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Abreviaturas

ABTS: 2,2’-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
AB: péptido B-amiloide

AC: acidos clorogénicos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin Trifosfato

CAT: Catalasa

DAF: Formacion anormal de Dauer

DMII: diabetes mellitus tipo 2

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

EA: enfermedad de Alzheimer

EAG: Equivalentes de Acido Galico

ECD: enfermedades crénico degenerativas
ECV: enfermedades cardiovasculares

EDI: enzima degradadora de insulina

EH: enfermedad de Huntington

EN: enfermedades neurodegenerativas
EP: enfermedad de Parkinson

EROS: especies reactivas de oxigeno
ERN: especies reactivas de nitrdgeno
FOXO: forkhead box, sub-grupo O

FRAP: Poder Antioxidante Reductor de Fierro
FudR: Fluorodesoxiuridina

GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutatiéon reducido



GST: Glutation-S-transferasa

HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
diodos

H20:2: Peroxido de hidrégeno

IGF: Factor de crecimiento insulinico

NADP: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

NFT: agregados neurofibrilares intracelulares

NGM: Medio de crecimiento de nematodos

NRF: Factor nuclear eritroide

OHe: Radical hidroxilo

O2--: Radical superéxido

Anion super 6xido (02)

pH: Potencial de hidrogeniones

RL: radical libre

RE: reticulo endoplasmético

RNA: Acido ribonucleico

RSS: Especies Reactivas del Azufre

SKN: SKiNhead

SOD: Superoxido dismutasa

SOD/CuZn: Superoxido dismutasa dependiente de cobre y zinc

SOD/Mn: Superoxido dismutasa dependiente de manganeso



I. Resumen

Se ha registrado un incremento significativo en la prevalencia de enfermedades
neurodegenerativas, los sintomas mas frecuentes de éstas incluyen pérdida de la memoria, falta
de coordinaciéon, cambios del estado de animo y pérdida de las inhibiciones. Existen en diversos
tratamientos farmacolégicos que disminuyen la progresion de la enfermedad, pero generan
efectos secundarios adversos en el paciente, por lo cual se buscan nuevas alternativas
constantemente para su tratamiento. Numerosos estudios han demostrado una correlacion
positiva entre la ingesta moderada de café con la prevencion de la neurodegeneracion y una
mayor capacidad de retencion de la memoria. Ademas, se ha reportado que el grado de tostado
del café altera el perfil de metabolitos presentes en el grano, lo cual debe afectar su capacidad
neuroprotectora. Por lo anterior, fue de interés evaluar el impacto del tostado del café gourmet
sobre las propiedades neuroprotectoras de la bebida, contrastandolo con el café soluble
industrial.

Se determiné el contenido de fenoles totales y cafeina, la actividad antioxidante in vitro e in vivo;
se utiliz6 el modelo de neurodegeneracion por hiperglucemia en Caenorhabditis elegans
evaluando el indice de quimiotaxis, en cual se fundamenta en registrar la conservacion de la
memoria asociativa entre un quimioatrayente y el alimento. En los resultados se observé que las
infusiones de café gourmet presentaron un mayor contenido de fenoles totales en comparacién
al café industrial, pero el contenido de cafeina fue mayor en el café industrial. En la evaluacion
antioxidante se encontré6 que en las pruebas in vitro el café industrial presenté una mejor
actividad, pero en la prueba in vivo, las infusiones de café gourmet resultaron superiores al café
industrial. Con respecto a la capacidad de neuroproteccién, se observé que en la condicion de
hiperglucemia el nematodo C. elegans pierde la memoria a corto plazo, reflejado como un indice
de quimiotaxis negativo. En los tratamientos de hiperglucemia adicionados con las infusiones de
café gourmet tueste claro y oscuro, se redujo el indice de quimiotaxis un 35% en comparacion al
control sin hiperglucemia, mientras que en café industrial se redujo este indice en un 73%. Los
cafés descafeinados, tanto gourmet como industrial no mostraron ningun efecto neuroprotector.
Palabras clave: neuroproteccion, café gourmet, quimiotaxis, memoria corto plazo,

Caenorhabditis elegans



Il. Abstract

There has been a significant increase in the prevalence of neurodegenerative diseases, the most
frequent symptoms of which include memory loss, lack of coordination, mood swings and loss of
inhibitions. There are various pharmacological treatments that slow the progression of the
disease, but they generate adverse side effects in the patient, which is why new alternatives are
constantly being sought for its treatment. Numerous studies have shown a positive correlation
between moderate coffee intake and the prevention of neurodegeneration and a greater capacity
for memory retention. In addition, it has been reported that the degree of coffee roasting alters the
profile of metabolites present in the bean, which should affect its neuroprotective capacity.
Therefore, it was of interest to evaluate the impact of gourmet coffee roasting on the
neuroprotective properties of the drink, contrasting it with industrial soluble coffee.

The content of total phenols and caffeine, the antioxidant activity in vitro and in vivo, and the
antioxidant activity in vitro and in vivo were determined. The hyperglycemic neurodegeneration
model was used in Caenorhabditis elegans, evaluating the chemotaxis index, which is based on
recording the conservation of associative memory between a chemoattractant and food. The
results showed that gourmet coffee infusions had a higher content of total phenols compared to
industrial coffee, but the caffeine content was higher in industrial coffee. In the antioxidant
evaluation, it was found that in vitro tests industrial coffee had better activity, but in the in vivo test,
gourmet coffee infusions were superior to industrial coffee. Regarding the neuroprotection
capacity, it was observed that under hyperglycemic conditions the nematode C. elegans loses
short-term memory, reflected as a negative chemotaxis index. In hyperglycemia treatments with
light and dark roast gourmet coffee infusions, the chemotaxis index was reduced by 35%
compared to the control without hyperglycemia, while in industrial coffee this index was reduced
by 73%. Decaffeinated coffees, both gourmet and industrial, did not show any neuroprotective

effect.

Key words: neuroprotection, gourmet coffee, chemotaxis, short-term memory, Caenorhabditis

elegans.



[1l. Introduccién

El envejecimiento es un fenbmeno complejo, que generalmente se acepta como el punto de
partida de diversas patologias crénico degenerativas. El deterioro funcional provocado por el
envejecimiento constituye un factor de riesgo clave para las enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, como el céancer, trastornos cardiovasculares y enfermedades
neurodegenerativas (EN) (Currais, 2015; Li et al., 2018a; Lv et al., 2018).

Este deterioro es irreversible en el sistema nervioso central (SNC) el cual esta estrechamente
relacionado con la morbilidad y la mortalidad en la poblacion de edad avanzada (Bialystok et al.,
2016). Las EN, incluidas la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), y
la enfermedad de Huntington (EH), por mencionar algunas, estan involucradas en una etapa
preclinica, que puede durar décadas, asi como en un proceso implacable de disfuncion neuronal
y finalmente degeneracion, conduciendo a la muerte (Saxena y Caroni, 2011). La etiologia de
estas fisiopatologias aun no ha sido completamente dilucidada; sin embargo, el aumento del
estrés oxidativo ha sido sugerido como unas de las potenciales etiologias (Kim y col., 2015). En
la actualidad no hay cura para estas enfermedades, solo existen farmacos los cuales pueden
ayudar a controlar o retrasar la progresion de estas. Algunos tratamientos ayudan a controlar o
disminuir los sintomas de la enfermedad; sin embargo, estos farmacos generan efectos
secundarios adversos, afectando la calidad de vida de los pacientes (Brightfocus, 2017). Por lo
anterior, se han buscado alternativas naturales para retardar o disminuir la progresion de las
enfermedades neurodegenerativas, para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Los
alimentos funcionales son productos alimenticios de origen animal o vegetal que se consumen
en la dieta diaria que no solo proporcionan nutrientes, sino que poseen compuestos bioactivos
(Drago y col., 2006) una alternativa natural que ha llamado la atencion es el café, ya que es una
bebida de caracter universal que se consume en todos los paises del mundo, se ha descubierto
que esta compuesto por mas de mil sustancias quimicas entre las cuales destacan: aminoacidos,
azucares, vitaminas y minerales. Ademas, la composicion del café también incluye acidos
clorogénicos con propiedades antioxidantes y la cafeina, una xantina con propiedades

estimulantes del SNC (Gottleland, y de Pablo. 2007); estos compuestos pueden prevenir o



retrasar algunos tipos de dafios a las células neutraliza los radicales libres causados por el
metabolismo de las células y el estrés oxidativo (Mayor-Oxilia., 2010). En este trabajo se evaluara
el efecto antioxidante de la infusion del café tostado oscuro en el modelo biolégico Caenorhabditis
elegans, el cual ha demostrado ser un excelente organismo modelo de estudio, ya que desde su
introduccidn se ha utilizado ampliamente para investigar importantes procesos biolégicos como
el desarrollo, envejecimiento, neurobiologia y diversas patologias créonico-degenerativas (Markaki
y Tavernarakis, 2010). Por lo cual, el presente trabajo contribuira con informacion cientifica sobre
el efecto de los compuestos bioactivos del café tostado oscuro, en la prevencion de

enfermedades neurodegenerativas.



IV. Antecedentes

4.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son trastornos caracterizados por una disminucion
gradual, progresiva y selectiva de las funciones del sistema nervioso. La etiologia de estas
fisiopatologias sigue siendo desconocida (Alarcon-Aguilar y col., 2019), es por ello que es
importante estudiar las razones detras de estas condiciones y realizar ensayos de compuestos
quimicos naturales que podrian tener potencial para curar, prevenir o retrasar la aparicion de
enfermedades neurodegenerativas como lo son el Alzheimer el Parkinson y el Huntington.
Existen ocho eventos principales (figura 1) en los procesos biolégicos celulares relacionados con
la neurodegeneracion: el proceso de plegamiento incorrecto de proteinas, lo cual inhibe el trafico
de Golgi en el Reticulo Endoplasmico (RE) y altera la degradacion asociada con este, lo que
induce el estrés del RE (Mercado y col., 2013), los lisosomas dafiados interrumpen los procesos
que mantienen la homeostasis lisosomal (Schneider y Zhang., 2010), la acumulacion de proteinas
mal plegadas genera retroalimentacién positiva que exacerba otros efectos (Ciechanover y
Kwon., 2015), el mantenimiento mitocondrial disfuncional afecta directamente la biogénesis
mitocondrial y la induccion de autofagia (Shirakabe y col., 2016), por ejemplo, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROS) y ATP en la célula, la homeostasis alterada genera una
afluencia excesiva de calcio, cobre y zinc, debido a la tension de emergencia y al estrés
mitocondrial (Schneider y Zhang., 2010). Las vias de sefializacion en el organulo estresado o el
citoplasma inducen las transducciones de las sefales al nacleo, lo que provoca dafio en el ADN
(Chakraborty y col., 2013; Schumacher y col., 2005).

