) y necrosis (tipo l); a
continuacion se describirdn las que presentan mayor importancia en cancer
(Quyang et al., 2012).

11.3.2.1 Apoptosis

La apoptosis o muerte celular tipo |, se caracteriza por cambios
morfolégicos y bioquimicos especificos de las células que mueren, incluyendo el
encogimiento celular, la condensacion y la fragmentacion nuclear, formacion de
cuerpos apoptéticos en la membrana dinamica y la pérdida de adhesion a las
células vecinas o a la matriz extracelular (Figura 3). Los cambios bioquimicos

incluyen la escision de ADN cromosémico en fragmentos internucleosomal, la
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externalizaciéon de fosfatidilserina y un numero de divisiones de sustrato

intracelulares mediante protedlisis especifica (Ouyang et al., 2012).

Figura 3. Células apoptéticas identificadas con tincion TUNEL

(Imagen obtenida de: https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/A23210)

1.3.2.1.1 Via extrinseca de la apoptosis

La activacion de la apoptosis (Figura 4) por la via extrinseca activa a los
receptores de la membrana celular, tales como Fas (First apoptosis signal, por sus
siglas en inglés), TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor 1, por sus siglas en
inglés), TRAIL-R1 (TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor 1, por sus
siglas en inglés), TRAIL-R2, p75-NGFR (p75-Nerve Growth Factor Receptor, por

sus siglas en inglés), entre otros (Wajant etal., 2003).

La via extrinseca inicia con la activacion de la caspasa iniciadora (caspasa-
8) que a su vez, puede activar a la caspasa-3 o bien fragmentar al miembro de la
familia Bcl-2, Bid, lo cual conduce a la formacion del apoptosoma y la activacion

de la caspasa-9 (Hengartner, 2000).

Una de las cascadas de sefalizacion inducida de manera extrinseca, se

lleva a cabo en la superficie de la célula y se da inicio por la union de los
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receptores Fas con su ligando FasL (Figura 4). Esta union trae los dominios
citoplasmaticos de los receptores de membrana a una proximidad que permite
inducir un cambio conformacional que ayuda a la formacion de un complejo de
sefalizacion, denominado complejo de sefalizacion inductor de muerte (DISC, por
sus siglas en inglés) en el extremo citoplasmético de los receptores. El DISC
comprende a los receptores y ligandos, asi como una proteina adaptadora FADD
(Fas associated death domain), en algunas células, la caspasa-8 conduce a una
amplificacion que involucra la ruptura del miembro de la familia Bcl-2, Bid. Cuando
Bid es fragmentado puede inducir la liberacion mitocondrial del citocromo C
mediado por Bax, llevando a la célula a un destino apoptético (Johnstone et al.,
2002).

Otro mecanismo que sigue la muerte extrinseca es el de la citocina
proinflamatoria, el factor de necrosis tumoral (TNF), el cual se secreta
principalmente por células del sistema inmune, tales como los monocitos,
macroéfagos, neutrofilos, células NK vy linfocitos T. La sintesis del TNF-a se puede
inducir por células tumorales (Johnstone et al., 2002).

I1.3.2.1.2 Via intrinseca de la apoptosis

La via intrinseca (Figura 4) puede activarse por la via de los receptores de
muerte o por otros estimulos que son independientes de los receptores de muerte,
incluyendo el dafio al ADN, la inhibicion de la topoisomerasa o el retiro de factores
troficos (Arnoult et al., 2002).

Esta via involucra a los miembros de la familia Bcl-2, estos regulan la
liberacion del Citocromo C por la despolarizacion de la mitocondria al citoplasma,
donde APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) y la procaspasa 9 forma un
complejo proteico llamado apoptosoma. La caspasa 9 es procesada y activada
cuando forma parte del apoptosoma, que a su vez promueve la activacion de la

caspasa 3, caspasa 6 y la caspasa 7 (Nicholson y Thornberry, 2003).
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Figura 4. Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis

(Imagen obtenida de: http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/vénl/coto_files/image004.jpQq)

[1.3.3 Otros mecanismos de muerte celular

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son una consecuencia de la
atmoésfera rica en oxigeno, en la que vivimos y son productos de desecho del
metabolismo del oxigeno, estos son importantes mediadores de distintos procesos
celulares, incluyendo la adhesion celular, la respuesta inmune, la apoptosis, el
crecimiento celular y diferenciacién y son segundos mensajeros en la sefializacién
intracelular. Bajos niveles de ROS son importantes para llevar a cabo los procesos
antes mencionados, pero una produccion aberrante de ROS provoca en los
mecanismos de distintas enfermedades algunos desordenes neuroldgicos y
canceres. La mitocondria, es la mayor fuente de ROS y el anién superéxido es el
ROS inicial producido por este organelo. El superoxido es producido
principalmente por el complejo | y complejo Il de la cadena transportadora de

electrones. Los radicales superoxido participan en la formacion de especies
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reactivas de nitrogeno (RNS) peroxinitrito, asi como centros de ataque de sulfuro
de hierro para enzimas mitocondriales claves que participan en la produccion de

radicales hidroxilo a través de la reaccion de Fenton (Holley et al., 2010).

La célula se encuentra equipada con una variedad de sistema de enzimas
para detoxificarse de ROS. El peréxido de hidrogeno producido en la mitocondria
es descompuesto a agua por glutation peroxidasa (GPX) especifico de la

mitocondria, asi como peroxiredoxinas (PRX) y catalasa (Holley et al., 2010).

[1.3.3.1 Superodxido dismutasa

Superéxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa antioxidante en
contra de los ROS generados por respiracion dentro de los organismos eucariotas.
La SOD actia convirtiendo el anidén superoxido (O2-) en peréxido de hidrogeno
que puede ser transformado en agua por catalasa o peroxiredoxina, protegiendo
asi a la célula de dafos inducidos por radicales libres. Existen 3 formas de SOD,
la forma encontrada en el citoplasma que contiene Cu y Zn (Cu/ZnSOD), la forma
mitocondrial que contiene Mn (Mn-SOD) vy la extracelular Ec-SOD (Raamsdonk y
Hekimi, 2012).

La inhibicibn de SOD causa la acumulacion en la célula de ROS, lo cual
conlleva a dafio mediado por radicales libres de la membrana mitocondrial, la
liberacién del citocromo C de la mitocondria y la apoptosis en células de cancer.
Por lo que buscar inhibidores de SOD podria ayudar a eliminar selectivamente a

las células de cancer (Huang, et al., 2000).

11.3.3.2 Catalasa

Catalasa es una enzima omnipresente en todos los organismos, en las
células eucariotas se encuentra en los peroxisomas. La enzima contiene un grupo
heme en su sitio activo responsable de su actividad catalitica convirtiendo dos

moléculas de peroxido (H202) en dos moléculas de agua (H20) y oxigeno (O2),
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recibiendo el nombre de dismutacién. Las més altas concentraciones de catalasa
se encuentran en los rifiones, higado y eritrocitos; en menor concentracion se

encuentran en el tejido conectivo (Michiels et al., 1994).

Siendo que el SOD cataliza la dismutacion del anion superoxido (O2-) en
peréxido de hidrégeno (H202), este puede ser transformado en agua y oxigeno

posteriormente mediante la enzima catalasa (Kaynar et al., 2005).

Un aumento en la peroxidacion de lipidos, junto con una disminucion en la
actividad de catalasa aumenta el estrés oxidativo durante alteraciones malignas
inducidas, se ha observado que al disminuir la actividad de la catalasa en el tejido
canceroso promueve la el crecimiento del cancer y su infiltracion en los tejidos que
lo rodean lo cual es importante para la invasion y la metastasis (Aachary et al.,
2015).

11.3.3.3 Glutation peroxidasa- reductasa

Glutation peroxidasa (Gpx) es una selenoproteina, ademas de ser la enzima
tetramerita con cuatro subunidades idénticas de alrededor 22 kD; cada una de
ellas contiene un atomo de selenio, ya que una selenocisteina esté involucrada en
su actividad catalitica. Del 60-70 % de la actividad de la enzima se encuentra en el
citoplasma y 25 a 40 % en la mitocondria. Gpx reduce los hidroperéxidos lipidicos
y no lipidicos como el per6xido de hidrogeno mientras oxida dos moléculas de
glutation (GSH), esto tiene muy alta especificidad para el donador de electrones
(GSH) pero menos especifico para el sustrato, ademas la tasa de reaccidn
incrementa linealmente con la concentracion del sustrato y la enzima no se puede
saturar por GSH. El Gpx requiere GSH reducido para detoxificar peroxidos, por lo
gue una concentracion elevada de GSH reducido es mantenido en la célula (0.5-
10 x 10 -1 M). Cuando se oxida GSSG es reducido de nuevo a GSH por la
glutation reductasa (Gred). Gred es una enzima dimérica conteniendo FAD en sus

sitios activos, la cual utiliza NADPH para reducir GSSH (Michiels et al., 1994) .
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Gpx: ROOH + 2GSH-> ROH + H20 + GSSG
Gred: GSSG + NADPH + H* - 2GSH + NADPH*

Se ha observado que los niveles de Gpx disminuyen durante el desarrollo
de cancer de colon, produciendo una mayor cantidad de peréxido de hidrégeno y

aumentando el estrés oxidativo (Gladyshev et al., 1998).

11.3.3.3 Isoprostanos F2

Los isoprostanos F2, son formados de manera no enzimatica mediante el
dafio catalizado de los radicales libres hacia el acido araquidénico esterificado
seguido por la liberacion enzimatica de los fosfolipidos de celulares o de
lipoproteinas. Los isoprostanos se forman in situ en el dominio de fosfolipidico de
las membranas celulares y lipoproteinas circulantes, para posteriormente unirse a
las fosfolipasas, liberarse extracelularmente para circular en la sangre y ser
excretadas en orina. Las mediciones de los isoprostanos F2 proporcionan un
indice especffico y sensible de la peroxidacion lipidica no enzimatica y se han
utilizado para evaluar la peroxidacion lipidica in vivo en varios estadios de
enfermedad (Tacconelli et al., 2010).

Las especies reactivas producidas durante el estrés oxidativo, pueden alterar
las bicapas de membrana y causar peroxidacion lipidica de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), lo que da como resultado a la formacion del radical
lipoperoxilo, el cual reacciona con los lipidos para producir radicales lipidicos y un
lipidos hidroperéxilados. Los lipidos hidroperoxilados son inestables y generan
nuevos radicales peroxilo y alcoxi, ademas de descomponerse en productos
secundarios, estos radicales libres producidos durante peroxidacion lipidica tienen
algunos efectos locales, debido a su corta vida, pero los productos de
descomposicién de peréxidos lipidicos pueden servir como segundos mensajeros
de estrés oxidativo, debido a su vida media y su capacidad para difundirse desde
el sitio de su formacion. Los compuestos formados por la peroxidacion lipidica y la

ruptura de lipidos, puede conducir a cambios en la permeabilidad y la fluidez de la
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bicapa lipidica de la membrana, asi alterando drasticamente la integridad celular
(Barrera, 2012).

I1.3.4 Técnicas para identificar apoptosis

[1.3.4.1 Técnica de TUNEL

El estudio de los dafios en el ADN tiene un amplio interés a nivel basico
como en campos aplicados de la investigacién. Elucidar los mecanismos
implicados en la generacion de dafio en el ADN y las consecuencias de este dafio,
tiene un enorme impacto en multiples campos de la investigacion cientifica y en
dltima instancia conducir a una mejor comprension de las enfermedades humanas.
Uno de los métodos mas utilizados para la deteccion de dafio en el ADN in situ es
TDT mediada por dUTP-biotina, llamada tincion TUNEL (Figura 8). La tincion
TUNEL fue descrita inicialmente como un método para la tincion de las células que
han sufrido muerte celular programada, o apoptosis, y exhibe el sello bioquimico
de la apoptosis-internucleosomal: la fragmentacién del ADN. La técnica TUNEL se
basa en la capacidad de la enzima transferasa terminal desoxinucleotidil
incorporar dUTP marcada en el extremo libre terminal 3'-hidroxilo generados por la
fragmentacion de ADN gendmico en ADN de doble cadena de bajo peso molecular
y ADN de una sola cadena de alto peso molecular. Mientras que la tincién de
TUNEL ha sido adoptada universalmente casi como el método de eleccion para la
deteccion de apoptosis in situ, se debe reconocer que esta técnica no se limita a la
deteccion de células apoptéticas. Este ensayo también se puede usar para
detectar el dafio al ADN asociado con eventos no-apoptoticos, tales como la
muerte celular necroética inducida por la exposicién a compuestos toxicos y otras
causas, asi como para tefiir las células sometidas a la reparacion del ADN activa.
Por lo tanto la tincion de TUNEL puede ser considerada generalmente como un

método para la deteccion de dafio en el DNA (fragmentacion) y mas
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especificamente como un método para la identificaciéon de células apoptoticas
(Kyrylkova et al., 2012).