10
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Figura 1. Diagrama esquematico de los mecanismos patoldgicos asociados a la neurodegeneracion
(Wang y col., 2017).

4.2 Estrés oxidativo y enfermedades neurodegenerativas

El estrés oxidativo es una de las potenciales etiologias en las enfermedades
neurodegenetrativas, desempefia un papel importante en la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas dado que participa en multitud de mecanismos que inducen oxidacion de
acidos nucleicos, proteinas y lipidos, contribuyendo con ello, al dafio cerebral progresivo. Entre
estos mecanismos se encuentran la disfuncion mitocondrial, generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (EROS) y nitrogeno (ERN), déficit de defensas antioxidantes,
oligomerizacion de proteinas, produccion de citoquinas y respuesta inflamatoria, alteracion de la
barrera hematoencefalica o disfuncién del proteasoma. Todas estas disfunciones se han visto
implicadas en la patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la

enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Huntington por mencionar algunas (Sienes-Bailo y col.,
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2022). Se considera radical libre (RL) a una molécula que en su estructura atbmica presenta un
electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién que genera una
alta inestabilidad, para la molécula de oxigeno se conocen las siguientes especies reactivas
llamadas especies reactivas de oxigeno: Anion super oxido (O2e-), Radical hidroxilo (OH?¢),
Peroxido de hidrégeno (H202), Oxigeno singlete (02°), por mencionar algunas (Mayor-Oxilia,
2010).

El aumento del contenido intracelular de EROS y ERN sobrepasa las defensas antioxidantes de
la célula, proceso que esta asociado con muchas enfermedades neurodegenerativas. Las EROS,
como el superodxido (0O2¢-), el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OHe), se
generan durante la respiracion aerobica normal de las células. Es bien sabido que la produccion
de EROS aumenta con la edad, mientras que algunos de los mecanismos de defensa enddégenos
pueden disminuir. Si se altera el equilibrio entre EROS y los antioxidantes, las cantidades
excesivas de EROS dafiaran las células por la oxidacion de proteinas, la rotura de cadenas de
ADN / ARN, la peroxidacion de lipidos o la formacion de productos finales de glicosilacion
avanzada. Estos cambios en el cuerpo con el aumento de la edad conducen a un fenotipo de
envejecimiento relacionado con la enfermedad neurodegenerativa, por ejemplo, en las etapas
iniciales en los cerebros de pacientes con enfermedad del Alzheimer se observa un exceso de
proteinas oxidadas, lipidos y ARN (Abe et al., 2002; Lovell et al., 1995; Markesbery & Lovell,
1998; Nunomura et al., 1999; Smith et al., 1991; Williams et al., 2006). También se ha encontrado
oxidacion del ADN, especialmente en el ADN mitocondrial (Mecocci et al., 1994; Prasad Gabbita
et al., 1998). La desregulacion redox puede ser causada por la ineficacia del sistema antioxidante
enddgeno para manejar un aumento en la produccion de radicales libres, debido a una menor
eficacia del sistema antioxidante enddgeno en si. Este estrés adicional puede causar dafio a las
moléculas biolégicas que conducen a una muerte celular rapida, lo que resulta en

neurodegeneraciéon, (Ghandiy col., 2012; Tang y col., 2005).

4.3 Enfermedad del Alzheimer

La enfermedad del Alzheimer (EA), es un desorden neurodegenerativo caracterizado
funcionalmente por un declive progresivo de las funciones cognitivas (Carvajal, 2016), produce
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la pérdida irreversible de neuronas, particularmente en el neocértex, comienza por afectar la
memoria episédica y la memoria reciente, asi como también presenta alteraciones de la
denominacion y de la fluencia verbal, entre otras (Gutiérrez y col., 2017). Existen dos tipos de
Alzheimer, la de inicio temprano a los 40 afios y de inicio tardio a los 65 afos, esta se divide en
3 etapas: leve (etapa temprana), moderada (etapa media), grave (etapa tardia), (Alzheimer
Association., 2023).

La EA patoldégicamente se caracteriza por la pérdida de las sinapsis y dos tipos de agregados de

proteinas especificos:

1. Depositos de placas extracelulares del péptido B-amiloide (AB). El péptido AB es el principal
componente de los depdsitos amiloides en el cerebro de pacientes con EA, este péptido es el
producto de la digestidn proteolitica de la proteina precursora del péptido amiloide (APP) (Estrada
y Zomosa, 2017). Las placas de AB pueden agotar el almacenamiento de iones de calcio (Ca 2+)
en el reticulo endoplasmico, lo que resulta en una sobrecarga de Ca 2+ citosélica. En respuesta
al aumento de Ca 2+ citosolico, los niveles endégenos de glutation reducido (GSH) se reducen y
las EROS pueden estar sobreacumuladas dentro de las células (Ferrero y col., 2008), Se sabe
que AB se incorpora a las mitocondrias y se encuentra en la membrana interna, lo que hace
posible una interaccién directa con los complejos de la cadena respiratoria y otras proteinas
mitocondriales (Hansson Petersen et al., 2008; Lustbader et al., 2004).

2. Agregados intracelulares llamados ovillos neurofibrilares (NFT) formados por la proteina tau
hiperfosforilada (Van Bulck y col, 2019). La proteina tau la cual da lugar a la red de microtubulos
neuronales y su actividad esta regulada por el estado de fosforilacion de tau siendo esta una
modificacion post-transcripcional que regula la afinidad de unién de tau a los microttubulos (Wang
y col., 2016; L. Neve y col., 1986), Sin embargo, en la enfermedad del Alzheimer tau esta
hiperfosforilada y pierde su capacidad para unirse a los microtubulos. El estrés oxidante inducido
por EROS esta emergiendo como un factor importante en la patogénesis de la enfermedad del
Alzheimer, ya que se cree que la sobreproduccion de EROS desempefia un papel critico en la

acumulacion y deposicion de AB (Bonda y col., 2010).
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4.4 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun del
sistema nervioso central seguida de la EA (Tysnes y col.,, 2017). En la EP, algunas células
nerviosas (neuronas) en el cerebro se descomponen o mueren progresivamente. Muchos de los
sintomas obedecen a una pérdida de las neuronas que producen dopamina, una especie de
neurotransmisor en el cerebro. Cuando los niveles de dopamina disminuyen, causa una actividad
cerebral anormal, lo que lleva a un deterioro del movimiento y otros sintomas caracteristicos de
la EP (Mayo Clinic, 2019) las caracteristicas distintivas de esta enfermedad son bradiquinesia,

rigidez muscular y temblor (Tysnes y col., 2017).

La EP se caracteriza neuropatolégicamente por la pérdida de las neuronas dopaminérgicas que
se localizan en la substancia nigra pars compacta (SNpc); estas células normalmente liberan
dopamina en sus terminales axodnicas en el cuerpo estriado y forman parte del sistema
extrapiramidal de regulaciobn motora, por lo mismo, su pérdida se traduce en los trastornos del
movimiento (Gémez-Chavarin y col., 2012); ademas se caracteriza por un agregado de proteinas
intracelulares los cuales son los Cuerpos de Lewy, los cuales se encuentran formados

principalmente por la proteina alfa-sinucleina (van Bulck y col., 2019).

4.5 Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad hereditaria de tipo autosémico dominante,
con penetracion completa y fendmeno de anticipacién. El gen responsable, localizado en el brazo
corto del cromosoma 4 (4p16.3). Tiene una amplia expresién, no so6lo en el sistema nervioso
(neuronas y glia), sino también en gran variedad de tejidos. Este gen codifica una proteina
denominada huntingtina (Htt), vital la embriogénesis del sistema nervioso (SN) pero de la que no
se conoce una funcion especifica. La mutacion radica en una expansion de repeticiones de
tripletes CAG (citosina-adenina-guanina), que codifican una region poliglutaminica (poliQ) en el
extremo N-terminal de la Htt. EI gen normal contiene entre 9 y 35 copias, mientras que en los
genes que causan la enfermedad el nUmero de repeticiones de tripletes es superior a 36-40. Se
trata de una de las al menos 10 enfermedades hereditarias autosémicas dominantes producidas

por expansion excesiva de tripletes CAG en sus respectivas proteinas. En todas ellas el Unico
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factor que comparten sus proteinas especificas es la expansion de las repeticiones de tripletes
CAG, que se traducen en una expansion poliQ. Cuanto mayor es el nUmero de repeticiones antes
se manifiesta el proceso, lleva curso clinico mas grave y las alteraciones neuropatolégicas son
mas severas. La longitud de la expansion de trinucledtidos es inestable, de forma que los
descendientes tienen diferente numero de repeticiones que los progenitores. Ademas, en cada
enfermo puede haber diferencias en la longitud de la expansion CAG segun el tejido considerado
(mosaicismo). El tamafio de las expansiones es particularmente inestable en los
espermatozoides, y probablemente la meiosis repercute en gran medida en su inestabilidad,
provocando aumento del nimero de repeticiones CAG, lo que explica que la transmision paterna
sea la que con mayor frecuencia provoca el fendmeno de la anticipacién. Dentro del propio SNC
la longitud de las expansiones es diferente segun la region considerada; asi, en estriado y corteza
cerebral las expansiones CAG son mas largas que en el cortex cerebeloso. (A. Martinez, A.
Rabano., 2002).