Figura 5. Blastocitos identificados por tincion TUNEL

(Imagen obtenida de: http://www.cdb.riken.jp/eng/04_news/articles/10/101218_bettercloning.html)
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I1.3.5 Técnicas para identificar necrosis

[1.3.5.1 Medicion de enzima lactato deshidrogenasa

La lactato deshidrogenasa (LDH), es una enzima presente en las células de
mamiferos que sale de la célula debido a dafios de la membrana plasmatica o la
ruptura. El ensayo de LDH esta basado en cuantificar la actividad de la enzima en
el medio celular y puede ser usado de distintas maneras. El ensayo de LDH puede
usarse para medir directamente la citotoxicidad debido a la salida de la enzima de
células en con dafio severo 0 muerte celular (en este caso necrosis) pero el
ensayo también se puede usar para contar el nimero de células (por lisis
completa) o el nimero de células después de quitar las células muertas (ensayo
de viabilidad) (Parhamifar et al., 2013).

Il.4 Proceso de digestidon

I.4.1 Modelos in vitro parala evaluaciéon de la digestién gastrointestinal

El principio de los modelos de digestion in vitro es proporcionar una
alternativa atil a los modelos animales y humanos para deteccion rapida de
componentes en los alimentos. El modelo ideal de digestion in vitro proporcionaria
resultados precisos en un corto tiempo (Coles et al., 2005) y podria servir como
una herramienta de andlisis rapido para alimentos. En la practica, cualquier
meétodo in vitro tiene un margen de error debido a la complejidad del proceso in
vivo (Hur et al., 2011).

Dentro de los modelos de digestion, es frecuente utilizar enzimas y otras
moléculas biolégicas como lo son: pepsina, pancreatina, tripsina, quimotripsina,
peptidasa, a-amilasa, lipasa, sales biliares y mucina. Varios estudios han utilizado
enzimas obtenidas de humanos, mientras que otros han usado enzimas extraidas
a partir de fuentes animales o vegetales. Los tipos de enzima utilizados dentro de

30



un modelo in vitro de la digestion tienden a reflejar los principales componentes de
los alimentos que se estan investigando, por ejemplo, lipasas para la digestion de
lipidos, proteasas para la digestion de proteinas, y amilasas para la digestion de
almidon, las enzimas se afiaden en secuencia con el fin de simular las diferentes
etapas del proceso digestivo. La composicion enzimatica de un fluido digestivo
particular a menudo se puede simular mediante la mezcla de cantidades
apropiadas de enzimas puras (Boisen y Eggum, 1991) y muchas veces estas
enzimas a menudo requieren componentes adicionales dentro de los fluidos
digestivos para actuar de manera eficiente; por ejemplo, la lipasa pancreatica
requiere la presencia de calcio y las sales biliares. Ademas si la concentracién de
la sustancia diana (proteina, lipidos o carbohidratos) aumenta, entonces la
concentracién de enzimas o el tiempo de digestion se debe aumentar incluso si el
resto del procedimiento de digestion in vitro se mantiene el mismo. Las
caracteristicas de los alimentos, el tipo de enzima, y las concentraciones de la
enzima son factores clave que controlan la digestion de los alimentos durante el

proceso de digestion in vitro (Hur et al., 2011).

[1.4.2 Modelos in vitro para la evaluacion de la fermentacion colénica

La microbiota intestinal es un 6rgano altamente especializado que contiene
conjuntos microbianos especfificos del huésped, su actividad metabdlica afecta
directamente la salud y la enfermedad en seres humanos. Los modelos colonicos
de fermentacién in vitro presentan una oportunidad para realizar estudios que no
se pueden realizar con seres humanos y animales, debido a las condiciones
éticas. La experimentacion con un modelo in vitro utilizando la combinacién de
fermentacion colonica in vitro y células humanas representan un enfoque
avanzado en la identificacion de complejas interacciones huésped-microbiota y

procesos de fermentacion coldnica (Payne et al., 2012).
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1.5 Modelos celulares utilizados en estudios in vitro

[1.5.1 Linea celular HT-29

HT-29, mostrada en la Figura 6, es una linea celular de adenocarcinoma
colorrectal humano con morfologia epitelial. Estas células son sensibles a los
farmacos quimioterapéuticos 5-fluorouracilo y oxaliplatino, que son tratamientos
estandar para el cancer colorrectal. Ademas de ser un modelo de xenoinjerto de
tumor para el cancer colorrectal, la linea celular HT-29 también se utiliza como un
modelo in vitro para estudiar la absorcién, el transporte, y la secrecion por las
células intestinales. Bajo condiciones estandar de cultivo, estas células crecen
como una multicapa polarizada no diferenciada. La alteracion de las condiciones
de cultivo o el tratamiento de las células con diversos inductores resulta en una
morfologia diferenciada y polarizada, caracterizada por la redistribucion de los
antigenos de la membrana y el desarrollo de una membrana del borde de cepillo
apical. Estas células son provenientes de un Homo sapiens caucasico de 44 afios
de edad y sus genes expresados son: componente secretor de IgA; antigeno
carcinoembrionario (CEA); factor de crecimiento transformador para proteina de
union beta; mucina, myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src -, tipo
de sangre A; Rh +; HLA Al, A3, B12, B17, Cwh5. Las células HT-29 son negativas
para CD4, pero no hay expresion en la superficie celular de la ceramida galactosa

(un posible receptor alternativo para el VIH) (Huang et al., 2012).
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Figura 6. Morfologia de células HT-29

(Imagen obtenida de: http://www.itgb.unl.pt/labs/disease-and-stress-biology/res ourc es/ht29-10x.jpg)
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M. JUSTIFICACION
En la actualidad, se ha buscado disminuir la cantidad de contaminantes
emitidos al medioambiente, principalmente por los dafios que se han causado a

nuestro planeta y que podrian ser irreversibles.

El CU es una fuente importante de contaminacion, ya que no se le ha
encontrado un uso especifico y tiene una cantidad importante de compuestos que
hace que sea mas dificil su degradacién. En los Ultimos afios, la industria del café
ha tenido un auge importante, lo cual ha generado mayor cantidad de desechos,

provocando un aumento en los Ultimos afios.

Los compuestos bioactivos contenidos en el grano y la bebida café,
relacionados con efectos benéficos a la salud, se encuentran también en el CU.
Estos compuestos tienen efectos quimioprotectores, antiproliferativos y favorecen
la muerte celular de celulas carcinogénicas de colon; también funcionan como
antioxidantes y la fibra contenida en este producto es degradada por la microbiota
colénica generando AGCC. Sin embargo, la produccion y liberacion de
compuestos benéficos se puede ver afectada por el tipo de microbiota
predominante en el colon, la cual se ve modificada por el tipo de dieta y el peso
corporal.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de los productos de la
fermentacion de la fraccién no digerible del CU, con tostado francés, sobre la
sobrevivencia de células provenientes de cancer de colon humano HT-29 usando
microbiota de sujetos con peso normal y de sobrepeso. Este trabajo ayudara a
proponer en un futuro otras aplicaciones del CU en el area de la industria de
alimentos y agentes nutracéuticos, por lo que le otorgaria un valor agregado a un

subproducto que genera contaminaciéon y es desechado.
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V. HIPOTESIS

Los productos de la fermentacién de la fraccidn no digerible del café usado,
tostado francés, por sus componentes bioactivos (AGCC), son capaces de inhibir
la sobrevivencia de células de cancer de colon in vitro, a través de la induccion de

apoptosis.

V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los productos de la fermentacion col6nica in vitro de la
fraccion no digerible del café usado, tostado francés, sobre la sobrevivencia de

células de cancer de colon humano in vitro.

V.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar, parcialmente, la composicién quimica y nutracéutica del
café usado.
e Simular, mediante un sistema in vitro, la digestién para la obtencion
de su fraccion no digerible
e Someter la fraccién no digerible del café usado a la fermentacion
colonica utilizando dos tipos de microbiotas, peso normal y
sobrepeso.
e Evaluar el extractos de la fermentacidn colonica in vitro de la fraccion
no digerible del café usado, tostado francés, sobre células de cancer

de colon.
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V1. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Materiales

VI.1.1 Compuestos quimicos

Los reactivos y solventes de uso general fueron de J. T. Baker, el medio de
cultivo DMEM se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassa,
EUA). El medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (Gibco, Grand Island,
NY), el suero fetal bovino (SFB), los antibiéticos y antimicoticos se obtuvieron de la
marca Gibco (Gibco, Grand Island, NY). La a-amilasa salival obtenida de la boca
de personas sanas, la pepsina y pancreatina de origen porcino, y las sales biliares,
se adquirieron de Sigma (Sigma-Aldrich, Canada Ltd).

VI.1.2 Material biolégico

Se utilizaron granos de café tostado oscuro, llamado comiunmente francés,
de la marca Tuyz café ecogourmet. EI CU se obtuvo preparando la bebida con 7 g
de grano de café molido por cada 100 mL de agua destilada, en una cafetera
convencional. El residuo de café que quedo atrapado en el filtro se denominé café
utilizado y se sec6 a 60 °C durante 24 horas para posteriormente molerlo y pasarlo

por una malla 40, para disminuir y homogeneizar su tamafio de particula.

La linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT-29, se obtuvo de
la American Type Culture Collection (ATCC, Manassa, EUA).
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VI.2 Métodos

VI.2.1 Andlisis proximal

VI1.2.1.1 Humedad total

La humedad se determind por el método 925.23 descrito en la AOAC
(2002). Para ello se colocaron los crisoles necesarios a peso constante en la
estufa a 80 °C durante 12 horas o por 3 horas a 105 °C, transcurrido el tiempo se
pusieron en el desecador durante 40 minutos. Se pesaron los crisoles y se registro
el peso; dentro de los crisoles se colocaron 3 g de muestra registrando el peso
exacto con decimales. Se procedié a meter el crisol con la muestra en la estufa a
130 °C durante 3 horas, se sacaron los crisoles con la muestra y se dejaron enfriar
en el desecador durante 40 minutos. Finalmente se pesaron de nuevo y se realizd

el calculo con la siguiente férmula.

% de humedad: [(Wcrisol+Wmuestra)-Wfinal)/ Wmuestra] *100
W: peso

VI.2.1.2 Cenizas

El contenido de cenizas en las muestras se determiné por el método 945.46
descrito en la AOAC (2002). Se colocaron a peso constante, los crisoles
necesarios, en la estufa a 80 °C por 12 horas o en la mufla a 550 °C por 2 horas.
Transcurrido el tiempo se sacaron y se dejaron en el desecador durante 40
minutos para que se enfrien, posteriormente se pesé el crisol y se registré su
peso. Se colocaron 4 g de muestra dentro del crisol, se registré su peso exacto y
se calcino en la mufla a 550 °C hasta obtener cenizas blancas (5-6 horas aprox.).
Una vez obtenidas las cenizas se bajé la temperatura de la mufla gradualmente y

se sacaron para dejarse enfriar en el desecador durante 40 minutos.
Finalmente se pesarony se realizd el célculo con la siguiente férmula:

% cenizas= W final-W crisol x100
W muestra

W:peso
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VI1.2.1.3 Lipidos totales

Los lipidos totales se determinaron por el método 920.39 (extracto etéreo)
descrito en la AOAC. Se colocaron 3 g de muestra en papel filtro del No. 1 y se
registrd el peso exacto; se metieron en los cartuchos y se taparon con algodén. Se
vertio en los vasos de precipitado o matraz (previamente a peso constante),
suficiente éter de petrdleo como solvente y se calenté suavemente reflujando de 5
a 6 gotas por segundo durante 4 horas; el tiempo comenzé a contar a partir del
primer reflujo. Transcurrido el tiempo de extraccion se recuperd el solvente, se

seco el extracto en estufa a 100 °C por 12 horas a peso constante.

Una vez frio se peso el matraz o vaso con el extracto y se realizo el célculo

con la siguiente formula:

% extracto etéreo= W final-W vaso o matraz x100
W muestra

W: peso

VI1.2.1.4 Proteinas

La proteina total se determin6 empleando el método 920.105 (Kjeldhal)
descrito en la AOAC (2002). En un matraz de digestion tipo Kjeldhal se colocé 1 g
de muestra desgrasada, 3.5 g de sulfato de sodio, 0.4 g de sulfato de cobre y se
adicion6 15 mL de acido sulfrico. Se coloco el matraz en el digestor durante una

hora hasta el cambio de color de la muestra a verde agua.

Se atemper6é y se coloco el tubo en el destilador adicionando agua e
hidroxido de sodio al 40 %. Se recibi6 el destilado en un matraz con 25 mL de
acido bodrico y se emplearon como indicadores rojo de metilo y verde de
bromocresol. Se tituld con acido clorhidrico 0.08 N. Finalmente, se determing el
nitrdogeno (N) total multiplicado por un factor de conversion equivalente al % de

proteina presente en el alimento.
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%N= [V H2S04) (N) - (V. NaOH) (N) (0.014) (100)
Peso muestra
%P= (%N) (Factor)

*El factor utilizado fué 6.25

VI1.2.1.5 Fibra dietaria

VI.2.1.5.1 Insoluble

Se siguio la metodologia establecida por Shiga et al., (2003).

Se utilizé la muestra desgrasada y pulverizada, se adicionaron 50 ml de
buffer de fosfato 0.08 mM a pH 6, asi como 100 uL de a-amilasa. El frasco
protegido de la luz, se incub6 en bafio Maria a 95 °C por 30 min., se agit6 cada 5
minutos y se ajusto el pH a 7.5 con la muestra atemperada. Se adicioné 100 pL de
proteasa (5 mg/mL) y se incub6 en bafio Maria a 60 °C por 30 min. con agitacién
continua, se ajustd pH a 4 la muestra atemperada. Posteriormente se adicioné 300
puL de amiloglucosidasa y se incubd por 30 min. a 60°C con agitacion continua.
Después de incubar se filtr6 con papel Whatman No. 4 previamente pesado, y se
realizaron 2 lavados con 15 mL agua a 60 °C, 2 lavados con 15 mL de etanol al 80
%. Se llevd a peso constante el filtro a 60 °C por 24 horas, finalmente se pesoé. La

fibra insoluble se consideré lo que quedo en el filtro.

El calculo se realiz6 en base seca y de acuerdo al porcentaje de hidratos de

carbono de la muestra.

Célculo de fraccion insoluble (%) = (papel con muestra- papel solo) *100
W muestra

W: peso
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VI1.2.1.5.1 Insoluble

De la prueba anterior, se conservo el residuo del filtrado, y se le adicion6 un
volumen igual de etanol al 80 % y se dejé en reposo por 12 horas. Se filtré en
papel Whatman No. 42 previamente pesado, se realizaron 2 lavados con 15 mL de
etanol al 80 % y 2 con 15 mL de acetona. Se dejo secar el papel filtro por 24 horas

a 60 °C. Se registr6 el peso.

Se realizd el célculo con la siguiente formula.

Calculo de fraccion soluble (%)= (W _papel con la muestra — W papel solo) *100
W muestra

Fibra dietaria total (FDT)= Fibra dietaria insoluble + fibra dietaria soluble

W: peso

VI1.2.1.5.1 Almidon resistente

El contenido de almidon resistente se realizd segun la metodologia descrita
por Saura-Calixto et al., (1993) y Shiga et al., (2003). Por lo que se utilizd la
fraccion insoluble de los pasos anteriores, se raspo el filtro hasta obtener 100 mg.
Se adicionaron 6 mL de KOH 2 M en agitacién continua por 30 min. Se agregaron
3 mL de buffer de acetato de sodio (0.4 M, pH 4.73) y se ajustdé a pH 4.75 y se
adicion6 60 pL de amiloglucosidasa, se mezcl6 e incub6 a 60 °C por 30 min con
agitacion continua. Posteriormente se centrifugd a 3000 rps por 15 min, la pastilla
se lavo por lo menos una vez con agua destilada, el agua de lavado se aforé a 100
mL. La glucosa se cuantificé colorimétricamente y se calculé el contenido de

almidon resistente, empleando la siguiente ecuacion:

Almidon resistente= glucosa (ug/mL) x Volumen x Dilucién x 100 x 0.9
1000 x peso de la muestra (mg)
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VI1.2.2 Determinacion de capacidad antioxidante
VI1.2.2.1. Obtencion del extracto etandlico

Se suspendié un 1 g de muestra en 9 ml de etanol al 20%, y se sometié a
extraccion por microondas; las muestras se calentaron por 20 segundos con una
potencia de 80 watts. Al finalizar este proceso, la muestra se atemperd y se
sometié a una segunda extraccion bajo las mismas condiciones. La muestra fue
nuevamente atemperada y centrifugada a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. El

sobrenadante fue usado en las siguientes pruebas.

VI1.2.2.2 Capacidad antioxidante método ABTS

La determinacion de actividad antioxidante por el método ABTS 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sufonico) se llevd a cabo mediante la técnica
descrita por Nenadis et al., (2004), en microplaca. Se prepard una solucion acuosa
7mM de ABTS y una solucion de K2S20s 140mM, se mezclaron 5 mL y 88 uL
respectivamente cuidando de no exponerlo a la luz durante 12 horas, esperando la
generacion del radical. Pasado el tiempo, se realiz6 una dilucion, mezclando 500
pL de la solucion y se le agregaron de 20-25 mL de etanol. La solucion se leyo a

una longitud de onda de 734 nm, esperando valores entre 0.7 y 1 de absorbancia.

Se adicionaron a una microplaca de 96 pozos, 20 uL del extracto etandlico
y un control con solo 20 uL metanol, asi como 230 pL de ABTS a cada pozo. Lo
anterior se llevé a cabo por triplicado. La lectura de la placa se realizé en un lector
de Elisa (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). La placa se mantuvo cubierta
en la obscuridad y a una temperatura de 27°C.

Los valores se compararon con una curva de calibracion de trolox y los
resultados de capacidad antioxidante se expresaron como pmol Eq de trolox/g de

muestra.
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VI.2.2.2 Capacidad antioxidante mediante el ensayo de DPPH

La capacidad antioxidante también se midié utlizando el ensayo de
decoloracion 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe), por la técnica propuesta por
Fukumoto y Mazza, (2000) adaptado a microplaca. Se afiadieron 20 pL de extracto
etandlico y 200 pL de solucion DPPH en una microplaca de 96 pozos. Se prepar0
un control de 20 pL de metanol y 200 yL de DPPH. Las muestras se prepararon
por triplicado y se ley6 cada 10 minutos durante 90 minutos a una longitud de
onda de 540 nm en un lector de Elisa (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices).
La placa se mantuvo cubierta en la oscuridad y a temperatura ambiente entre
lecturas. Se elaboré una curva de calibracién de trolox con concentraciones entre
0-800 pM. Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante

equivalentes de trolox (TEAC) en umol equivalentes de trolox /g de muestra.

VI1.2.3 Digestion gastrointestinal in vitro

Se simulo todo el proceso digestivo (desde la boca hasta su fermentacion
en el colén) del café usado tipo francés, empleando diferentes enzimas. Se
emplearon los métodos de Grandfeldt et al. (1992), Stein et al. (2011), Patil et al.
(2010) and Ma et al. (2012), con las modificaciones y adaptaciones sugeridas por
Campos-Vega et al., (2015), para simular las condiciones fisiologicas. Ademas se
conté con la participacion de sujetos sanos y se utilizaron intestinos de rata, por lo
que el protocolo fue sometido a aprobacion por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ vy los voluntarios firmaron un

consentimiento informado.

VI1.2.3.1 Simulacion de las condiciones de la boca

Para simular las condiciones de la boca, se reunieron 4 voluntarios sanos,
los cuales debieron consumir su Ultimo alimento al menos 90 minutos antes del
inicio del ensayo. Se les pidié enjuagarse la boca con agua justo antes de masticar

la muestra. Los 4 voluntarios masticaron 1 gramo de muestra (café utilizado)
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durante 15 segundos, descargando el contenido en un vaso de precipitados
conteniendo 5 mL de agua destilada. Inmediatamente después, cada sujeto se
enjuagd la boca por 60 segundos con otros 5 mL de agua destilada, depositando
el liquido en el vaso anterior. Posteriormente se mezclaron las suspensiones de
cada muestra en un solo vaso, para proceder al siguiente paso. Por otro lado
también se prepard un blanco en el cual se utilizé solo agua destilada en lugar de

muestra y se siguio el procedimiento descrito anteriormente.

VI1.2.3.2 Simulacion de condiciones del estdmago

A 10 mL de la suspensién anterior, se les afiadié una solucion de HCI 2N en
cantidad necesaria para disminuir el pH a 2,0. La pepsina (0.055 g, Sigma) se
disolvio en 0.94 mL de HCI 20 mM y se afiadié a cada muestra para ser incubadas

con agitacion durante 2 horas a 37 °C.

V1.2.3.3 Simulacion de las condiciones del intestino delgado

Un extracto intestinal se preparé por disolucion de 3 mg de hiel de buey
mas 2.6 mg de pancreatina, los cuales se disolvieron en 5 mL de solucion tampon
de Krebs-Ringer [conteniendo 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgSOs4, 1.2 mM
KH2PO4, 25 mM NaHCOs, 11 mM glucosa y 2.5 mM CaClz, pH 6.8 (preparar 30
min antes de utilizarse)]. Esta solucion (5 mL) se afadi6 a cada muestra y al
blanco; la suspension (15 mL) se transfiridé a un recipiente que contenia un saco

intestinal invertido.
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VI1.2.3.4 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas

VI.2.3.4.1 Manejo de los animales

Para llevar a cabo esta técnica se emplearon ratas macho de la cepa Wistar
(UNAM, Campus Juriquilla) con un peso entre 250 y 300 gramos, clinicamente
sanas, al llegar las ratas se verifico el sexo, el peso y la constancia de salud, las
ratas tendran un ayuno de 12 horas, solo se dejo el agua, pues es requerido por la

técnica para evitar absorcion de otros compuestos.

VI1.2.3.4.2 Sacrificio de los animales y preparacion del saco intestinal invertido

Para el sacrificio las ratas fueron anestesiadas con éter etlico y
posteriormente se realizd una incision el abdominal y se cortd la aorta para que
tuvieran una muerte instantanea. El intestino fue expuesto, posteriormente un
segmento de 20-25 cm del yeyuno proximal de cada rata fue escindido y se colocé
en la solucion tampén de Krebs-Ringer gasificado con CO; a 37 °C. El segmento
de intestino removido se lavo con la misma solucion tampdn para retirar residuos y
posteriormente se volteé suavemente sobre una varilla metélica y se cortaron en
segmentos de longitud de aproximadamente 6 cm, los cuales se ligaron de un
extremo (este procedimiento se realiz6 con los segmentos de intestino sumergidos
en la solucidon tampon de Krebs-Ringer para evitar la pérdida de viabilidad del
tejido). El intestino se llené con 2 mL de la solucion tampon de Krebs-Ringer y el
otro extremo del intestino se ligd para crear un saco, el cual fue inmediatamente
incubado en un bafio conteniendo los 15 mL de la suspensién anterior (procedente
de la simulacion del estdbmago), a 37 °C por 2 horas, en agitacion continua (80
ciclos por minuto) y en atmosfera anaerobia (CO2). Después del periodo de
incubacién, los sacos fueron retirados y la parte de las muestras contenida en el
recipiente (posterior a retirar el saco intestinal), se denominé fraccion no digerible
de CU (FND), la cual fue sometida a una fermentacién col6nica in vitro. Los

experimentos se realizaron por triplicado.
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V1.2.3.4.3 Manejo de los animales después del sacrificio

Puesto que soélo fue de interés para este estudio el intestino de los
animales, los restos de las ratas no requeridos fueron destinados a desecho, se
almacenaron en una bolsa grande color amarillo en un congelador (temperatura
maxima 4 °C), la bolsa se marc6é con la leyenda “desechos patolégicos”, éstas
fueron almacenadas por un periodo de 15 dias hasta su debido transporte e
incineracion (NOM-087- ECOL-SSA1-2002).

El material quirdrgico utilizado se dej6 remojar con cloro 12 horas,

posteriormente se lavd y esterilizé para su posterior almacenamiento.

VI.2.4 Fermentacion coldnica in vitro de la FND

El método de fermentacién se llevd a cabo de acuerdo a lo descrito por
Campos-Vega et al., (2009). La inulina (100 mg) se emple6 como control positivo
de carbohidrato fermentable bajo las mismas condiciones. El inoculo fecal
humano, empleado como fuente de microbiota representativa del colon, se obtuvo
de individuos voluntarios sanos en su primer evacuacion del dia, con ausencia de
enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido antibidticos en los 3
meses previos a la toma de muestra. Para este trabajo se eligieron dos
condiciones distintas de peso: normal y sobrepeso con las que se realizaron
ensayos independientes. El indice de masa corporal (IMC) de la persona con
sobrepeso fue de 29.7 y el de la persona en el intervalo de normalidad de 23.3.
Tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal que contenian (g/L):
agua peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1, fosfato
dibésico de potasio 0.04, fosfato monobésico de potasio 0.04, sulfato de magnesio
heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de sodio 2.0,
cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y hematina 0.2 g (previamente
diluida en 5 mL de NaOH) fueron preparados. Se sellaron los tubos y se

45



mantuvieron bajo una atmosfera anaerobia que contenia una mezcla de gases
(H2-CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 12 h. El inoculo fecal (3 g de materia
fresca) se homogeneizé con 27 mL de solucion de fosfato de sodio 1 M pH 7.0.
Los tubos que contuvieron el medio de cultivo basal fueron inoculados con 1 mL
de homogenizado fecal y se adicionaron 500 mg de la fase sélida de la FND y 500
ul de la fase liquida de la FND después de la inoculacion, excepto para el control
negativo. Se agitaron los tubos con vortex durante 30 s y se incubaron en bafio de
agua a 37 °C. Se mantuvo un fluo continuo de la mezcla de gases hasta el
término de la fermentacion (24 h). Durante la fermentacion, el pH y la produccion
de acidos grasos de cadena corta (AGCC) se determinaron a las 0, 12 y 24 h. La
fermentacion se detuvo mediante un centrifugado, posteriormente se congelaron

las muestras y se almacenaron a -70°C hasta su andlisis.