La enfermedad de Huntington se asocia con proteinas mal plegadas y de agregacion que
interfieren con la homeostasis de las proteinas, lo que lleva a una disfuncién celular. Las
enfermedades de poliglutamina son causadas por una expansion de tripletes CAG en el gen HTT
(Huntingtina), lo que resulta en una mutacion que conduce a una elongacién del tracto de
poliglutamina, dando como resultado un producto de proteina HTT que es susceptible de
agregacion (mHTT) (Labbadia y Morimoto., 2013). Se ha demostrado que el mHTT reduce la
expresion del coactivador-y del receptor y activado por el proliferador de peroxisomas, alterando
el nivel de enzimas antioxidantes y reduciendo la concentracion de mitocondrias del cuerpo
estriado, por lo que se ha demostrado que la mHTT desempefia un papel clave en la disfuncion
mitocondrial. Ademas, mHtt tiene efectos inhibidores directos sobre el complejo respiratorio Il
(Panov y col., 2002; Bossy-Wetzel y col., 2008). La inhibicién del transporte de electrones
mitocondrial puede dar lugar a niveles mas altos de ROS, asi como a una menor produccion de
ATP (Liny col., 2006; Bossy-Wetzel y col., 2008).

Estas EN se encuentran entre las enfermedades mas importantes relacionadas con el
envejecimiento, se caracterizan tipicamente por dafio neuronal y un deterioro progresivo de la

funcién neurolégica durante el envejecimiento. Se han revelado pocos objetivos terapéuticos
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eficaces para las EN; por tanto, es importante comprender la patogénesis de las EN. Los factores
de transcripcion Forkhead box O (FoxO) se han implicado en los mecanismos que regulan el
envejecimiento y la longevidad. Las funciones de FoxO estan reguladas por diversas
modificaciones postraduccionales como: fosforilacion, acetilacién, ubiquitinacion, metilacion y
glicosilacion. Los FoxO ejercen efectos tanto perjudiciales como protectores sobre las EN. Por lo
tanto, comprender la funcién precisa de los FoxO en las EN sera til para desarrollar estrategias

de tratamiento adecuadas (Hu, Wei, y col., 2019).

4.6 FoxO en las enfermedades neurodegenerativas

Las EN se producen como resultado de procesos neurodegenerativos, como la agregacion de
proteinas, el plegamiento anormal de proteinas y el dafio cerebral irreversible. Sobre la base de
las funciones fundamentales de los FoxO en el desarrollo y la supervivencia neuronal, se ha

establecido un fuerte vinculo entre los FoxO y las EN.

La familia FoxO incluye principalmente cuatro miembros (FoxO1, FoxO3, FoxO4 y FoxO6). En
particular, FoxO1 y FoxO3, han sido implicados en diversas enfermedades, incluidas el cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes y el envejecimiento. Los FoxO pueden actuar como
reguladores maestros del envejecimiento y la longevidad (Xin y col., 2017), Ademas, la estructura
molecular y la capacidad de unidn de los FoxO también estan reguladas por varias moléculas rio
arriba en el SNC. Los FoxO controlan aun mas los niveles de expresion de varios genes, que
posteriormente regulan numerosas vias, lo que resulta en alteraciones en la funcién neuronal y
la respuesta al estrés en el cerebro que envejece. En particular, los FoxO estan involucrados en

la patogénesis de las EN (Hu, Wei, y col., 2019).

Como familia de factores de transcripcion pleiotrépicos, los FoxO, estan implicados en la
regulacion de una amplia gama de funciones neuronales que modulan criticamente el desarrollo
neuronal y las EN, incluida la neurogénesis y la regeneracion neuronal, la apoptosis y el estrés
oxidativo (Hu, Wei, y col., 2019).
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FoxO1 se expresa en niveles elevados en el cuerpo estriado y en los subconjuntos neuronales
del hipocampo, mientras que FoxO3 se expresa mas ampliamente en todo el cerebro, incluido el

cerebelo, la corteza y todas las areas del hipocampo.

4.7 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (EROS), son compuestos que se derivan de la molécula de
oxigeno (0O2) por reduccién quimica parcial, son producidas como una consecuencia del
metabolismo aerodbico fisioldgico normal. La cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, los peroxisomas, la NADPH oxidasa y el sistema del citocromo P450 son las fuentes
mas importantes de produccion de las EROS; a niveles moderados son esenciales para la
produccion de energia, la sintesis de compuestos bioldgicamente esenciales y la fagocitosis, un
proceso critico para el sistema inmunolégico, también juegan un papel vital en la transduccion de
sefales, que es importante para la comunicacién y funcion de las células, tienen un papel
indiscutible en los procesos fisioldgicos habituales; sin embargo, al mismo tiempo, pueden ejercer

efectos toxicos cuando se encuentran en exceso (Kimy col., 2015).

4.7.1 Generacion de especies reactivas de oxigeno en el cerebro

Dado que el cerebro es uno de los 6rganos metabdlicamente mas activos en el cuerpo, es

vulnerable al estrés oxidativo, especialmente por las siguientes razones:

1. El cerebro tiene una alta demanda de oxigeno, constituye el 20% del consumo de oxigeno del

cuerpo.

2. Los metales redox-activos como el hierro o el cobre existen en abundancia en el cerebro y

estan activamente implicados en la catalisis de la formacion de EROS.

3. Los altos niveles de acidos grasos poliinsaturados se encuentran en las membranas de las

células cerebrales y reaccionan como sustratos para la peroxidacion lipidica.
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4. Hay niveles bajos de glutation (GSH) en el cerebro, que juega un papel de antioxidante
endogeno en la eliminacion de EROS. Lo cual puede inducir dafio celular, deterioro del sistema
de reparacion del ADN, y disfuncion mitocondrial, todos los cuales han sido conocidos como
factores clave en la aceleracion del proceso de envejecimiento y el desarrollo de trastornos
neurodegenerativos (Kim y col., 2015). El equilibrio intracelular entre los oxidantes y los
antioxidantes esta regulado por la produccion de radicales libres por parte de las mitocondrias
(cadena de transporte de electrones y diferentes enzimas), el reticulo endoplasmético (RE), los
peroxisomas o diferentes enzimas (por ejemplo, las NADPH oxidasas o las xantina oxidasas), y
la reduccion de estos radicales libres por diferentes mecanismos antioxidantes, como el glutation,
la superéxido dismutasa, la catalasa. No obstante, en las EN, este equilibrio se rompe y se
produce una situacion de estrés oxidativo, debido principalmente a la disfuncién mitocondrial que
se produce en esta enfermedad, lo que provoca un elevado aumento de la produccién de
radicales libres, y los mecanismos antioxidantes celulares no pueden hacerle frente. Ademas, en
el caso de la EA, existen varios mecanismos patolégicos que provocan un aumento del estrés
oxidativo, como la activacion de las oxidasas NADPH por los péptidos AR, con la consiguiente
produccion de radicales libres por parte de esta enzima (Van Bulck y col., 2019), ademas en
cerebros de pacientes con EA, se ha observado un aumento de la expresion de enzimas que
catalizan la generacién de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno, como las 6xido nitrico

sintasas y las NADPH oxidasas (Manolopoulos y col., 2010).

4.8 Sistema de defensa antioxidante

Los antioxidantes son sustancias naturales o fabricadas por el hombre que pueden prevenir o
retrasar algunos tipos de dafios a las células neutralizan los radicales libres (RL). El antioxidante
al colisionar con el RL, le cede un electrén oxidandose y transformandose en un RL débil no
toxico. No todos los antioxidantes actian de esta manera, los llamados enzimaticos catalizan o
aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con los RL. De lo dicho
anteriormente se deduce que los antioxidantes pueden ser enzimaticos o no. Estos se clasifican

en enddgenos, por ejemplo, glutation (GSH), superoxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
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glutationperoxidasa (GPX) (se encuentran en el organismo y son sintetizados por sus células) y
exdgenos, como vitamina C, vitamina E y betacarotenos (ingresan a través de la dieta)
(MedlinePlus 2021).

4.9 Tratamiento farmacoldgico de la EA

Si bien en la actualidad no hay cura para la EA, existen farmacos los cuales pueden ayudar a
controlar o retrasar la progresion de esta, sin embargo, estos farmacos generan efectos
secundarios que perjudican la calidad de vida de los pacientes (Brightfocus, 2017), estos
medicamentos comparten los siguientes efectos secundarios, dolor de cabeza, confusién,
cambios en la vision, mareos, nauseas, dificultad para caminar o pérdida de equilibrio,
convulsiones, entre otros (MedlinePlus., 2023), cabe mencionar que estos medicamentos en
particular Lecanemab solo reduce un 27% la progresion de la EA (Fundacién Pascual Maragall.,
2023).

4.10 Tratamientos farmacoldgicos para tratar las enfermedades neurodegenerativas

Si bien en la actualidad no hay cura para la EN, existen farmacos los cuales pueden ayudar a
controlar o retrasar la progresién de esta. Algunos tratamientos ayudan a controlar la agitacion,
la depresion o los sintomas psicoticos (alucinaciones o delirios) que pueden ocurrir cuando la
enfermedad progresa; sin embargo, estos farmacos generan efectos secundarios perjudican la
calidad de vida de los pacientes, tal es el caso de los medicamentos para el Alzheimer entre estos
medicamentos se encuentran los siguientes: [J Inhibidores de glutamato (Namenda®) [
Inhibidores de la degradacion de la acetilcolina (Exelon®, Aricept®) Por mencionar algunos, los
cuales comparten los siguientes efectos secundarios, nduseas, pérdida de peso, dificultad para
dormir y dolores de cabeza entre otros (Brightfocus, 2017). 2.6.1 Tratamientos farmacol6gicos
para tratar la enfermedad de Parkinson y sus desventajas Farmacos comunmente empleados

para controlar o retrasar la progresion del Parkinson y sus efectos secundarios adversos

e Manifestaciones motoras (Levodopa/Carbidopa®, Trihexifenidilo®)

e Disquinesias/Fluctuaciones (Amantadina®, Safinamida®)
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e Comparten los siguientes efectos secundarios: nauseas, deterioro cognitivo,
sequedad de boca, estrefiimiento, somnolencia y cefalea por mencionar algunos

(Martinez-Fernandez y col., 2016).

Es por ello que se sigue investigando y buscado alternativas naturales no farmacolégicas, las
cuales ayuden a retrasar la progresion de las EN, sin que desencadenen efectos secundarios

como los ya antes mencionados.

4.11 Tratamientos alternativos no farmacoldgicos paralas EN

Hasta ahora, los esfuerzos para encontrar una cura para las EN han sido deficientes, y los
medicamentos actualmente disponibles para tratar la enfermedad tienen una efectividad limitada,
especialmente si la enfermedad se encuentra en su etapa moderada o grave. Los pacientes en

la etapa grave tardia de la EN requeriran atencion integral.