VI1.2.4.1 Caracterizacién y cuantificacion de los AGCC por SPME/GC-MS
Esta metodologia se llevo a cabo para las muestras obtenidas en la

fermentacion in vitro de acuerdo con lo sugerido por Zamora-Gasca et al., (2014).

VI.2.4.1.1 Microextraccién en fase sdlida (SPME)

Se tomaron muestras de los recipientes de cultivo por lotes y se
centrifugaron (Hermle Z 323 K; Wehinger, Alemania) a 3500 x g durante 15 min a
4°C. Del sobrenadante de 500 mg se pesaron en un vial 20 mL que se taparony
se colocaron en un automuestreador Gerstel MPS2. Se utiliz6 una fibra de 2 cm
de polidimetilsiloxan-divinilbencen-carboxano para la microextraccion en fase
sélida (SPME) donde las condiciones de extraccién fueron las siguientes: la
temperatura de extraccion fue de 45°C, el tiempo de incubacion de 5 min, la
velocidad de agitacion de 250 rpm por 120 min de extraccion, se utilizd una
temperatura de desorcion de 240°C durante 10 min. Lo anterior mencionado se

realizO para tres extracciones repetidas independientes para cada muestra.

46



4.2.4.1.2 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)
Las muestras fueron analizadas en un sistema de cromatografia de gases
acoplado a un detector de espectrometria de masas (CG-MS) Agilent 7890A GC
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) equipado con un detector selectivo
de masas Agilent 597C VL y un automuestreador de usos multiples MPS2 XL
(Gerstel). La separacion de las muestras en el CG se llevé a cabo en una columna
capilar DB-5MS (60 m x 250 pum x 0.25 pm; Agilent) utilizando helio como gas
acarreador con un fluo de 1 mL/min. La inyeccion se llevd a cabo a una
temperatura de 250°C y el origen del espectrometro de masas y cuadrupolo se
mantuvo a 230°C y 150°C respectivamente. El inyector se utiliz6 en un modo de
sin division. La temperatura del horno se inicié a los 40°C durante 5 min y se
programé a 5°C/min desde 40 a 200°C, se mantuvo a 200°C durante 2 min, luego
se programd a 20°C/min hasta 230°C y se mantuvo durante 15 min. La
cuantificacion de las muestras se obtuvo a través de curvas de calibracion de los

acidos aceético, propioénico y butirico.

VI1.2.5 Cultivo celular

Las células HT-29 se manejaron en una camara de bioseguridad donde
se cultivaron en medio base Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (ATCC)
adicionado con suero fetal bovino (10 %, Gibco, Grand Island, NY), antibiéticos y
antimicoticos (1 %). El medio de cultivo se cambi6é por medio fresco cada tercer
dia hasta alcanzar la confluencia. Las células se mantuvieron bajo una atmdsfera
humificada de 10 % CO2 a 37 °C en una incubadora con cdmaras de gasificacion

automatica.
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VI1.2.5.1 Elaboracion de la curva dosis-respuesta de las células HT-29

Las células HT-29 se sembraron en cajas de 96 pozos (3 x 104
células/pozo) en medio de cultivo DMEM (ATCC) adicionado con suero fetal
bovino (10 %), antibidticos y antimicoticos (1 %). A las 24 h de incubacion, el
medio fue sustituido por medio DMEM al 0.5 % de albimina sérica bovina (Sigma-
Aldrich, Canadéa Ltd), conteniendo O (control) 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40 %
del extracto de la fermentacidén colénica de la fraccién no digerible del CU usando
microbiota de peso normal (EFCU-pn) y del extracto de la fermentacién colénica
de la fraccion no digerible del CU usando microbiota de sobrepeso (EFCU-sp),

previamente esterilizado por filtracion.

Después de 24 h de tratamiento se aspiré el medio de cultivo y las células
adheridas se lavaron con PBS (1x) dos veces, se aspiré el PBS y se les afiadio
50 yl de la solucion de cristal violeta (0,5 % w/v de cristal violeta, 4 % w/v de
formaldehido, 30 % viv de etanol, y 0,17 % w/v NaCl) posteriormente se incub6 a
37 °C durante 10 minutos. La solucién de tincién se lavo con agua destilada y se
seco durante 1 hora a 50 °C. Las células tefiidas se disolvieron en &cido acético al
33 % para medir la absorbancia a 570 nm en un lector de microplaca (Voigt et al.,
2014).

% sobrevivencia = # de células después del tratamiento x 100
# de células iniciales (Co)

VI1.2.5.2 Cuantificacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

La medida de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) es un
ensayo de citotoxicidad de amplio espectro. Esta enzima esta presente
normalmente en el citoplasma de las células vivas y se libera en el medio de
cultivo celular al permeabilizarse la membrana de las células que han sido
afectadas por un agente téxico. El incremento en la actividad LDH en el

sobrenadante del cultivo es proporcional al nimero de células lisadas .
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El porcentaje de LDH se determin6 mediante un kit de citotoxicidad-LDH
(BioVision), basado en una reaccion enzimatica que resulta en la conversion de la
sal de tetrazolium en un producto de formazan (rojo). El incremento en la cantidad
de formazan en el medio de cultivo correlaciona directamente con el incremento
en el nimero de células lisadas. Se emplearon tritobn al 1 % como control de dafio
celular. La concentracion de formazan se cuantificO espectrofotométricamente a

una longitud de onda de 500 nm.
El porcentaje de citotoxicidad se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

% citotoxicidad = AbStratamiento — ADScontroles con0.1% Ase X 100
AbScontrol alto — AbScontroles con 0.1% ASB

VI1.2.5.3 Determinacién de nucleos apoptéticos TUNEL

Para determinar la muerte celular, se empled el kit ROCHE In Situ Cell
Death Detection Kit, POD. Se sembraron 5 x 10° células/caja de 33 mm con un
cubre objetos estéril por debajo del medio de cultivo con células y se trataron con

el ICso del EFCU-pn por 24 horas, pasado el tiempo se absorbio el tratamiento

Antes de comenzar se prepard la mezcla para la reaccién de TUNEL, se
guardaron 100 pL de la solucion etiquetadora (vial 2) para los 2 controles
negativos. Se adicioné en el volumen total (50 L) de la solucion de enzima (vial 1)
a la solucion etiquetadora restante (450 pL) (vial 1) para obtener 500 pL de la
mezcla de la reaccion de TUNEL. Esta solucion se utilizd inmediatamente y se

almacend en hielo hasta su uso.

Se fijaron las células previamente secadas al aire con una solucion de
fijacion recién preparada durante 1 hora entre 15 y 25 °C, se lavaron los lados con
solucién PBS. Posteriormente se incubaron en solucion bloqueadora durante 10
minutos entre 15 y 25 °C, igualmente se lavaron los lados con solucion PBS. Se
incubaron las células en solucidon de permeabilizacion durante 2 minutos en hielo.

Se fijaron y permeabilizaron el control negativo y el positivo.
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Para el control negativo, a las células previamente fijadas y permeabilizadas
se les afadieron 50 pL de solucion etiquetadora (sin la transferasa terminal) en

lugar de la mezcla para la reaccion de TUNEL.

Para el control positivo, se utilizaron células previamente fijadas y
permeabilizadas con nucleasa micrococal oDNAsa recombinante de grado 1 (3000
U/mL- 5 U/mL en 50 mM de Tris-HCL, pH 7.5, 10 mM MgCI2 1 mg/mL BSA) por 10
minutos a una temperatura entre 15 y 25 °C y se cubrieron con parafilm para evitar

la evaporacion.

Se lavaron los lados de la placa con PBS, se sec6 al area alrededor de la
muestra. Se afiadieron 50 puL de la mezcla para la reaccion de TUNEL a cada
muestra, se afadié la tapa y se incubd durante 60 minutos a 37 °C en una

atmosfera humificada en la obscuridad.

Se lavo la placa 3 veces con PBS, las muestras se analizaron en una gota
de PBS bajo el microscopio de fluorescencia usando la longitud de onda de
excitacion en un rango de 450 a 500 nm en un rango de deteccion en el rango de
515 a 565 nm (verde).

El porcentaje de células apoptoticas se calculd de acuerdo a la siguiente
formula:

% células apoptdticas = # de células TUNEL positivo x 100
# de células campo visual

Para determinar la induccion de apoptosis de las células tratadas, el
porcentaje de células positivas de TUNEL fue comparado estadisticamente con las

células tratadas, las células no tratadas.
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VI.2.5.5 Ensayo de glutation total

Para medir el glutatién total se empled el Kit OxiSelect™ Total Glutathione
(GSSG/GSH) assay. Las células se desprendieron por tripsinizacién, se contaron y
se centrifugaron a 500 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se removi6 el sobrenadante y se
lavaron las células con PBS 1X, se repitid la centrifugacion y se quito la solucion.
Inmediatamente se resuspendio la pastilla en 200-500 uL de MPA frio al 5 % en
una concentracion de 1-5 x 10° células. Se mezclé muy bien y se homogeneizé o
sonico la suspension celular para almacenarla en hielo hasta su uso. Se transfirié
la suspension a un microtubos y se centrifugd a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
Se recolectd el sobrenadante y se almacend en hielo hasta su uso o se congelé a
-80 °C.

Se prepararon y mezclaron todos los reactivos antes de usar, asi como los
estdndares de glutation simultaneamente con las muestras para realizar los
ensayos en conjunto. Cada muestra, incluyendo el estandar, se analizaron por

duplicado o triplicado.

En una placa de 96 pocillos, se afiadieron 25 pL de la solucion 1X glutation
reductasa y posteriormente se afiadieron 25 pL de la solucion 1X NADPH a cada
pocillo. Se afiadieron 100 uL de los estandares de glutation preparados, asi como

las muestras a mediry se mezclé bien.

Se preparo el lector de placas para que leyera a 405 nm y se afiadieron 50
uL del cromégeno 1X a cada pocillo con las soluciones y se mezclé suavemente.
Se ley0 inmediatamente la absorbancia a intervalos de 1 minuto durante 10
minutos. (Si se utilizan todos los pozos dentro de la placa a la vez, es necesario
registrar la absorbancia a intervalos de 2 minutos.) Se calcularon las

concentracion de los estandares y las muestras.
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VI1.2.5.6 Ensayo de superdxido dismutasa

Para medir el superoxido dismutasa se empled el Kit OxiSelect™
Superoxide Dismutase Activity assay. Las células desprendidas (3-6 x10°) se

centrifugaron a 700 x g por dos minutos y se desechd el sobrenadante. Se lavo la
pastilla una vez con PBS helado y se centrifugd. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla de células en 0.5 mL de tapén del lisis 1X (10 mM Tris, pH
7.5, 150 mM de NaCl, 0.1 mM de EDTA) vy se lisaron las células por sonicacién u
homogeneizacion. Se centrifugaron por 10 minutos y se recogié el sobrenadante

del listado celular.

Se prepararon las muestras incluido el blanco (se preincubé en caso de
usar inhibidor), se afiadio solucidén de xantina oxidada 1X a cada pocillo, se mezclo

bieny se incub6 por 1 hora a 37 °C. Se ley6 la absorbancia a 490 nm.

La preparacion de las muestras se llevé a cabo de la siguiente manera:

Componente Blanco Muestra
Muestra SOD OpuL X pL
Inhibidor (opcional) O pL Y uL
Solucion xantina 5puL 5L
Solucion cromoégena 5puL 5puL
Tampodn de ensayo SOD 10 pL 10 pL
10X
Agua destilada 70 pL 70-(X+Y) pL
Total 90 pL 90 pL
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VI1.2.5.7 Medicion de actividad catalasa

Se utilizé el Kit OxiSelect™ Catalase Activity Assay. Para la preparacion del
lisado celular, se centrifugaron las células a 2000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
(Para células adherentes no se usaron enzimas protedliticas sino una espatula).
Se sonicd u homogeneiz6 la pastilla de células en hielo con 1-2 mL de PBS frio,
1mM EDTA.

Se centrifugd a 10000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Se removid el
sobrenadante y se almaceno en hielo, se tomaron alicuotas y se almacenaron (a -
70 °C por hasta 1 mes) para utilizarse posteriormente. Previo al ensayo se realizd
una curva de catalasa con los estandares, se afiadieron 20 yL de las muestras a la
placa de 96 pocillos. Se afiadieron 50 pL de la solucion de trabajo de perdxido de
hidrégeno (12mM) a cada placa, se mezcld bien y se incubd exactamente 1
minuto. Se paro la reaccién afiadiendo 50 pL del secuestrador de catalasa en cada
pocillo y se mezclé bien. Se transfirieron 5 yL de cada pocillo de reaccién en un
pocillo nuevo, se afadieron 250 uL de la solucion de trabajo cromogénica en cada
pocillo y se incub6 la placa durante 40-60 min en agitacion vigorosa. Se leyod la

placa a una absorbancia de 520 nm.

VI1.2.5.8 Medicién de 8-iso-Prostaglandina F2«
Se empledé el Kit OxiSelect™ 8-iso-Prostaglandin F2a. ELISA. Para
hidrolizar el enlace estér, la mezcla de células lisadas se trat6 con NaOH 2N a 45

°C durante 2 horas.