20



4.12 Alimentos funcionales

Un alimento funcional es aquel que, ademas de su valor nutritivo, contiene componentes
bioldgicamente activos que aportan algun efecto afiadido y beneficioso para la salud y reducen
el riesgo de contraer ciertas enfermedades. Desde el punto de vista practico, esto quiere decir
que los alimentos funcionales pueden ser naturales, o bien aquellos a los que se ha afadido,
incrementado su contenido o eliminado algiin componente, o bien a los que se ha modificado la
naturaleza o biodisponibilidad de alguno de sus componentes. Los alimentos funcionales
presentan diversas caracteristicas estos deben presentarse en forma de alimentos de consumo
cotidiano, su consumo no debe producir efectos nocivos, ademas de disminuir y/o prevenir el

riesgo de contraer enfermedades, por mencionar algunas.

Las plantas medicinales y los remedios a base de hierbas ahora estdn ganando mas interés como
intervenciones terapéuticas complementarias y alternativas, son una fuente valiosa para
desarrollar farmacos candidatos para las EN. Diversos estudios han descrito el uso de diversas
plantas medicinales y sus principales fitoquimicos para el tratamiento de la EA (Gregory J. y col.
2021).
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Machado y col. en 2019 evaluaron el extracto hidroalcoholico de llex paraguariensis (IPHE) mejor
conocido como Yerba mate, en el modelo biolégico de Caenorhabditis elegans, en las cepas
N2WT y CL2006, donde encontraron que este extracto aumenta resistencia contra el estrés
oxidativo y promueve la proteccion contra la toxicidad inducida por el péptido beta amiloide, este
extracto lo compararon con la cafeina la cual ha sido ampliamente reportada como protectora y
estimulante del sistema nervioso central, en donde encontraron que IPHE y cafeina redujeron
eficazmente los niveles intracelulares de EROS en C. elegans en condiciones normales y de
estrés. El potencial de IPHE y cafeina para regular el estado redox de C. elegans se correlacion6
positivamente con una mayor resistencia al estrés y longevidad en los animales de tipo silvestre
(N2WT).
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Figura 2: Ay B Curvas de supervivencia de (A) Cepa N2WT tipo silvestre, (B) Cepa mutante CL2006. Los
datos se expresan como porcentaje del control. Los experimentos se realizaron cuatro veces en dias
diferentes, por triplicado. *p = 0,0352, **p = 0,0421, ***p = 0,0002, ****p < 0,0001 en comparacion con el
control respectivo no tratado y & p < 0,0140 en comparacion con el tratamiento con IPHE y cafeina

mediante la prueba de rango largo (Mantel-Cox).
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Por otro lado, Dostal y col., en 2010 realizaron un ensayo con extractos de café, empleando
cepas transgénicas del modelo biologico C. elegans, las cuales expresan el péptido AB-42. En
donde emplearon el método de prensa francesa para la extraccién del café. Los granos de café
(Starbucks House Blend, con cafeina o descafeinado) los molieron durante 3 min en un molinillo
de café estandar y después los hirvieron en una suspension de 18,4 % (p/v) en agua desionizada
durante 30 min. Los extractos los esterilizaron por filtracion pasandolos a través de una unidad
de filtro Fast PES de Nalgene, una membrana de 75 mm de diametro (tamafio de poro de 0,2

pgm), y los almacenaron a 2° C.

Seguido de este ensayo decidieron probar la concentracion de cafeina que se reporta en el café,

pero ahora de manera pura en donde encontraron lo siguiente:

2 1001 10% Café con
E 80 cafeina
(_2‘; 10% Café sin
& 601 cafeina
2
o 401 Sin tratamiento

201

0 . g . . ,

20 22 24 26 28 30
Tiempo (h)

Figura 3: La incorporacion de extracto de café con cafeina o descafeinado al 10 % en placas con medio
de agar suprime la paralisis (control frente acafé con cafeina o descafeinado, P <0,001; café

descafeinado frente a café con cafeina, P< 0,002).
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Figura 4: laincorporacién de cafeina pura en placas de medios de agar también puede retrasar la paralisis

inducida, pero este efecto es mas débil que el del café descafeinado.

Posterior a esto realizaron una cinética de paralisis en donde muestran los siguientes resultados.

Figura 5: Curvas de pardlisis de respuesta a la dosis para medios de agar que contienen 0-50% de
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80+
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extracto de café. Barras de error = SEM.

Con estos resultados se puede concluir que el café retrasa la pardlisis inducida en el nematodo

de C.elegans

Si bien ya existen ensayos reportados con extractos café y el modelo biolégico C. elegans, cabe
resaltar que en sus ensayos solo utilizan un tipo de tostado de café, asi como también un método
de extraccion en especifico, en donde no toman en cuenta el tipo de tostado del café, asi como
también la temperatura del agua para la extraccion de los compuestos bioactivos del café, cabe
sefalar que el tipo de tostado, asi como la temperatura influyen en la extraccion de estos

compuestos bioactivos.

24



4.13 El café como alimento funcional

Una alternativa natural para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas es el café,
ya que es una bebida de caracter universal que se consume en todos los paises del mundo, se
ha descubierto que estd compuesto por mas de mil sustancias quimicas entre las cuales
destacan: aminoécidos, azucares, vitaminas y minerales. Ademas, la composicion del café
también incluye acidos clorogénicos con propiedades antioxidantes y la cafeina, una xantina con
propiedades estimulantes del sistema nervioso central (Gottleland y de Pablo, 2007), estos
compuestos pueden prevenir o retrasar algunos tipos de dafios a las células neutralizan los
radicales libres causados por el metabolismo de las células y el estrés oxidativo (Mayor-Oxilia
2010).

4.13.1 Composicion quimica del café

Entre la composicién quimica del café (tabla 1), destacan los siguientes compuestos quimicos
(Puerta., 2011); Numero de compuestos quimicos identificados en el café (tabla 2) (Gotteland y
Saturnino, 2007)

i Tipo de café
Compuestos quimicos
Tostado Verde
Minerales 4.5 4.2
Compuestos aromaticos 0.1 0
Melanoidinas 0 25.4
Acidos clorogénico y quinico 3.3 6.9
Acidos alifaticos 1.6 1.3
Trigonelina o derivados 1 1
Cafeina 1.3 1.2
Lipidos 17 16.2
Aminoacidos 0 0.5
Proteinas 7.5 9.8
Otros azlcares 0 1
AzUcares reductores 0.3 0.1
Sacarosa 0 8
Polisacaridos 38 49.8
% en base seca

Tabla 1: Composicion quimica de granos de café almendra y tostado de variedades Arabica
(Puerta, 2011).
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Compuestos quimicos identificados Tipo de café
Tostado Verde
Furanos 139 21
Pirazinas 95 23
Cetonas 85 25
Pirroles 79 3
Fenoles 74 22
Hidrocarburos 61 41
Acidos y anhidridos 55 27
Aldehidos 37 34
Esteres 33 34
Alcoholes 33 38
Tiofenos 29 0
Tiazoles 26 0
Oxazoles 25 0
Otros compuestos de S 24 5
Piridinas 23 10
Otros compuestos de N 22 10
Lactonas 8 7
Piranos 2 0

Tabla 2: nimero de compuestos quimicos identificados en el café.

4.13.2 Contenido de acidos clorogénicos en el café

El café contiene una serie de ésteres fendlicos caracteristicos denominados acidos clorogénicos
(AC), el contenido de AC, es del 7% en el café verde y se descomponen parcialmente (30 a 70%)
durante el tostado, alcanzan niveles del orden de 4%. Estos compuestos presentan una
importante actividad antioxidante. La capacidad antiradical hidroxilo (OH) del café verde y tostado
depende del acido 5-O-cafeoilquinico. Se ha descrito el uso de mezclas de &cido cafeico con
acidos clorogénicos como alternativa al uso de antioxidantes sintéticos. La actividad antioxidante
del café no se debe so6lo a los compuestos polifendlicos, sino que también a la presencia de
cafeina y compuestos derivados del tostado. La cafeina tiene la capacidad de inhibir la
lipoperoxidacién inducida por radicales hidroxilos (OH), peréxidos (ROO) y oxigeno singlete,
convirtiéndola en un potente antioxidante con capacidad similar a glutation y superior al acido
ascorbico (Gottleland y de Pablo, 2007).
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4.13.3 Contenido de cafeina en el café

El café es el producto que contiene la cantidad mas alta y variable de cafeina en la dieta (0.8-
1.8%). La dosis de cafeina del café depende de las diferencias genéticas de los granos, asi como
del tiempo y la forma de preparacion (ver tabla 4), oscilan entre 30 y 175 mg por 150 ml. El café

descafeinado contiene entre 2 y 8 mg por 150 ml (Pardo y col., 2007).

La dieta juega un papel importante en la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidante, fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos de origen vegetal, lo
que esta llevando a las industrias alimentarias a disefiar alimentos funcionales que supongan un

aporte extra de antioxidantes naturales (Garcia., 2005).

Para el estudio de la actividad antioxidante de extractos vegetales y su efecto protector ante un
estrés oxidante se han utilizado diversos organismos, tales como, la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (Bauer y col., 2004), el nematodo Caenorhabditis elegans (Cheng y col., 2014) y
ratas (Pefia-Montes., 2019).

4.14 Actividad farmacoldgica de las xantinas

Estructuralmente, las xantinas son derivados purinérgicos formados por los heterociclos
pirimidina e imidazol condensados, dando lugar a las metilxantinas cafeina (1,3,7 trimetilxantina),
teofilina (1,3 dimetilxantina) y teobromina (3,7 dimetilxantina) (figura 2). Las sales que forman
estos compuestos son facilmente solubles (Moratallaa, 2008), se relacionan farmacol6gicamente
con los psicoestimulantes (Pardo y col., 2007), en dosis moderadas producen una mejora del
rendimiento mental y fisico y reducen el cansancio y el suefio. Dosis altas pueden producir
ansiedad y disforia, asi como trastornos del suefio. Incluso con dosis bajas la cafeina puede
actuar como estimulo discriminativo. Fisiolégicamente, la cafeina aumenta la presion arterial, la
frecuencia respiratoria y la diuresis (Moratallaa, 2008); Sin embargo, como se menciono
anteriormente la cafeina ha demostrado tener efectos neuroprotectores, esto se puede deber a
gue este alcaloide actia como estimulante del sistema nervioso central (SNC) producen un
incremento en el rendimiento intelectual objetivo y subjetivo, aumentan la capacidad de
concentracion y de atencion. Incrementa la interaccion social y produce sensacion de bienestar,

sin tener consecuencias depresivas una vez pasado el efecto la misma (Moratallaa, 2008).