Se afiadieron 100 pL del anticuerpo Anti-8-iso-PGF2a la placa cubierta con
anticuerpo de cabra anti-conejo. Se incubo durante 1 hora a 25 °C en movimiento
constante orbital. Se quito la solucion de anticuerpo de los pocillos y se lavaron 5
veces con 300 pL de solucién tampon de lavado 1X. Después del ultimo lavado, se
quitd el exceso de la solucion sacudiéndola en una toalla de papel. Se combinaron

55 uL del estandar 8-iso-PGF2a o de la muestra y el conjugado 8-iso-PGF2a-HRP
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en un microtubos y se mezclé vigorosamente. Se transfirieron 100 uL de la
solucién combinada por pocillo. (Se utilizd como control un pocillo conteniendo el
diluyente de la muestra) Se incub6 durante 1 hora en movimiento orbital y se quito
la solucion combinada de los pocillos para posteriormente lavarse 5 veces con 300
puL de solucion tampén de lavado 1X e igualmente se removid el exceso de
humedad mediante una toalla de papel. Se afadieron 100 pL de la solucién
sustrato a cada pocillo y se incubé a temperatura ambiente de 10-30 minutos en
un agitador orbital. Se pard la reaccion enziméatica afadiendo 100 pL de la
solucién Stop a cada pocillo. Los resultados se leyeron inmediatamente a 450 nm

de absorbancia.



VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Composicion proximal del café usado y grano de café
Existen varios factores que pueden modificar la composicion quimica y
nutracéutica del grano de café como lo son: el tiempo en el que es cosechado, el

grado de madurez del fruto, el tueste, la técnica de secado y el almacenamiento.

Se observa en la Tabla 4, que el contenido de humedad fue
estadisticamente mayor en el CU (4.5 %) comparado con el GC (1.3 %), esto
podria deberse a que, a pesar de que ambas muestras se someten al mismo
proceso de secado, durante el mismo tiempo y temperatura, el CU lleva un
proceso previo de percolacion con agua para la preparacion de la bebida, por lo
que durante este proceso absorbe una mayor cantidad de humedad, al presentar

una alta porosidad y retencion de agua.

El contenido de proteinas no presentd diferencia estadistica significativa,
siendo mayor en el CU (16.4 % en GC y 17.9 % en CU), resultados que fueron
similares a lo reportado por Cruz et al., (2012) donde al evaluar distintas marcas
de CU se obtuvieron valores entre 12.8% y 16.9%. Los resultados fueron mayores
a los reportados por Tokimoto et al., (2005) quienes obtuvieron un contenido de
proteina entre 10.9 y 12.9 %. Estas diferencias se deben a la variedad del grano
(arabica o robusta) y de otros factores entre ellos la cosecha y lugar de siembra,
asi como su almacenamiento posterior. Las cenizas fueron mayores en el GC (4.5
%) comparado con el CU (1.6 %) y es igual a lo reportado por Mussato et al.,
(2011c) pues indican un valor de 1.6 % en el CU y se debe a la solubilizacion de

distintos compuestos en la bebida de café al momento de su preparacion.

El contenido de lipidos fue mayor en el CU (16.5 %), esto se podria
corresponder a su hidrofobicidad, pues no se solubilizan durante la preparacion de
la bebida, sin embargo al perderse otros compuestos se genera una mayor

proporcion que en el GC (13 %) debido al efecto de concentracion. Akgin et al.,
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(2014) reportan menor contenido de lipidos al utilizar distintos solventes y tiempos

de extraccion, en condiciones optimizadas (entre 11.4 y 10.3 %).

Los carbohidratos fueron los componentes mayoritarios en el GC asi como

en el CU, con un 64.1y 59.02 %, respectivamente.

Tabla 4. Composicion proximal del grano de café y café usado tostado

francés
%
GC CuU
Humedad 1.32 £ 0.062 455 +0.23°
Cenizas 457 +0.052 1.69 + 0.02P
Proteinas 16.38 +1.792 17.99 + 0.792
Lipidos 13.00 £ 0.512 16.54 +0.43P
Carbohidratos 64.14 +1.622 59.02 +1.11°

GC: grano de café. CU: café usado. Cada valor representa la media de tres repeticiones
+ ES y son expresados como porcentaje en base seca. Letras diferentes por renglén,
muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.

VII.2 Contenido de fibra total, insoluble, soluble y almidén resistente de los
granos de café y café usado.

La fibra dietaria proviene de componentes celulares de plantas
(polisacaridos no almidonosos), los cuales son resistentes a la hidrolisis por
enzimas digestivas humanas y consisten generalmente de celulosa, hemicelulosa,
pectina y lignina (Murthy et al., 2012).

Mussato et al., (2011c) reportan que casi la mitad del CU (45.3 %)
corresponde a azlcares polimerizados en estructuras de celulosa y hemicelulosa.
Entre los carbohidratos mayoritarios del CU y el GC, se encuentra la fibra dietaria,
de la cual la mayor parte es insoluble siendo mayor en el CU con un contenido de

50.8 % (Tabla 5). Los valores de fibra total (51.54 %) son mayores a lo establecido
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por Murthy y Naidu (2010) que reportaron valores de 43 % de fibra total en el
residuo de CU.

El almidon resistente se define como la porcién de almiddn que resiste la
digestion, atravesando el intestino delgado sin modificaciones para llegar al colon
donde se somete a una fermentacion anaerobica por las bacterias locales para
producir diversos compuestos asociados con la homeostasis intestinal (Fabbri et
al., 2016).

El contenido de almidon resistente tanto en GC (5.60 %) como en CU (5.63
%) tostado francés es similar al reportado por Garcia-Gutierrez, (2015) en GC y
CU tostado americano donde se muestran valores que van de 6 a 6.1%. Estos
valores son comparables con otros granos, ya que Fabbri et al., (2016) reportaron
valores en frijol pinto, negro y garbanzo de almidén resistente entre 3 y 5 g por

cada 100 g de producto.

Tabla 5. Contenido de fibra total, soluble e insoluble en el grano de café y

café usado tostado francés

(%)
GC Cu
Fibra total 43.88 + 1.392 51.54 + 2.40P
Fibra soluble 1.71+0.122 0.71+ 0.33b
Fibra insoluble 42.17 £ 1.512 50.82 + 2.48P
Almidon resistente 5.60 £ 0.602 5.63 +1.402

GC: grano de café. CU: café usado. Cada valor representa la media de tres repeticiones +
ES y son expresados como porcentaje en base seca. Letras diferentes por renglén,
muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VII.3 Contenido de compuestos fendlicos totales y cuantificacion de fenoles
de grano de café y café usado tostado franceés.

La cantidad de fenoles totales para GC (21.02 mg) (Tabla 6), fueron
menores a los reportados por Campos-Vega et al., (2015), pues reportan valores
de 24.5 mg GAE, sin embargo, son comparables a lo reportado por Cruz etal.,
(2012) con valores de 29.96 mg GAE. En cambio los valores de fenoles totales
para CU se encontraron por arriba de lo reportado por Campos-Vega et al., (2015)
para CU tostado francés, con 6.8 mg GAE, pero fueron menores a lo reportado por
Pascoa, et al., (2013) (12.1 mg GAE) y es comparable con los valores de Bravo
etal., (2013), que reportaron valores de 10.2-17.44 mg GAE estas modificaciones
se deben a varios factores como la cosecha, el tostado, el almacenamiento y la

preparacion de la bebida.

El la Tabla 6 se observa que el acido clorogénico es el compuesto
fendlico mas abundante tanto en GC (882.1 mg/mL) como en CU (270.9 mg/mL),
seguido por el acido galico (405.7 mg/mL para GC y 138.8 mg/mL para CU) y el
flavonoide quercetina (438.3 mg/mL para CU y 138.8 mg/mL para GC). Los
resultados son similares a lo reportado por Lopez-Barrera et al., (2016) que
indicaron que los acidos clorogénico y galico fueron los compuestos fendlicos mas
abundantes en del GC y CU, pues representaron = 80 % de los fenoles totales
identificados, los acidos fendlicos cafeico, p-cumarico, elagico, asi como la rutina
se detectaron en cantidades muy pequefias (< 3 % de los fenoles totales). Se
puede observar que la mayoria de los compuestos disminuyeron su concentracion
considerablemente después de la preparacion de la bebida, debido a su migracion

por su caracter hidrosoluble.

Los valores antes reportados, son similares a los de Garcia et al., (2015)
gue cuantificaron &cido clorogénico, caféico y rutina en pulpa y cascara de café
fermentados, encontrando valores de &cido clorogénico de 132.0 mg/g en la

cascara y 22.83 mg/g en la pulpa. Asi como de acido caféico 28.27 mg/g de en la

58



cascara y 4.29 mg/g en la pulpa y de rutina (11.2 mg/mL en el CU) 8.26 mg/g en

cascaray 1.95 mg/g en la pulpa.

Se ha identificado que el acido clorogénico es el principal componente
fendlicos de la bebida de café, es generado durante el proceso de tostado, por lo
que el CU también tiene concentraciones importantes de compuestos fendlicos
(Monente et al., 2015).

Monente et al., (2015) pretrataron el CU de forma acida, alcalina y salina
para obtener distintos extractos y encontré que los acidos clorogénicos libres y
ligados fueron los compuestos fenélicos mas abundantes, aln en las muestras sin
tratamiento reportando valores de 258.24 umol de acido clorogénico por g de

extracto liofilizado.

59



Tabla 6. Cuantificacion de fenoles totales y compuestos fendlicos por HPLC-

DAD en grano de café y café usado tostado francés

GC Cu
Fenoles totales* 21.02 + 0.42 10.66 + 0.5P
Acidos fendlicos
Acido clorogénico 882.1 +70.12 270.9 £2.2°
Acido gélico 405.7 £ 6.72 138.8 +1.0P
Acido caféico 27.5 £ 0.62 9.1+ 0.0d
Acido cumarico 19.0 +13.12 6.23 £0.02
Acido sinapico 18.91 + 7.44a 11.0 + 4.0Pc
Acido ferdlico 7.67 £0.02 1.8+ 0.0°
Vainillina 248 +1.52 -
Flavonoides
Quercetina 438.3 £127.62 75.6 £23.3%
(+) Catequina 256.6 + 13.1° 67.4 +0.39
Rutina 19.7 £4.02 11.2 + 0.1

GC: grano de café. CU: café usado.

- No detectado. Cada valor representa la media de tres

repeticiones £ DS y son expresados como mg de compuesto fendlico/mL. Letras diferentes por
renglon, muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.* Expresados como mg

equivalentes de acido galico (GAE).
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VIl.4 Capacidad antioxidante de grano de café y café usado tostado francés.
El la Tabla 7, se muestra que la capacidad antioxidante en los extractos
etanolicos del CU fue mayor por ambos métodos colorimétricos que el GC, aunque
no se presentd diferencia estadistica, mientras que los fenoles totales
disminuyeron su concentracion hasta en un 50 % debido, a la migracién de estos

compuestos en la bebida.

Los valores de DPPH del CU son similares a lo reportado por Bravo et al.,
(2012), los cuales indican valores entre 38.65 y 82.40 pmoles equivalentes de
Trolox para CU dependiendo del método de extraccion usado, pero los valores de
ABTS fueron menores, sin embargo comparables, ya que se reportan valores
entre 92.98 y 140.3 pmoles equivalentes de Trolox. Los valores de DPPH para
GC y CU son menores a los reportados por Campos-Vega et al., (2015), que
reportan valores de DPPH 112.06 y 107.4 pymoles equivalentes de Trolox para GC

y CU respectivamente.

Bravo etal., (2013), reportaron en ABTS una actividad antioxidante del CU
de 92.98 a 140.3 umoles equivalentes de Trolox, valores similares a los reportados
en la Tabla 7, pero menores a lo reportado por Campos-Vega etal., (2015),
quienes reportan valores de 416.9 ymoles equivalentes de Trolox para GC vy

243.7 ymoles equivalentes de Trolox para CU.

Tabla 7. Capacidad antoxidante y en grano de café y café usado tostado

franceés
ABTS DPPH
GC 83.89 £ 6.122 72.92 £0.382
CcuU 91.12 £ 0.422 79.57 £ 0.382

GC: grano de café. CU: café usado. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y
son expresados como pmoles equivalentes de trolox/100g. Letras diferentes por columna,
muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VIL.5 Contenido de compuestos fendlicos totales y cuantificacion de fenoles
por HPLC en las etapas de la digestion y fermentacion colénica del CU

Los compuestos fendlicos se encuentran en el matriz del alimento unido a

otras estructuras tales como proteinas y polisacaridos por interacciones como las

de hidrogeno, enlaces covalentes y idnicos. Estos compuestos bioactivos, libres y

ligados, se encuentran biodisponibles después de su liberacion de las matrices

alimentarias por accién enzimética gastrointestinal o debido la actividad de la

microbiota (Monente et al., 2015).

En la Tabla 8, se observa que las etapas de la digestibn con mayor
concentracion de compuestos fenolicos totales fueron la boca y en el intestino
delgado a los 30 y 60 minutos. Estos compuestos se cuantificaron del lado
basolateral del intestino delgado por lo que se sugiere que los compuestos
fendlicos son permeables y pueden ser transportados a través de la membrana
intestinal. Ademas, la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos fue mayor en
la fermentacion colonica llevada a cabo con microbiota de un sujeto con

sobrepeso.