27



O /CHS ,
HSC ~ N HSC N N
N > N >
OJ\N N Oi\N N
|
CH

3 CHS
Cafeina Teofilina
0 CH,
/
H AN /jj:N
| >
OJ\N N
l
CH3
Teobromina

Figura 6: estructura quimica de las metilxantinas

4.15 Caenorhabditis elegans como modelo biolégico en el estudio de EN

El nematodo C. elegans ha demostrado ser un modelo de estudio adecuado, en el estudio de
varios procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo, el envejecimiento y una serie de condiciones
patologicas (Brenner, 1974; Kenyony col., 1993; Rodriguez y col. 2013., Felix y Barkoulas, 2012;
Antoshechkin y Sternberg, 2007). C. elegans ofrece varias ventajas experimentales incluyendo
el bajo costo, el mantenimiento directo, la capacidad de escala y su transparencia, que permite
la microscopia. Ademas, tienen un ciclo de vida corto (+ 25 dias a 20 ° C) (Figura 7) que es una
ventaja clave en los estudios de envejecimiento. Ademas, se pueden distinguir muchos tipos de
células diferentes en C. elegans, incluyendo neuronas, células musculares, intestino y células

excretoras (Antoshechkin y Sternberg, 2007) que han sido bien caracterizadas.
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Otra caracteristica ventajosa de este organismo es la disponibilidad de un mapa genético

detallado y su genoma completamente secuenciado (C. elegans Sequencing Consortium, 1998).

Debido a su corta vida util y la posibilidad de manipulacion genética, los modelos de C. elegans
que imitan la enfermedad humana se han utilizado ampliamente para estudiar el mecanismo de
la enfermedad y para detectar posibles farmacos. Dado que los nutracéuticos con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobiano, a menudo tienen el potencial de retrasar la
aparicion de la EN, nos preguntamos si los compuestos bioactivos del café podria retrasar el
comportamiento patologico inducido en C. elegans (Markaki y Tavernarakis, 2010).
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Figura 7: Ciclo de vida de C. elegans a 25° C.

4.16 La glucosa como agente oxidante para inducir la produccion de EROS en C. elegans

Se sabe que las dietas con alto contenido de glucosa generan especies reactivas de oxigeno
(EROS), que incluyen especies de oxigeno radicales y no radicales como el radical hidroxilo (HO)
anion superoxido (O2-) y peréxido de hidrogeno (H202), que puede dafar los lipidos, proteinas y

acidos nucleicos y podria conducir a la muerte celular (Ray y col., 2012).
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En este contexto, se ha sugerido que el estrés oxidante es un factor relacionado con el desarrollo
de diversas enfermedades, como la obesidad y la diabetes (Bonomini y col., 2015; Yu y col.,
2016), esto se debe que al tratar de metabolizar la glucosa que entra a la célula, esta pasa por
los procesos de glucolisis y ciclo de Krebs hasta llegar a la cadena respiratoria en la mitocondria
donde se genera la mayor cantidad de radicales libres (Huo y col.,, 2016). Ademas,
Caenorhabditis elegans se ha utilizado en estudios de toxicidad inducida por glucosa (Mondoux
y col., 2011; Choi y col., 2011; Schlotterer y col., 2009), estos informes han documentado que
concentraciones altas de glucosa afecta el crecimiento, la fertilidad, el envejecimiento y la

esperanza de vida.

Es importante mencionar que debido al incremento de la entrada de glucosa, la célula tiene ahora
una presiéon metabdlica inducida por alta concentracién de sustrato para alimentar en exceso a
la cadena respiratoria pero sin un incremento correspondiente y proporcional en la necesidad de
ATP en la célula, lo que hace que el potencial protonmotriz se acumule en exceso y la cadena
respiratoria pueda generar mas O2— que en condiciones de 6ptimo acople entre la formacion de
ATP y la funcién de la cadena respiratoria (Calderén y col., 2003).

No obstante, estos estudios se han realizado bajo una amplia gama de condiciones
experimentales, es decir, diferentes concentraciones de glucosa utilizadas, diversos regimenes
de administracion y tiempos de exposicion variados, lo que hace dificil comparar los resultados

obtenidos.

4.17 Estrategias de defensa frente al estrés oxidativo en C. elegans

Como se ha mencionado, las especies reactivas del oxigeno estan implicadas en el dafio celular.
Sin embargo, existen dos grupos principales de antioxidantes para contrarrestar las EROS, se
reconocen, a saber, los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes
enzimaticos incluyen enzimas de fase 2, como la glutation S-transferasa (GST) y uridina 50-
difosfo-glucuronil transferasa (UGT) (Becker y col., 2004; Ratman y col., 2006; Dinkova y col.,

2008; Lasseny col., 2008). Los antioxidantes no enzimaticos se pueden dividir en dos categorias:
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los antioxidantes exdgenos y los enddgenos. Los antioxidantes exdgenos son solubles en agua
(por ejemplo, acido ascorbico (vitamina C) y compuestos polifendlicos) o solubles en lipidos (por
ejemplo, tocoferoles (vitamina E) Yy carotenoides), productos naturales que estan
abundantemente presentes en hierbas, especias, frutas y vegetales (Ndhlala y col., 26 2010;
Crozier y col., 2010; Smirnorff y col.,, 2010), mientras que los antioxidantes enddgenos se
producen en nuestro cuerpo y consisten en, por ejemplo, glutation, coenzima Q (ubiquinol), acido
a-lipoico, &cido urico, ferritina y tioredoxina (Dinkova y col., 2008; Meister y col., 1988). Al igual
que los mamiferos, el nematodo C. elegans tiene sistemas de defensa contra el estrés bien
definidos para la proteccion de compuestos toxicos (Van Raamsdonk y Hekimi, 2010). Estas vias
de sefalizacion, y sus modos de regulacion, se encuentran de manera conservada, a lo largo de
la evolucion, al igual que con sus homadlogos de mamiferos (Tissenbaum, 2015). Por lo tanto, C.
elegans ofrece un modelo adecuado para analizar la red reguladora de genes involucrada en la

expresion de genes de respuesta al estrés.

En los ultimos afos, se ha prestado mayor atencion a los factores de transcripcion altamente
conservados DAF-16 / FOXO y SKN-1 / Nrf2 debido a sus papeles asociados en respuesta al
estrés oxidativo y la extension de la vida util en C. elegans (Kenyon y col., 1993; Murphy y col.,
2003; An y Blackwell 2003; Blackwell y col., 2015). Estos factores regulan la transcripcion de
genes de desintoxicacion esenciales como sod-3 y gst-4, los cuales codifican para la proteina
antioxidantes, superoxido dismutasa, extracelular y para la enzima glutation transferasa y por lo
tanto promueven resistencia al estrés oxidativo (Oliveira y col., 2009, Wang y col., 2010; Shore y
Ruvkun, 2013).

4.17.1 Moléculas de bajo peso molecular

Sistema glutation

El glutatibn es un importante antioxidante tripéptido no proteinico constituido por tres
aminodcidos: glutamato, cisteina y glicina, y su concentracién intracelular es un indicador de
estrés oxidativo. Dentro de las células, el glutation existe en dos formas diferentes: la forma de
sulfhidrilo reducido (GSH) y el disulfuro de glutation (GSSG), forma oxidada. Las especies

reactivas de oxigeno son neutralizadas por GSH a través de una cascada concertada de
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desintoxicacion, estos mecanismos involucran glutation peroxidasas (GPx), glutation S-
transferasas (GST) y glutation reductasa (GR) (Halliwell, 1996; Rossi y col., 2002). El glutation
es fundamental en procesos de destoxificacion celular y la relacidbn entre glutation

reducido/oxidado (GSH/GSSG) contribuye al estatus redox de la célula.
Glutation peroxidasa (Gpx)

Se encuentra localizada en el citosol y la mitocondria. Su importancia reside en que es
considerada como el principal sistema antioxidante en niveles bajos de estrés oxidativo (Benner
y col.,, 2011). El término glutation peroxidasa (GPx) se asocia a una familia de mdultiples
isoenzimas (GPx1-8) que cataliza la reduccion de H202 a agua utilizan glutation como donador
de electrones (Margis y col., 2008; Sena y Chandel, 2012). En C. elegans, de la misma forma
gue en humanos, existen diversos genes que codifican para GPx (gpx 1-8) (Sakamoto y col.,
2014).

Proteinas y enzimas antioxidantes

Esta claro que un exceso de ROS contribuye a producir dafios a diferentes niveles, por lo que el
organismo cuenta con mecanismos de defensa antioxidante enddgenos, principalmente

proteinas y enzimas, para eliminar el exceso de EROS producidas (Duragkova, 2014).
Superéxido dismutasa (SOD)

La cadena transportadora de electrones favorece la produccion principalmente de radical
superoéxido. La SOD cataliza la dismutacion del radical superéxido a H202 que posteriormente
puede ser transformado a agua por la accion de otras enzimas como catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx) y/o peroxirredoxinas (Prxs) (Fridovich, 1995). En C. elegans, cinco genes
codifican a la Superoxido dismutasa: sod-1 a sod-5. SOD-1, SOD-4 y SOD-5 son SOD las cuales
realizan unién al i6n Cobre y Zinc (Cu / Zn), mientras que SOD-2 y SOD-3 son SOD que realizan
actividad de union al ibn de Manganeso (Mn) (Jensen y Culotta, 2005; Yang y col., 2007; Doonan
y col., 2008). SOD-1 en si mismo contribuye con casi el 80% de la expresion total de ARNm de
sod, asi como con el 80% de la actividad total de SOD en C. elegans (Doonan y col., 2008). El

hecho de que el control de los niveles de superdxido y perdxido se distribuye en cinco SODs
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diferentes con diferentes propiedades, distribuciones subcelulares y 28 posiblemente
distribuciones tisulares hace que C. elegans sea un modelo particularmente bueno para explorar

la variedad de roles bioldgicos de las SODs.
Catalasa (CAT)

El peroxido de hidrogeno se forma por la dismutacion del radical superéxido y también en la
reaccion de algunas oxidasas. La catalasa cataliza la dismutacion de peréxido de hidrogeno
(H2032) en agua y oxigeno. La mayoria de estas enzimas son homotetrameros con un grupo hemo
en cada subunidad. El genoma de C. elegans contiene una disposicion en tAndem de tres genes
que codifican para la catalasa (ctl-1, ctl-2, y ctl-3). CTL-2 es una catalasa peroxisomal, y es
responsable de ~80% de la actividad total de la catalasa. También tiene un pH éptimo mas bajo
para la actividad y mayor actividad peroxidasa que las catalasas peroxisomales de mamifero.

Gran parte de las secuencias de genes ctl-1 y ctl-3 son 100% idénticos.

4.17.2 Factores de transcripcién implicados en estrés oxidante
Ruta de lainsulina y factor IGF-1

Se ha demostrado que la via de sefializacion de insulina / IGF-1 regula la vida util de muchos
organismos (Barbieri y col, 2003; Katic y Kahn, 2005; Kenyon, 2005). En C. elegans, en esta via
de sefializacion, los péptidos similares a la insulina se unen a su receptor (DAF-2/IGF-1), reclutan
un sustrato receptor de insulina. Esto activa el fosfatidil inositol-3-OH quinasa AGE-1 / PI3K,
aumentan el nivel de fosfatidil inositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), que a su vez activa una cascada
de quinasa, formada por 3-fosfoinositido dependiente de la proteina quinasa 1 (PDK-1), proteina
quinasa B (AKT-1/-2) y quinasa-1 inducible por suero y glucocorticoides (SGK-1). Esta cascada
inactiva por fosforilacion el factor de transcripcion DAF-16 / FOXO, lo que resulta en la
translocacion de DAF-16 / FOXO desde el nucleo al citosol. La proteina quinasa activada por
AMP (AMPK / AAK-2) (figura 8) también es capaz de fosforilar DAF-16 / FOXO (Altintas y col.,
2016).
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En condiciones normales, la reduccion de la actividad de esta via, por ejemplo, mediante la
mutacion del gen del receptor de insulina / IGF-1 (daf-2, en C. elegans) (Kimura y col., 29 1997),
disminuye el proceso de envejecimiento y duplica la esperanza de vida (Kenyon y col., 1993).
Este periodo de vida prolongado requiere la actividad del factor de transcripcion FOXO/ DAF-16
y el factor de transcripcion de choque térmico HSF-1 (Henderson y Johnson, 2001; Hsu y col.,
2003; Ogg y col., 1997). Ademas, DAF-16 y HSF-1 contribuyen a la longevidad de los nematodos
WT cultivados con bacterias en condiciones estandar de laboratorio, ya que al reducir la actividad
de los genes daf-16 o hsf-1 acelera la tasa de envejecimiento del tejido y acorta la vida util
(Garigan y col., 2002; Herndon y col., 2002; Kenyon y col., 1993; Lin y col., 2001).

Adachi y col., 1998 demostraron que los nhematodos con una mutacion en el gen age-1 tenian
una menor concentracién de proteinas carboniladas y que los niveles de éstas no aumentaban
con la edad, en comparacion con lo que ocurria en la cepa silvestre. Los mutantes age-1 no solo
eran resistentes a estrés oxidante inducido quimicamente, sino también a otras formas de estrés,
como estrés térmico (Manzanero-Rodriguez y col., 2018), radiacion UV (Murakami y Johnson,
1996) y exposicién a metales pesados (Barsyte y col., 2001), lo que también contribuiria a una

mayor longevidad.

Si bien, no hay estudios que demuestren la participacién de los compuestos fendlicos del extracto
de Coffea arabica en esta via de sefializacion, las investigaciones solamente se han enfocado en
estudiar compuestos de manera individual, como los &cidos clorogénicos, los cuales actiian como

antioxidantes indirectos.

Pietsch y colaboradores en el 2009, demostraron que el aumento en la esperanza de vida por
una exposicion con quercetina es independiente del factor transcripcional DAF-16/FOXO en C.
elegans, pero si es dependiente del receptor daf-2 y de age-1, contrario al efecto que se habia
reportado previamente, en donde la quercetina aumento la vida util mediado por la accion DAF-
16 (Henderson y Johnson,2001; Murphy et al., 2003).
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En este mismo contexto, Blchter y col., 2013 informaron que para la mejora de la vida util en C.
elegans, la miricetina requiere la presencia de DAF-16, ya que se observo una mayor traslocacion

de DAF-16 al nucleo, sobreexpresando la Superoxido dismutasa mitocondrial (sod-3).

En C. elegans DAF-16 es el ortélogo a FOXO en mamiferos y se activa en respuesta a altos
niveles de estrés oxidante, controla la transcripcion de varios genes antioxidantes y chaperones
que retrasan el envejecimiento (Mukhopadhyay y col., 2006), donde activan un conjunto de genes
que median el estrés oxidante, DAF-2 es ortélogo al receptor del factor de crecimiento tipo
insulina 1 (IGF-1) y AGE-1 es un ortdlogo de la PIK3 humana (fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-
quinasa) (Guzman-A.,2019).
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Figura 8: Via de sefalizacion de la insulina en C. elegans. Esquema simplificado de la IIS-IGF-
1. (Kochy col., 2014
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V. Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas aun no tienen cura, se ha demostrado que el café
contiene una gran cantidad de sustancias bioactivas como los acidos clorogénicos y las xantinas,
por mencionar algunos, los cuales ejercen actividad antioxidante inhibiendo o retardando el
proceso de oxidacion de las biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN, lo cual genera dafio a
las células nerviosas, ademas se ha demostrado que una ingesta moderada de café reduce la
agregacion de la proteinas especificas de las EN en el cerebro, el cual es una caracteristica
patologica de las mismas. Por otro lado, se han desarrollado nuevas estrategias para estudiar la
conducta y aprendizaje en el nematodo de C. elegans, por lo cual al conjuntar estas técnicas
bioquimicas-moleculares y conductuales nos permitiran elucidar de una mejor forma el papel de

los compuestos bioactivos del café en la prevencion de las EN.
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VI. Hipotesis
El café tostado oscuro por infusién previene la neurodegeneracion en modelos de C. elegans

VII. Objetivos
7.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de la infusion del café tostado oscuro en la prevencion de las EN en

Caenorhabditis elegans

7.2 Objetivos particulares
1.-Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de las infusiones de café en Caenorhabditis elegans
2.- Evaluar el efecto de la infusion de café oscuro en la memoria y aprendizaje de C. elegans

3.- Determinar el indice de memoria y aprendizaje en modelos de hiperglucemia deC. elegans
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VIII. Materiales y Métodos

8.1 Material bioldgico.

Se utilizaron granos de café (Coffea arabica) de distinto tipo de tostado, entre los cuales se
encuentran: Veracruz tueste claro®, Chiapas tueste oscuro®, descafeinado tueste medio® los
cuales se adquirieron en la tienda llamada café europa en Morelia Michoacdn y se comparo su

efecto contra un café soluble industrial, nescafé® y café nescafé descafeinado®.

Las cepas de Caenorhabditis elegans fueron adquiridas en el Centro de Genética Caenorhabditis
(CGC) de la Universidad de Minnesota, St. Paul.

e N2 Silvestre Bristol
Cepas mutantes

e CF1038 daf-16 (mu86),

e MQ1766 sod-2 (0k1030) I; sod-5 (tm1146) sod-1 (tm783) Il; sod-4
(gk101) lll; sod-3 (tm760) X,

e TJ401 age-1 (hx546),

Para el mantenimiento de las cepas, los nematodos se cultivaron en placas NGM sembradas con
Escherichia coli OP50, e incubadas a 12°C. En los ensayos, los nematodos se cultivaron en
placas NGM sembradas con E.coli OP50 incubando a 18°C, excepto la cepa TJ401 age-1 (hx546)
que fue incubada a 15°C. Los nematodos se sincronizaron con una solucién de hipoclorito de
sodio (Modificado de Shapira y col., 2008), una condicién en la que solo los huevos pueden
sobrevivir, los cuales se lavaron con una solucion buffer M9 (NaCl, KH2POa4, Na2HPO4, MgSOa4
1M). Después de la sincronizacion, los nematodos se sembraron en una placa NGM (condicién
control), en placas suplementadas con glucosa, infusion de café o una mezcla de glucosa e
infusion de café y se alimentaron con E. coli OP50 hasta que alcanzaron la etapa larvaria L4. Se
afiadi6 glucosa a la mezcla de agar y sales del medio NGM para obtener una concentraciéon de

60 mM y 80 mM y una concentracion de compuestos fendlicos de 30 ug/mL,
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8.2 Preparacion de las infusiones de café

La extraccion de los compuestos del café se realizé por el método convencional de infusién, se
pesaron 3 g de café y se adicionaron 30 mL de agua a una temperatura de 92 °C y se dejaron en
extraccion durante 30 minutos, posteriormente se filtraron con un papel filtro whatman (no 10). El

extracto recuperado fue almacenado a 4°C en viales color ambar hasta su uso.

8.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos

La cuantificacion de compuestos fendlicos se determiné por el método de Folin-Ciocalteu (Wan
y col., 2011) para placa de 96 pozos. Las muestras se incubaron durante 4 minutos en oscuridad
a temperatura ambiente, posteriormente se tomaron 2 uL de la muestra y 50 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteu 0.2 N, se afiadieron 40 uL de carbonato de sodio (Na2COs, 7.5 %) y agua
destilada hasta tener un volumen final de 250 uL en cada pozo de la placa. Se incubaron durante
90 minutos en oscuridad y se leyeron en un lector de microplacas UV-Vis (EPOCH, BioTek, EE.
UU) a 760 nm. El contenido de fenoles totales se calculé mediante una curva estandar de acido

3,4,5- trihidroxibenzoico (acido galico).