Tanto para el GC como en el CU, en las distintas etapas de la digestion 'y
fermentacion coldnica, el compuesto fendlico mayoritario fue el acido clorogénico,
seguido por galico y catequina. Este Ultimo no se identifico en la etapa del
estdbmago, sin embargo sus concentraciones se elevaron considerablemente
durante la fermentacion colénica esto puede sugerir que fue liberada de la matriz

del alimento por efecto de las bacterias coldnicas.

La liberaciébn de acido clorogénico y catequina fue mayor usando
microbiota de sobrepeso comparado con peso normal debido posiblemente a la
diferencia de microbiotica colonica. La presencia de compuestos fendlicos
liberados, y sus propiedades antioxidantes en el colon, pueden ejercer un efecto
local y su posterior absorcion a través del epitelio celular lo que pueden
proporcionar beneficios para la salud sistétmica en diferentes tejidos y organos

(Oliveras-Lopez et al., 2014).
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No se identificé al &cido clorogénico en las etapas de la fermentacion
colénica, usando ambas microbiotas, lo que podria sugerirse que esto se debe a
su metabolismo por la microbiota colonica. Se tiene poca informacion sobre el
efecto que podrian tener los polifenoles sobre la microbiota colonica, sin embargo
sus efectos antioxidantes, estrogénicos y anticarcinogénicos se encuentran
ampliamente reportados; ademas algunos polifenoles tienen un efecto
antimicrobiano contra microorganismos patdégenos (Cardona et al., 2013) .

Garcia-Gutierrez et al., (2015) cuantificaron compuestos fendlicos en la
digestion y fermentacion colonica del CU tostado americano e igualmente el &cido
clorogénico y galico fueron los componentes mayoritarios, asi mismo se mostro
una mayor liberacion de catequina a las 12 y 24 horas de la fermentacion colonica

obteniendo valores de 518-1306 ug equivalentes de catequina.

Unicamente se pudo calcular el porcentaje de bioaccesibilidad de acido
galico, clorogénico y caféico (Tabla 9.) ya que los demas no se pudieron identificar
en las demas etapas de la digestion y fermentacién colénica. En la etapa del
colon, la mayor bioaccesibilidad la tuvo el acido galico y fue mayor en la microbiota
con sobrepeso, mientras que en las etapas de la digestion, el acido caféico tuvo
una mayor bioaccesibilidad.
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Tabla 8. Cuantificacion de fenoles y porcentaje de bioaccesibilidad por HPLC-DAD en extractos de digestion y

fermentacion colénica del café usado tostado francés

. EFCU-pn EFCU-pn EFCU-pn EFCU-sp EFCU-sp EFCU-sp 24
Boca Estdbmago Int. 15 Int. 30 Int. 60 6h 12h 24 6h 12h h
Fenoles
totales* 2.7+0.0¢ 3.8+0.19 4.9+0.2¢ 6.0+0.1P 8.6+0.82 29+0.2¢ 2.6+0.01 2.3+0.19 2.7+0.0¢ 26+0.0¢ 26+0.19
Ac. Galico 60.9+11.4° 61.1+0.3°° 55.0+0.8° 63.9+9.9° 475+0.13% 33.2+0.09 321+0.09 42.8+0.1°%  32.1+0.1%9 204+0.19 445+0.1°
Ac
clorogénico 156.3+11.3°  74.8 +1.2%f 69.3+0.4°% 1385+85° 93.0+0.9°% 6.2+0.19 52400 49+009 17.2+0.0¢
Catequina 49.9+0.7 - 50.6+0.5" 225+0.4 62.2+ 15" 4506+0.2° 498.9+0.1° 5282+0.2° 531.5+0.8° 478.9+0.8¢ 672.8+0.5
Ac cafeico 21.7+04°  106+03° 143+0.2° 14.0+04° 49+0.1° 1.8+ 0.0 1.6+ 0.0 46+0.0° - -
Rutina 7.4+0.0™ 55+0.3° 49+0.1° 4.7+01° 6.01+0.0° 6.4+0.0° ) )
Ac. p-
.. 1.3+0.0° 3.6+0.0° 33+1.3° 4.7 +0.0% 0.7+0.0°
cumarico - _
Ac. sinapico 3.6+ 0.0° 55+0.0° -
Ac. Ferllico i i 2.5+0.0° 1.8+0.0° i - -
Quercetina i i i 1.8+0.1° 20+0.1° 20+0.0°

- No detectado. EFCU-pn: extracto de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso normal. EFCU-sp:extracto de la
fermentacion de la fraccién no digerible del CU con microbiota de sobrepeso. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son

expresados como mg de compuesto fendlico/mL. Letras diferentes por rengldn, muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.*
Expresados como mg equivalentes de acido gélico (GAE).

64



Tabla 9. Porcentaje de bioaccesibilidad de compuestos fendlicos en las etapas de la digestion y fermentaciéon

coldénicain vitro

Bioaccesibilidad (%)
. EFCU-pn  EFCU- EFCU-pn
Boca Estomago Int. 15 Int. 30 Int. 60 - - -
9 6h pn 12h 24 h EFCU-sp 6h EFCUP']sp 12 EFCUsp 24

Ac. Galico 30.50 50.11 47.36 53.72 42.64 41.14 49.16 57.14 40.33 47.80 58.09
Ac.
clorogénico 36.62 32.43 48.10 68.27 40.17 6.25 - - 5.30 48.51 77.83
Ac. caféico 70.45 53.81 57.57 49.33 25.93 26.87 - 24.62 48.42 - -

-: No detectado. EFCU-pn: extracto de la fermentacién de la fraccidon no digerible del CU con microbiota de peso normal. EFCU-sp:extracto de la
fermentacion de la fraccién no digerible del CU con microbiota de sobrepeso. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son
expresados como mg de compuesto fendlico/mL. Letras diferentes por renglén, muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VI.6 Capacidad antioxidante durante las etapas de la digestion vy
fermentacion colonica in vitro

Las etapas con mayor capacidad antioxidante de la digestion del CU

fueron la boca, asi como a los 15 y 30 min del lado aplical del intestino delgado

(Tabla 10) Se puede observar también que el CU ejerce capacidad antioxidante en

el lado basolateral del saco intestinal invertido, ejercida por los compuestos que

lograron atravesar la membrana intestinal.

La capacidad antioxidante medida por las técnicas de DPPH, ABTS en la
digestion gastrointestinal, se redujo considerablemente en boca (59.40 mmol eq
trolox ABTS y 49.65 mmol eq trolox de DPPH ) y estdmago (57.54 mmol eq trolox
ABTS y 49.04 mmol eq trolox de DPPH ) y aumento en intestino.

Campos-Vega et al., (2015), reportaron porcentajes superiores de
actividad antioxidante por DPPH y ABTS a lo reportado por este estudio, los
valores fueron de 325 y 637 mmol equivalentes de Trolox/g en DPPH y 823 y
484.2 mmol equivalentes de Trolox en ABTS para boca y estdbmago

respectivamente.

En cuanto a la digestion en el intestino delgado, la actividad antioxidante
usando el método de ABTS, disminuyd considerablemente al paso del tiempo.
Mientras que se cuantific6 una mayor capacidad antioxidante en el lado

basolateral dei intestino delgado mediante el método DPPH.

Durante la fermentacion colénica, se obtuvieron valores mayores en la
cuantificacion por ABTS en el EFCU-pn que en el EFCU-sp, sin embargo los
valores de DPPH fueron muy siminares. Campos-Vega et al., (2015), reportaron

porcentajes superiores al 100%, después de 24 horas de fermentacion.
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Tabla 10. Capacidad antioxidante por DPPH Yy ABTS en las etapas de la

digestion y fermentacion colonica del café usado

ABTS DPPH
Boca 59.40 + 3.20° 49.65 + 1.20
Estomago 57.54 + 5.43P 49.04 +1.14b
Int. Del. A-15min | 113 75+ 1 862 73.04 + 2,442
Int. Del. A.30min | 50,99 +0.21¢ 73.68 + 2.082
Int. Del. A. 80min | 1554 + 0.26¢ 7.09 + 0.09°
Int. Del. B. 15min | 17 7g 4 1 46¢ 33.04 + 3.98°
Int. Del. B. 30 min | 11 g6 + 0.26¢ 53.45 +15.0°
Colon
EFCU-pn6h 1 4806 +0.93¢ 11.63 + 4.28%
EFCU-pni2h [ 3518+ 3200 11.09 + 3.93%
EFCU-pn24h 1 5092 1+ 0.95¢ 21.81 +1.00¢
EFCU-sp6h | 1941 +0.18° 10.32 +7.27%
EFCU-sp 12h 4.84 + 0.25¢ 17.95 + 4.00%
EFCU-sp 24h 3.16 + 0.12¢ 20.68 + 5.0¢c

Int. Del. B.: Intestino delgado basolateral Int. Del. A.: Intestino delgado apical. EFCU-pn:
extracto de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso
normal. EFCU-sp:extracto de la fermentacion de la fraccién no digerible del CU con
microbiota de sobrepeso. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y
son expresados como mmol eq trolox/ g. Letras diferentes por renglén, muestran
diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VII.7 Flujo de agua durante la digestion gastrointestinal in vitro

Durante la digestion in vitro a nivel del intestino delgado, utilizando el saco
intestinal invertido, se da una transferencia de moléculas de agua en el tejido,
desde el lado apical al lado basolateral, y viceversa, como se puede observar en la
Tabla 11, indicando que hubo transporte de algunos compuestos (Campos-Vega
et al., 2015).

El peso del intestino aumentd de manera no significativa durante el
proceso de digestion del minuto 15 al 30 (2.72 + 0.31, 341 = 0.29,
respectivamente) (Tabla 11) debido a la absorcién de moléculas de agua asi como
de ciertos compuestos considerando la humectabilidad del tejido, posteriormente
el peso disminuyd en el minuto 60 (3.10 £ 0.71) indicando que también hubo
transporte de compuestos de forma inversa. En el blanco ocurri6 un fenbmeno

similar al explicado anteriormente.
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Tabla 11. Flujo de agua de digestion in vitro

Muestra Flujo de agua
11 12 13 FA
CuU

15 min 1.33 £0.13% 2.75 £ 0.35"W 2.72 £0.31W 0.02 + 0.089W
30 min 1.44 +0.17% 3.26 £ 0.61"W 3.41 £ 0.29°W 0.02 £ 0.28%
60 min 1.46 £ 0.19%% 3.21 £ 0.48"W 3.10 £0.71<W 0.07 £ 0.23%
Blanco

15 min 1.24 +0.12% 2.45 +0.35"°WX  2.48 + 0.31°WX 0.03 £ 0.03%
30 min 1.61 £ 0.013 3.16 £ 0.41°W 3.19 +£0.36°W 0.02 £ 0.06%
60 min 1.35 £ 0.19% 3.06 + 0.48"W 3.09 £ 0.49°W 0.01 £ 0.19%

CU: café usado. I1= Saco intestinal sin solucion amortiguadora previo a la incubacion. 12= Saco
intestinal con soluciébn amortiguadora previo a la incubacién. 13= Saco intestinal con solucion
amortiguadora posterior a la incubacion. FA= Flujo de Agua. Los resultados de los parametros I1,
12 y 13 son expresados en gramos. Los resultados de FA son expresados como gramo de agua por
gramo de intestino fresco. Los resultados representan la media de 3 experimentos por triplicado +
ES. Letras minasculas (abcde) diferentes por renglén y letras mayusculas por colunna (WXY)
expresan diferencia significativa de cada tiempo de incubacién de ambas muestras bajo diferentes
pardmetros (p<0.05) por prueba de Tukey. Signos diferentes por columna expresan diferencia
significativa de los diferentes tiempos de incubacién de ambas muestras por separado.

Se evalud la permeabilidad de los compuestos fenolicos del CU en el
modelo del intestino invertido y se observd un aumento en los valores de
permeabilidad del lado apical al basolateral conforme el paso del tiempo. Los
valores fueron mayores a >1x10-°cm/s, que son considerados valores altos, de

acuerdo a lo sugerido por Artursson et al., (2001)

El flujo potencial activo que se obtuvo mediante el radio de permeabilidad
en sentido apical a basolateral (A-B) y de basolateral a apical (B-A), fue mayor a

0.5 y manores a 2 indicando flujo activo (Hubatsch et al., 2007).

El radio de flujo se encontr6 (Tabla 12) entre los valores de 1.29 y 0.74

cm/s, estos valores sugieren que el mecanismo de transporte de los compuestos
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fendlicos a través de la membrana intestinal es difusion pasiva (Campos-Vega
et al., 2015).

Campos-Vega etal., (2015) mostraron valores de transporte de compuestos
fendlicos totales en el CU tostado francés de 1.14 a 1.81 cm/s en todo el intestino
(B a A), por lo que sugirieron que los polifenoles del CU podian actuar como

sustrato para transportadores de flujo, como la glicoproteina-P.