8.4 Cuantificacion de cafeina

La cuantificacion de cafeina se realiz6 por medio de cromatografia liquida (HPLC). La muestra
(infusion) se prepard de acuerdo al apartado 6.2. y el contenido de cafeina en ésta se calculd
mediante una curva de cafeina pura. Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes,
columna C18 150 x 4.6 mm, temperatura de la columna: 30°C, flujo 0.8 mL/min, absorbancia 272-
275 nm, inyeccion 20 pL, tiempo de corrida 25 min, fase movil 0.1% acido fosférico/ acetonitrilo
(80/20) elucion isocratica (Virgen-Ortiz., 2020).
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8.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro

Para determinar la potencia antioxidante las muestras se normalizaron a una concentracion de
10 pg/mL de fenoles totales para cada una de las pruebas. La actividad antioxidante se expreso
en UM de equivalentes de TROLOX/mL (uM de TROLOX/mL). Se adaptaron los métodos para
microplacas de 96 pozos, y la actividad antioxidante se calcul6 mediante una curva estandar de
Trolox (Guzméan-Hernandez., 2019).

8.5.1 Método DPPH-

Para la determinacién de la capacidad antioxidante se utiliz6 un método colorimétrico que se
basa en la reduccion del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), cambia su color de purpura a amarillo
en presencia de antioxidantes, y se usa ampliamente como un estudio preliminar (Moon y
Shibamoto, 2009). EI DPPH 10 mM se disolvié en metanol 80 % hasta una concentracion final de
0.1 mM. Después, se afiadio 10 uL de la muestra normalizada y se adicionaron 140 uL del radical
DPPH-, se incub6 durante 2 minutos en oscuridad, a temperatura ambiente, y se leyeron en un
espectrofotometro de microplacas (EPOCH, BioTek, EE. UU) a 517 nm, de acuerdo a Brand y
col. (1995).

8.5.2 Método ABTS+

Este método es un ensayo colorimétrico en el que el radical ABTS+ (2,2’-azinobis (a4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) se decolora en presencia de antioxidantes (Moon y Shibamoto,
2009). Inicialmente, se realiz6 una dilucion del radical catibnico ABTS+ 14 mM (Roche) con
persulfato de potasio 2.6 mM, en partes iguales y se llevd a agitacion durante 90 minutos a
temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se midio la absorbancia a 739 nm y se ajusto con
metanol hasta una absorbancia final de 0.8. Posteriormente, se afiadio el extracto normalizado y
la solucion preparada previamente en una microplaca, se incub6 durante 1 minuto a temperatura
ambiente en oscuridad y se leyé la absorbancia a 739 nm en un lector de microplacas (EPOCH,
BioTek, EE. UU), de acuerdo a Re y col. (1999).
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8.5.3 Método FRAP

Este es un ensayo colorimétrico que mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el
complejo Fe (lll)- Tripiridiltriazina férrica a su forma ferrosa, cambiando asi su absorbancia, el
ensayo se realizo de acuerdo a Benzie y Strain (1996). Se prepard una solucion de acetato de
sodio (C2HsNaO2) 300 mM, Cloruro de hierro (FeCls) 20 mM, y 2,4,6-Tri(2-pyridil)-s-triazina
(TPTZ) (Sigma) 10 mM en una proporcién de 10:1:1, se calent6 a 37 °C en oscuridad durante 10
minutos. Después, se anadid en cada pozo de la placa 10 yL de muestra normalizada y 190 pL
de la solucion preparada anteriormente, se incubd durante 20 minutos en oscuridad y la
absorbancia se midié a una longitud de onda de 593 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis para
microplacas (EPOCH, BioTek, EE. UU).

8.6 Sincronizacion de Caenorhabditis elegans

La sincronizacion de C. elegans es necesaria para eliminar la variacion en los resultados debido
a las diferencias de edad y se realiz6 de acuerdo con Shapira y col. (2008) con ligeras
modificaciones. Los nematodos se incubaron durante 5 dias a 25°C, para tener una poblacién
adulta con alta cantidad de huevos. Después se lavaron tres veces con buffer M9 y se afiadi6
una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 10 N, se agitd vigorosamente durante 4 minutos y se
centrifugd a 1000 rpm durante 1 minuto y se lavaron tres veces con buffer M9. Posteriormente,
se agregé Fluorodeoxiuridina (FUdR) a una concentracion de 0.6 mM para inhibir su
reproduccion. Finalmente, se dejaron incubar los huevos durante toda la noche a temperatura
ambiente con agitacion, una vez eclosionados, los nematodos se pasaron a placas nuevas de

NGM con alimento.

8.7 Ensayo de resistencia a estrés oxidante en C. elegans

Se utilizé glucosa como un agente para inducir estrés oxidante en los nematodos, dado que ha
sido reportado que altas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo inducen la generacion

de especies reactivas de oxigenos en los nematodos provocado por el alto flujo de electrones en
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la mitocondria derivado de la oxidacion catabolica de la glucosa. Los nematodos L1 sincronizados
se convirtieron en adultos jovenes en NGM, luego se transfirieron 20 nematodos en diferentes
medios suplementados con glucosa (0, 60mM y 80 mM), 30 pg/mL de fenoles totales y la mezcla
que contenia glucosa y fenoles, ambos con las mismas concentraciones dichas anteriormente.
El porcentaje de sobrevivencia de poblacién de los nematodos fue evaluado a los 5y 10 dias en
donde se estuvieron tomando fotografias para medir a los nematodos por medio del software

imageJ.

8.8 Ensayo de quimiotaxis
8.8.1 Ensayo de dosis efectiva 50 DE50

La dosis efectiva 50 se determino adicionando distintas concentraciones de alcohol isoamilico el
cual funcionard como un atrayente en los ensayos de quimiotaxis, se probaran concentraciones
de 1M hasta 1 pico molar, en donde se elegira la concentracién a la cual la mitad de la poblacion
responda al estimulo de atraccion, (quimiotaxis) posterior a esto se estaran realizando los

ensayos de quimiotaxis con esta concentracion.

Se sincronizaran los nematodos de las cepas: N2WT, CF1038, TJ401 y MQ1766 de acuerdo a
(Shapira y col. 2008) con ligeras modificaciones y se incubaran en cajas de medio NGM,
suplementadas con E. coli OP50 a 18°C durante 72h hasta que alcancen la etapa larvaria L4,
posteriormente se pasaran 50 nematodos a placas de medio NGM, suplementadas con E. coli
OP50 e infusiones de café, previamente normalizadas a 10 ug/mL y posteriormente se le
agregaran 10uL de odorante (alcohol isoamilico) en la tapa para generar un estimulo de
asociacion de alimento con olor del odorante se dejaran los nematodos 90 minutos en presencia
del odorante en la tapa, posterior a esto se van a transferir los gusanos a una placa de NGM, sin
alimento y sin odorante durante 90 minutos, pasado este tiempo, se transferiran los nematodos
a un tuvo conico con 500 pL de medio liquido M9 en donde se llevaran a la centrifuga durante 5s

a 100 rpm dos veces, para después llevar a la placa de prueba de quimiotaxis, en donde se
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colocaran 10 pL de odorante (alcohol isoamilico) a la mancha “atrayente”. En el lado opuesto del
punto atrayente, se afiadira 10 pL de odorante de control (100% de etanol) de inmediato, se
agregaran los nematodos (aproximadamente 50) al centro de la placa. Finalmente, se incubaran
las placas de ensayo a 18°C durante 90 min y posteriormente se contara el niUmero de nematodos

en cada cuadrante y se calculara mediante la siguiente ecuacion.
IQ=(A-B) / (A+B)

Ecuacion para la determinacion del indice de quimiotaxis, en donde: 1Q= indice de quimiotaxis,
A= atrayente, B= repelente

8.9 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de Student. Todos los calculos se
realizaron utilizando Microsoft Office Excel 2019 version 16.2. Los experimentos se realizaron por
triplicado y los ensayos de esperanza de vida por sextuplicado. Los valores de p inferiores a 0,05
se consideraron estadisticamente significativos. Los datos experimentales se muestran como el
promedio + s.d. de al menos tres experimentos independientes. Los analisis se realizaron

utilizando el software GraphPad Prism 7.0.

IX. Resultados
9.1 Contenido de compuestos fendlicos totales en el café

En la presente propuesta de investigacion se plantea que el café oscuro tiene una mejor
capacidad de neuroproteccion en comparacion a otras presentaciones de café, debido
principalmente al mayor contenido de fenoles y cafeina, por lo que en primer lugar se determiné
el contenido de estos metabolitos, contrastado diferentes presentaciones de café gourmet e
industrial. Se observé que las infusiones de café gourmet tostado claro y oscuro, poseen la mayor
cantidad de fenoles totales en comparacion al resto de las presentaciones evaluadas, con un

promedio de 38 mg EAG/g. En segundo lugar, se registro el café industrial clasico con un
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contenido de fenoles totales de 28 mg EAG/g, siendo este valor, estadisticamente diferente al
valor registrado en los cafés gourmet. Interesantemente, se observd que la descafeinizacion
redujo el contenido de fenoles totales tanto en el café gourmet como en el industrial, registrdndose
un valor promedio de 9 mg EAG/g, mostrando una diferencia significativa (figura 9).
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Figura 9: Contenido de fenoles totales en infusiones de diferentes presentaciones de café. (n=3;
Tukey; a=0.05, * desviacion estandar), CCI: Café tostado claro, COIl: Café tostado oscuro, CDI:

Café tostado oscuro sin cafeina, NCI: Café claro industrial, NCDI: Café claro industrial sin cafeina.
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9.2 Contenido de cafeina de las infusiones de café

Se determind el contenido de cafeina en las diferentes infusiones, como se puede observar en la
Figura 10, el mayor contenido de cafeina se registr6 en el café industrial clasico con 112 [g/mL;
en segundo lugar se registraron los cafés gourmet tostado claro y oscuro, con un contenido de
85 pug/mL de cafeina en promedio entre los dos. Como era de esperar los cafés descafeinados,

gourmet e industrial, mostraron niveles trazas de cafeina, con un promedio de 2.7 pug/mL.