Tabla 12. Permeabilidad aparente de compuestos fendélicos totales en

digestién in vitro

Muestra Permeabilidad aparente

Radio de flujo

4 -4
Paap AaBX10 PaapBaAX10 (B a A)(A aB)

Cu
15 min 1.34 £0.23¢ 1.34 +£0.06¢ 1
30 min 1.65 +0.14b 1.87 +0.06° 1.29
60 min 249 +0.132 1.86 +0.07° 0.74

CU: café usado Paap A a B: transporte del lado apical al basolateral. Paap A a B:
transporte del lado apical al basolateral. Los datos se representan como la media + DE
(n=4) y son presentados como cm/s.

VII.8 Efecto sobre el pH en el medio de incubacién durante la fermentacién
colénica in vitro de la FND del CU tostado francés con microbiota de
personas con peso normaly sobrepeso

Durante el proceso de fermentacion colonica se evalu6 el pH de las
diferentes muestras, asi como de blancos y controles para asegurar que se esté
llevando a cabo de manera adecuada. Se espera una disminucién del mismo
debido a la produccion de &cidos organicos entre los que se encuentran los

AGCC, asi como la hidrélisis de carbohidratos y la liberacion de otros compuestos

(Jiang y Savaiano, 1997).
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El pH durante la fermentacion coldnica con las distintas microbiotas se
muestra en la Tabla 13 y se puede observar que el origen del a microbiota no
afectd6 el pH del CU durante la fermentacién in vitro de la FND del CU, sin
embargo el control positivo (inulina) mostré un descenso significativo en el pH a

las 24 horas de fermentacion en la microbiota de peso normal.

Mientras que inicialmente (tiempo 0) el pH no mostré diferencia
estadisticamente significativa, a las 12 horas mostraron los valores mas bajos,
mismos que no se modificaron significativamente a las 24 horas. Durante el
experimento se utilizO como control positivo la inulina, ya que es un carbohidrato
fermentable y funciona como un control de que estd llevando a cabo

correctamente la fermentacion por parte las bacterias del colon.

Lopez-Barrera etal., (2016) reportaron valores neutros de pH a las 0 horas
(7.4) mismos que disminuyeron de 0.3 a 0.5 unidades de potencial de hidrogeno a
las 24 horas de fermentacién en el CU, valores similares a los reportados en este
trabajo. Estos autores usaron como control positivo la rafinosa, y también mostro
una disminucion mas importante que el CU para llegar a un pH final a las 24 horas
de 4.5.
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Tabla 13. Medicién de pH en las etapas de la fermentacion coldnica in vitro

0 horas 6 horas 12 horas 24 horas
EFCU-sp CuU 6.95 + 0.232bW 6.78 + 0.39bcW 6.40 + 0.232bW 6.40 + 0.193bX
Control 7.08 + 0.23aW 5.19 £+ 1.12¢cdX 4.36 + 0.129% 5.15 + 1.33cdY
(+)
Control 6.98 + 0.28aW 6.46 + 0.473bXW 6.61 + 0.262vW 6.94 + 0.292bW
)
EFCU-pn CuU 6.96 + 0.072W  6.36 + 0.153cWX G .45 + 0.3320W 6.43 + 0.302bX
Control 7.08 + 0.143aW 5.33 + 1.09cdY 4.46 + 0.364eX 4,22 + 0.258Y
(+)
Control 7.05 + 0.12awW 6.00 + 0.79bexY 6.78 + 0.3530W 7.02 + 0.343bW
)

CU: Café usado en inéculo. EFCU-pn: extracto de la fermentacidon de la fraccién no digerible del
CU con microbiota de peso normal. EFCU-sp:extracto de la fermentacion de la fraccidon no digerible
del CU con microbiota de sobrepeso. Los resultados son expresados como potencial de hidrogeno.
Los resultados representan la media de 3 experimentos por triplicado + ES. Letras minulsculas
(abcde) diferentes por renglon y letras mayusculas por colunna (WXY) expresan diferencia
significativa de cada tiempo de incubacion de ambas muestras bajo diferentes parametros (p<0.05)
por prueba de Tukey. Signos diferentes por columna expresan diferencia significativa de los
diferentes tiempos de incubacion de ambas muestras por separado.

72



VIL.9 Cuantificacion AGCC durante las etapas de la fermentaciéon colénica
con microbiota de peso normal y sobrepeso usando cromatografia de
gases acoplado a masas

El acido butirico fue el acido graso de cadena corta predominante producido
durante la fermentacion colonica de la fraccion no digerible del CU (Tabla 14); no
se pudo identificar el acido propidnico ni acético en los extractos usando
microbiota con peso normal. En la fermentacién colénica usando microbiota de
sobrepeso se identifico al acido acético como el segundo compuesto mas
abundante y el propiénico se produjo en menor concentracion. Las diferencias en
la producciéon de los AGCC, se deben a los distintos tipos de bacterias
predominantes en el colon como se habia mencionado anteriormente (Hinnebusch

et al., 2002).

La mayor produccion de AGCC por la fermentacion del CU con ambas
microbiotas se alcanz6 a las 24 horas del experimento, lo cual nos sugiere que los
sustratos del CU son mas dificiles de degradar debido a la complejidad de la

estructura de los polisacaridos de la fibra.

Lépez-Barrera etal., (2016), obtuvieron valores a las 24 horas de
fermentacion del CU de acido butirico entre 7.8-7.9 mmol/litro superiores a los
reportados en este trabajo, donde se obtuvieron de 3.08 a 5.67 mmol/litro (Tabla
14). Asi mismo los valores de acido acético fueron mayores pues reporta entre
18.8-29.4 mmol/ litro y de propidnico 10.4 a 10.6 mmol/ litro, mientras que en este
trabajo se obtuvieron rangos de 2.9-2.96 mmol/ litro de acido acético y 1.7 de
propidnico. Las diferencias pueden atribuirse el indculo fue distinto asi como los

métodos de cuantificacion también difirieron.

Jaquet et al., (2009), estudiaron el impacto que tuvo el consumo de cantidades
moderadas de café instantineo en la microbiota intestinal, encontrando que

aumentaba la poblacion de Bifidobacterium, atribuyéndosele a los
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polisacéaridos solubles, conteniendo un 20 % de proteinas de arabinogalactano, lo
cual aumentd la produccion de AGCC como el butirico y el propionico,

atribuyéndole propiedades prebidticas.

Se ha reportado que los AGCC poseen actividad antiiflamatoria y juegan un
papel vital en la regulacién de la funcion inmune de la superficie célular de Ila
mucosa intestinal, ademas de tener la capacidad de activar la cascada de
apoptosis Yy reducir el crecimiento de algunos tumores mediante la hiperacetilacién
de las histonas, el arresto al ciclo celular y la activaciéon de genes proapoptoticos.
Estos compuestos disminuyen el pH del colon, el cual es necesario para la
efectividad de ciertas enzimas e inhibir el metabolismo de agentes carcinogénicos,
ademas actian como fuente de energia para los colonocitos, propician el
crecimiento de bacterias acido lacticas y estimulan la irrigacion sanguinea en este

organo (Kumar et al., 2013).

Tabla 14. Contenido de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) mediante GC-
MS durante la fermentacion in vitro del la FND del café usado con microbiota

de peso normal y sobrepeso

Ac. Butirico Ac. Propidnico Ac. Acético
EFCU-pn
24 horas 3.08 £0.00 - -
EFCU-sp
6 horas 4.61 +£0.00 - 2.90 £0.00
24 horas 5.67 £ 0.00 1.70 £ 0.00 2.96 +£0.00

EFCU-pn: extracto de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso
normal. EFCU-sp:extracto de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU con microbiota de
sobrepeso. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como
mmol/L. Letras diferentes por renglén, muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VII.10 Ensayos in vitro con linea celular HT-29

VII.10.1 Efecto del EFCU in vitro sobre la viabilidad celular

Dado que el CU es una fuente importante de polifenoles con potencial
anticancerigeno, asi como de fibra dietaria que al fermentarse por las bacterias
colénicas tiene potencial para producir AGCC, de los cuales se conoce su efecto
para la prevencion de cancer de colon (Gingras y Béliveau, 2011), se evaluo el
efecto de los extractos de la fermentacion colonica sobre la sobrevivencia de

células de cancer de colon humano.

Los extractos de la fermentacion de ambas microbiotas inhibieron la
sobrevivencia de células de adenocarcinoma de colon humano HT-29 (Figura 7),
sin embargo el EFCU-pn mostré un efecto dosis-dependiente obteniendo una CLso
de 13.5 %, mientras que el EFCU-sp no fue dosis dependiente requiriéndose de
hasta 73 % del extracto de la fermentacidn para lograr la inhibicién (Figura 8). Es
por eso que para las siguientes pruebas in vitro usando células HT-29, Unicamente
se utilizd el CLso EFCU-pn.

Garcia-Gutierrez et al., (2015) midieron el extracto de la fermentacién del CU
tostado medio sobre células de cancer de colon SW-480 obteniendo una CLso de
19%. Sin embargo, en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Campos-Vega et al.,
(2013), reportan una tendencia simila en productos de la fermentacion de la
fraccion no digerible del frijol variedad bayo madero sobre células de
adenocarcinoma humano HT-29, donde se obtuvo una CLso del 17%. Las
diferencias pueden atribuirse a la matriz fermentada, la microbiota utilizada en la

fermentacion y la linea célular.
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Figura 7. Inhibicion de la sobrevivencia (%) de células de adenocarcinoma de
colon humano HT-29 por EFCU-pn y EFCU-sp
EFCU-pn: extracto de la fermentacion de la fraccién no digerible del CU con microbiota de peso
normal. EFCU-sp:extracto de la fermentacion de la fraccion no digerible del CU con microbiota de
sobrepeso.Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como % de
inhibicion. Letras diferentes por barra de distinto color, muestran diferencia significativa (p<0.05) por
prueba de Tukey.
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Figura 8. Regresion lineal de la curva dosis-respuesta del efecto del
EFCU-pny EFCU-sp de células de cancer de colon humano HT-29

EFCU-pn: extracto de la fermentacién de la fraccion no digerible del CU con microbiota de
peso normal. EFCU-sp:extracto de la fermentaciéon de la fraccién no digerible del CU con
microbiota de sobrepeso. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son
expresados como % de inhibicién. Letras diferentes por barra de distinto color, muestran
diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.
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VII1.10.2 Efecto del extracto de fermentacion sobre la apoptosis de las células

HT-29.

Se observd induccion de apoptosis en células tratadas con la CLso del
EFCU-pn, esto al realizar la evaluacion mediante la tincion de TUNEL (Figura 9),
que revela la apoptosis debido a la fragmentacion de ADN nuclear. Las células del
grupo sin tratamiento (control negativo) no mostraron fluorescencia, mientras las
células tratadas en se muestran en verde brillante, lo que indica apoptosis.

En la Figura 10, se puede observar el aumento en la intensidad de
fluorescencia de las células tratadas, en base al control negativo de células sin

tratamiento, infiriendo que ese aumento en la fluorescencia se debe a la apoptosis.

Campos-Vega etal.,, (2009) trataron células HT-29 con el CLso de los
extractos de fermentacion de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y observaron
apoptoticos citoplasméaticos ademas de que el 28 % de las células fue TUNEL

positivo.
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Control (-) de células sin tratamiento

Células tratadas por el CLso del EFCU-pn

Figura 9. Fluorescencia de células en apoptosis por tincion TUNEL

ClLso del EFCU-pn: concentracion letal media del extracto de la fermentacion de la fraccién no
digerible del CU con microbiota de peso normal. Del lado izquierdo se obsena la imagen de las
células sin fluorescencia, del lado derecho se observa la imagen de las mismas células con
fluorescencia las células en apoptosis.
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Figura 10. Intensidad de fluorescencia de células en el ensayo TUNEL

EFCU-pn: extracto de la fermentacion de la fraccién no digerible del CU con microbiota de peso
normal. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como
intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (A.U.). Letras diferentes por barra, muestran
diferencia significativa (p<0.05) por prueba de Tukey.

VII.10.3 Actividad de catalasa en células HT-29 tratadas con el CLso del EFCU-

pn

Como se observa en la Figura 11, la actividad de la enzima catalasa en las
células tratadas con el CLso del EFCU-pn (1.78 U/mL) incrementd
significativamente al compararlo con el control negativo (1.76 U/mL). Una
disminucion en la actividad de catalasa, promueve el crecimiento del cancer y la
infiltracion en tejidos que lo rodean, lo cual es de una vital importancia para la
invasion y metastasis y un aumento en la actividad de esta enzima es necesaria

para inhibir la carcinogénesis (Aachary et al., 2015).

Kwon et al., (2015) trataron células HT-29 con epigalocatequina del té verde
y adicionaron SOD vy catalasa al medio de cultivo celular. Observando que se
redujo el efecto de estimulacion del crecimiento celular por el SFB y que el H202
fue degradado por el SOD concluyendo que la modulacion de SOD junto con los
ROS juegan un papel en la estimulacion del crecimiento de células de cancer de

colon.
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Manju y Nalini, (2005) cuantificaron catalasa en ratas inducidas con cancer
de colon, las cuales trataron con gengibre y observaron un aumento en la
concentracién de catalasa comparando con el grupo control, concluyendo que el
aumento protegia contra la peroxidacion lipidica mediada por H202 y O2° y que al
aumentar la actividad de enzimas antioxidantes y detoxificantes podria ser un

mecanismo importante para disminuir los efectos nocivos de la DMH.

Catalasa
2.0- a
1.5
-
E q0-
o
0.5+
0.0~ T
Control (-) CLsy-EFCU-pn

Muestras

Figura 11. Actividad de la enzima catalasa en lisados célulares de células HT-
29 tratadas con el CLso del EFCU-pn

EFCU-pn: extracto de la fermentacién de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso

normal. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como unidades

por mililitro de muestra. Letras diferentes por barra, muestran diferencia significativa (p < 0.05) por
prueba de Tukey.
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VII.10.4 Actividad de la superdéxido dismutasa (SOD) en células HT-29 tratadas
con el CLsodel EFCU-pn
En la apoptosis, las ROS son una sefal reguladora muy importante, los
inhibidores de SOD promueven la apoptosis en lugar de la proliferacion, por lo que
la sobreexpresion de algunos tipos de SOD como el Mn-SOD reducen los niveles

de ROS intracelular y previenen la muerte celular (Miar et al., 2015)

No se observo diferencia en la actividad de la enzima SOD al tratar las
células HT-29 con la ICso del EFCU-pn, en comparacion con las células no tratadas
(datos no mostrados). Esto podria deberse a la especificidad del kit, pues
Unicamente se cuantificd6 SOD total y existen distintas isoformas de SOD como la
dependiente de cobre y zinc (Cu/Zn-SOD) y la dependiente de manganeso (Mn-
SOD). Se ha observado un aumento en la Mn-SOD durante la progresion de
tumores y metéstasis de cancer de colon, asi como en células de cancer temprano
(Miar et al., 2015).

La induccién de la apoptosis por el CLso de los EFCU-pn podria no darse
mediante mecanismo dependiente de la enzima SOD, sino a través de la
modulacion de diferentes enzimas que si tuvieron una modificacion en este trabajo.
Sin embargo se requiere mayor experimentacion con distintas lineas celulares, para
poder descartar la diferencia intracelular de la modulacién de esta enzima en el

mecanismo de accion del CLso de los EFCU-pn para la induccion de apoptosis.

VIL.10.5 Contenido de glutatién total en células HT-29 tratadas con el CLso del
EFCU-pn
El contenido total de glutation total (Figura 12), fue reducido en el tratamiento

usando el ICso del EFCU-pn (4.5 um para el control y 4.2 um para el tratamiento).

La reduccion en los niveles de glutation puede elevar el contenido de ROS,
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desencadenando muerte celular y apoptosis mediada por receptores mitocondriales

y de muerte celular (Kaynar et al., 2005).

Deorukhkar etal., (2015) evaluaron el zerumbone, un compuesto del
gengibre, sobre varias lineas celulares de cancer de colon, demostrando una
radiosensibilizacion de las células a través del aumento al dafio en el ADN inducido
por radiacion mostrando un mecanismo dependiente de glutation no dependiente

de ROS mediante una disminucién del mismo.

Se ha observado que la deplecién de glutation puede perturbar las funciones
celulares de mudiltiples maneras, ya que la disminucién del glutation intracelular
puede inducir la apoptosis en células de céancer, independientemente de la
generaciéon de ROS. Ademas recientemente el glutation, se ha reconocido para
regular las funciones celulares importantes mas alla del equilibrio redox célular,

como la sintesis de ADN, la expresion génica y la reparacién del dafio.

Glutation total
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Figura1l. Contenido de glutation total en células tratadas con el CLso del
EFCU-pn

EFCU-pn: extracto de la fermentacién de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso

normal. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como pum de
glutation total. Letras diferentes por barra muestran diferencia significativa (p<0.05) por prueba de

Tukey.
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VII.10.6 Contenido de 8-iso-prostaglandina F2a en células HT-29 tratadas con

el CLsodel EFCU-pn

Las 8-iso-prostaglandinas F2a son productos del acido araquidonico que fue
dafado por ROS o radicales libres, esterificados, hidrolizados y se liberan en el
fluido extracelular a través de la actividad de la fosfolipasa A2, aunque la 8-iso-
prostaglandina F2a ha sido ampliamente empleada como un biomarcador
cuantitativo in vivo del dafio oxidativo, su papel y funcion son controversiales aun
(Mannello et al., 2007).

En la Figura 13, se observa una disminucion de la concentracion de 8-iso-
PGF2a en las células tratadas con el ICso del extracto de la fermentacion colonica
del CU (de 29.7 pg/mL en el control negativo y 28 pg/mL para el tratamiento), por lo

gue se sugiere que existié una menor peroxidacion de lipidos celulares.

Menghini etal.,, (2016) indujeron inflamacion de colon a ratas vy
posteriormente las trato con extractos de manzanilla, mostrando una disminucién
en los niveles de 8-iso-prostaglandinas F2a de manera dosis dependiente después
de la exposicion a los extractos concluyendo que se redujo eficazmente, la

inflamacion y la respuesta inmune de los biomarcadores.

El aumento de la peroxidacién de los lipidos celulares, por ejemplo, &cidos
grasos poliinsaturados, acido linoleico libre y conjugado y el acido araquidénico,
genera compuestos que inhiben el crecimiento de células tanto in vivo como en in
vitro. Del mismo modo, los productos de peroxidacion de lipidos tales como la 8-
iso-prostaglandina F2a pueden inhibir la proliferacion celular e inducir la

diferenciacion, la maduracion y el recambio apoptético (Mannello et al., 2007).
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Figura 12. Contenido de la enzima 8-iso-prostaglandina f2a. en células
tratadas con el CLso del EFCU-pn.

EFCU-pn: extracto de la fermentacién de la fraccion no digerible del CU con microbiota de peso
normal. Cada valor representa la media de tres repeticiones = DS y son expresados como

picogramos por mililitro de muestra. Letras diferentes por barra, muestran diferencia significativa
(p<0.05) por prueba de Tukey.

VII.10.7 Contenido de lactato deshidrogenasa en sobrenadante de células HT-

29 tratadas con el CLso del EFCU-pn

Una de las diferencias principales de las células de cancer comparado con
células sanas es su metabolismo modificado para disminuir la fosforilacién
oxidativa y aumentar la glucélisis y asi generar suficiente energia, ya que las
demandas de las células de cancer al proliferar rapidamente son mayores; aln en
concentraciones normales de oxigeno, esto es llamado efecto Warburg. La lactato
deshidrogenasa (LDH) es una enzima soluble citoplasmatica que cataliza la
conversion de piruvato a lactato y es considerada un punto de control clave en la

glucdlisis anaerobia (Philipp et al., 2014).

Esta enzima citoplasmatica se encuentra presente en casi todas las células y
es liberada en el espacio extracelular cuando la membrana plasmatica es dafiada.

Las fugas de contenido plasmatico de la membrana celular cuando ocurre la
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necrosis, provoca la liberacién de contenidos intracelulares en el medio extracelular
(Chan et al., 2013).

En la Figura 14 se observa que hubo una mayor concentracion de lactato
deshidrogenasa en las células sin tratamiento (control negativo) (6.70
miliunidades/mL) comparado con el tratamiento con el CLso del EFCU-pn (5.94
miliunidades/mL). Por lo que se sugiere que las células no murieron por necrosis
debido a la toxicidad del EFCU-pn.

Se ha observado que la inactivacion o inhibicibn de LDH conduce a la
producciéon de ROS, que se exacerba por la hipoxia e impulsa la glucdlisis.
Mientras que el aumento de ROS podria ser debido a la reorientacién de piruvato
hacia metabolismo oxidativo, estudios mecanisticos de los inhibidores de MCT1
(transportador de lactato) sugieren que la pérdida de la actividad LDH puede
desencadenar un aumento de ROS a través de efectos de retroalimentacion
negativa sobre la glucdlisis y una disminucion en la sintesis de la principal

antioxidante de la célula, el glutation (Millimouno et al., 2014).

Esto se puede relacionar con los resultados de este trabajo, ya que al haber
una disminucion de la enzima lactato deshidrogenasa y glutation total, se puede
inferir que hubo un aumento en el estrés oxidativo celular desdencadenando

apoptosis mediante el aumento de ROS.
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Figura 13. Contenido de la enzima lactato deshidrogenasa tratadas con el ICsp
del EFCU-pn

EFCU-pn: extracto de la fermentacion de la fraccién no digerible del CU con microbiota de peso

normal. Cada valor representa la media de tres repeticiones + DS y son expresados como

miliunidades por mililitro de muestra. Letras diferentes por barra, muestran diferencia significativa
(p<0.05) por prueba de Tukey.

Los organismos aerdbicos no pueden evitar la generacion de radicales libres
y ROS, que se producen durante el metabolismo normal del oxigeno. En una
situacion fisiologica, las células mantienen el equilibrio entre la generacion y la
neutralizacion de ROS a través de procesos no enzimaticos, principalmente
glutation (GSH), y defensas enzimaticas como: catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), glutation -S -transferasa (GST),
superéxido dismutasa (SOD), entre otras. Sin embargo, cuando el equilibrio celular
se altera y las defensas antioxidantes no funcionan adecuadamente, las células
pueden dafarse. Por lo tanto, la sobreproduccion de ROS puede conducir a la
formacion de productos de oxidacion altamente reactivos, a la activacion de
carcindgenos, formaciéon de bases de ADN oxidadas y cadena de ADN con dafios.
Todas estas modificaciones podria provocar errores durante la replicacion del ADN

y alteraciones genéticas, asi como modular la transcripcion de las proteinas redox
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reguladas, lo que aumenta la proliferacion celular descontrolada, asi como la
progresion de tumores (Martin et al., 2016).

La evidencia de estudios recientes sugiere que células de cancer, en
comparacién con las células normales, estan bajo un mayor estrés oxidativo
asociado con la transformacién oncogénica, las alteraciones en la actividad
metabdlica y tienen una mayor generacion de ROS. El aumento de las cantidades
de ROS en las células cancerosas puede tener consecuencias significativas, como
la estimulacion de la proliferacion celular, la promocion de mutaciones Yy
inestabilidad genética, asi como alteraciones en la sensibilidad celular a la agentes
contra el cancer. Por otro lado, el aumento del estrés causado por ROS en las
células del cancer también puede proporcionar una base bioquimica para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, ya que aumentando aun mas la
produccion de ROS y/o inhibiendo las defensas antioxidantes puede disminuir la

viabilidad de las células cancerosas (Pelicano et al., 2004).

Las mitocondrias son las principal generadoras de ROS, por lo que a
menudo se convierten en el blanco de la exposicion elevada a estos compuestos,
teniendo consecuencias mortales para las células como el dafio oxidativo
mitocondrial de ADN, lo cual juega un papel principal en la apoptosis celular (Sinha
et al., 2013).
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VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el café usado mostré ser fuente importante de
compuestos bioactivos como los compuestos fendlicos, siendo el &cido clorogénico
el mayoritario. El CU puede ser metabolizado, por una simulacion de diestion
gastro intestinal in vitro hasta obtener la fraccion no digerible mostrando capacidad
antioxidante importante, en los extractos etanélicos del GC y CU ademas en las
etapas de la digestion y fermentacién colonica, sugiriendo efectos protectores

contra los radicales libres.

Asi mismo, el CU mostré que puede ser fermentado por las bacterias del colon,
usando dos tipos de microbiota colénica (peso normal y sobrepeso) liberando
compuestos como: la catequina y pueden producirse acidos grasos de cadena
corta, siento el mayoritario el acido butirico teniendo un potencial efecto benéfico

en el colon y pudiendo prevenir enfermedades.

Los EFCU-pn, inhibieron la sobrevivencia de células de cancer de colon
humano in vitro (HT-29) con una concentracion letal media de 13.5% (43.2
microlitros por mL) mostrando un efecto dosis-dependiente; no se observo la
misma tendencia en los EFCU-sp. En las células tratadas con el CLso del EFCU-pn
se observdo un incremento en la fluorescencia usando la técnica de TUNEL,

sugiriendo que las células de cancer murieron por apoptosis.

Posterior al tratamiento con la CLso del EFCU-pn, se observé un incremento en
la actividad de catalasa, indicando una proteccion contra la peroxidacion lipidica y

disminuyendo los efectos de los productos de la misma (8-iso-prostaglandina F2a).

También se obtuvo una reduccion en el contenido de glutation total, el cual es
un mecanismo probado para inducir apoptosis de células de cancer de colon
debido al aumento en la producciéon de ROS, relacionado posiblemente con la

inhibicidn de lactato deshidrogenasa.

Se requieren mas evaluaciones moleculares para proporcionar informacién

sobre el equilibrio entre los productos de peroxidacion de lipidos y antioxidantes
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celulares en la inhibicion de la viabilidad de células de cancer de colon, asi como el
estudio de otros mecanismos a ftravés de los cuales los extractos de la

fermentacion colonica del CU pueden inducir la inhibicion de la carcinogénesis.
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