[N
a1
¢

100+

a
2

Contenido de Cafeina en ug/mL

o

Figura 10: determinacion del contenido de cafeina por HPLC, las barras de error representan la
desviacion estandar, Tukey, letras diferentes denotan diferencia significativa. El experimento se realizd

por triplicado, CCI: Café tostado claro, COIl: Café tostado oscuro, CDI: Café tostado oscuro sin cafeina,

NCI: Café claro industrial, NCDI: Café claro industrial sin cafeina.
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Una vez determinado el contenido de estos principales tipos de metabolitos, el siguiente paso fue
evaluar el potencial antioxidante in vitro, para lo cual, como se describié en la metodologia, los
extractos fueron normalizados a una concentracién de 10 uyg/mL , con la finalidad de evaluar las
posibles diferencias en capacidad antioxidante, lo cual deberé& ser un reflejo de las diferencias en
el perfil de metabolitos entre las muestras, no un de la concentracion total de fenoles en las

infusiones.

9.3 Actividad antioxidante in vitro
Determinacion de la actividad antioxidante in vitro mediante la prueba de DPPH-

La capacidad de eliminacion del radical DPPH- por las infusiones de café gourmet e industrial se
presentan en la figura 11. El café industrial con cafeina mostré la mayor capacidad para la
eliminacion de este radical con 213 yM TROLOX/mL, siendo estadisticamente superior al resto
de las infusiones. El café industrial descafeinado registro el segundo mayor valor, con una
actividad equivalente a 183 pM TROLOX/mL; las infusiones de los cafés gourmet claro y
descafeinado, presentaron la misma actividad, estadisticamente hablando, con un promedio de
154 yM TROLOX/mL. El café oscuro, presenté la menor actividad antioxidante, con un valor de
137 yM TROLOX/mL.
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Figura 11: Actividad antioxidante in vitro mediante la prueba de DPPH-: Tukey; a=0.05 letras
diferentes denotan diferencia significativa; las barras de error representan la desviacién estandar
(SD), el experimento se realizé por triplicado. CCI: Café tostado claro, COI: Café tostado oscuro,
CDI: Café tostado oscuro sin cafeina, NCI: Café claro industrial, NCDI: Café claro industrial sin

cafeina.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro mediante la prueba de ABTS+

La capacidad de eliminacion del radical libre ABTS- por las infusiones de café gourmet e industrial
se presentan en la figura 12. El café soluble descafeinado industrial fue el que presenté una
mayor capacidad de eliminacion de este radical con 161 pyM TROLOX/mL, siendo
estadisticamente superior al resto de las infusiones. La infusion del café gourmet tostado claro
registré la segunda mayor actividad con un valor de 120 yM TROLOX/mL. Las tres infusiones
restantes, café oscuro, y los dos descafeinados, presentaron un valor estadisticamente similar

entre ellos, con un promedio de 70 yM TROLOX/mL, .
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Figura 12: Actividad antioxidante in vitro radical ABTSe+ (2,2-azinobis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico), las barras de error representan la desviacion estandar (SD). CCI:
Cafeé tostado claro, COIl: Café tostado oscuro, CDI: Café tostado oscuro sin cafeina, NCI: Café

claro industrial, NCDI: Café claro industrial sin cafeina.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro de las infusiones de café gourmet e

industrial, mediante la prueba de FRAP

Para el ensayo de FRAP (figura 13), el café industrial registr6 una mayor capacidad para reducir
el hierro férrico a su forma ferrosa, con un valor de valores de 164 uM Trolox/mL, seguido del
café industrial descafeinado, con una actividad de 148.5 uM Trolox/mL. En tercer lugar, se
registro la infusion de café gourmet descafeinado con una actividad de 85 pM Trolox/mL. La
menor actividad se observo en las infusiones de los cafés gourmet claro y oscuro, sido

estadisticamente similares, con una actividad promedio de 73 pM Trolox/mL.
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Figura 13: Actividad antioxidante in vitro, reductora de hierro, del complejo Fe (lll)-
Tripiridiltriazina férrica a su forma ferrosa FRAP, las barras de error representan la desviacion
estandar. El ensayo se realiz6 por triplicado. CCI: Café tostado claro, COl: Café tostado oscuro,

CDI: Café tostado oscuro sin cafeina, NCI: Café claro industrial, NCDI: Café claro industrial sin

cafeina

De acuerdo a los ensayos de actividad antioxidante in vitro, se puede establecer que la mayor
potencia antioxidante lo presentan las infusiones de los cafés industriales, en sus variantes
clasico y descafeinado. Para evaluar esta actividad antioxidante in vivo, se preacondicionaron los
nematodos por 48 horas en un medio de cultivo liquido (M9) suplementados con 100 pg/mL de

fenoles totales de cada una de las suspensiones, para ser expuestos posteriormente a una

solucién 15 mM de perdxido de hidrogeno por 6 horas.
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9.4 Actividad antioxidante in vivo

Los resultados del ensayo se muestran en la figura 14. Los nematodos del tratamiento control, a
los cuales no se les agrego peroxido ni infusion de café mostraron una sobrevivencia del 100%
al final de las 6 horas del ensayo. En el caso de los nematodos a los cuales solo se les adicion6
el peroxido de hidrogeno, mostraron un decaimiento de la poblacion de un 44% en la primer hora
del ensayo, continuando la muerte de organismos hasta llegar a un 25% de sobrevivencia al final
del ensayo. Interesantemente, en esta prueba in vivo el mejor resultado de proteccidon de los
nematodos se registré con la infusion de café gourmet tostado oscuro, registrando se una
sobrevivencia del 93% una vez concluido el ensayo. Las infusiones de café industrial y gourmet
tostado claro tuvieron un comportamiento estadisticamente similar, manteniendo un
sobrevivencia del 60% de los nematodos al final del ensayo. La infusion de café gourmet sin
cafeina tuvo un comportamiento similar al industrial en la mitad del ensayo, si bien en la primer
hora el decaimiento de la poblacional fue mayor, de la tercera a la quinta hora se comportaron de
forma similar estilisticamente, pero en este caso al final del ensayo se registré una disminucién
de la sobrevivencia, registrandose un valor de 40%. La infusion de café industrial descafeinado
mostro la menor capacidad de proteccion de los nematodos, registrandose una muerte del 78%
de la poblacion desde la primera hora, manteniéndose el 22% de la poblacion sobreviviente hasta

el final del ensayo.
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Figura 14: Sobrevivencia de C elegans ante el estrés oxidativo y el preacondicionamiento con

diferentes infusiones de café,
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9.5 Determinacién de la dosis efectiva 50

Para determinar el efecto de las infusiones de café sobre la prevencion de la neurodegeneracion,
se realizd un ensayo de quimiotaxis, que involucra la memoria asociativa al establecer una
relacion entre el alimento y un aroma (alcohol isoamilico), de tal forma que los nematodos son
entrenados para establecer la asociacion entre la comida (E. coli OP50) y el alcohol isoamilico.
Para que esta prueba pueda ser realizada de manera efectiva, se requiere ajustar la
concentracion de alcohol que se adicionara en la caja de petri y evitar que el espacio de cabeza
de la caja se sature del vapor del alcohol y el nematodo no pueda distinguir entonces hacia donde
es la fuente del aroma, La determinacién de la dosis efectiva 50 (DEso), se llevo a cabo, utilizando
distintas concentraciones de alcohol isoamilico, las cuales se probaron en el nematodo realizando
ensayos de quimiotaxis, concentraciones superiores a 9.8 uM no dieron resultados satisfactorios,
registrandose indices de quimiotaxis inferiores a 0.2. En la figura 15, se muestra el barrido de
concentraciones evaluadas, que van desde 9.8 uM a 9.8 pM. En los ensayos en donde se utilizd
una concentracion de 9.8 nM se registré un indice de quimiotaxis de 0.87, por lo que esta fue

elegida para usarse para los siguientes ensayos.
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Figura 15: evaluacion de la DEso de alcohol isoamilico sobre el indice de quimiotaxis de
nematodos. ANOVA de una via, la barra representa la SD, prueba post hoc de Tukey p<0.05,
letras distintas denotan diferencia significativa.

9.6 Evaluacién del efecto neuroprotector de las infusiones de café

En particular, se sabe que las dietas con alto contenido de glucosa generan especies reactivas
de oxigeno (EROS) (Ray y col., 2012; Mendler y col., 2012), lo cual genera envejecimiento en el
nematodo. Para asegurar si en las condiciones de estudio la glucosa indujo un fenotipo de

envejecimiento, y neurodegeneracion

En primer lugar, el indice de quimiotaxis registrado para los nematodos no entrenados fue de -
0.1, que como se esperaba indica un comportamiento aleatorio del nematodo frente al estimulo
olfatorio del alcohol isoamilico, debido a que este grupo de nematodos no fue condicionado a
responder a la presencia del compuesto. En el grupo de nematodos entrenados, en los cuales

se generd la memoria asociativa entre el alimento y el olor del alcohol isoamilico, el indice de
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quimiotaxis fue de 0.85, lo que demuestra que los nematodos conservan la memoria de corto
plazo y pueden recordar la asociacion entre el olor del alcohol isoamilico y la comida, dirigiéndose
hacia el punto de la caja donde fue colocada la microgota del alcohol (9.8 nM) . En los nematodos
que fueron crecidos en presencia de glucosa (60 mM) se observé la perdida completa de la
memoria a corto plazo, registrandose un indice de quimiotaxis de -0.02. Una vez validado el
modelo de neurodegeneracién por hiperglucemia, se procedi6 a evaluar el efecto de las
infusiones de café sobre la prevencion de este dafio (figura 15). Los nematodos expuestos a las
infusiones de los cafés gourmet tostado claro y oscuro, en presencia de glucosa (60 mM),
registraron un indice de quimiotaxis de 0.55, lo que representd una recuperacion del 65% de la
capacidad de memoria de corto plazo en comparacion a los nematodos entrenados que no fueron
expuestos a la hiperglucemia. En los nematodos expuestos a la infusion del café industrial, se
registro un indice de quimiotaxis de 0.23, mientras que las infusiones de los cafés descafeinados,
tanto gourmet como industrial, no ejercieron ningun efecto neuroprotector, registrandose un
indice de -.09 en promedio, poniendo de manifiesto el impacto negativo del proceso de
descafeinado sobre las propiedades nutracéuticas del grano de café, en este caso en particular,

sobre la capacidad neuroprotectora en el nematodo.
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Figura 15: indice de quimiotaxis de nematodos N2WT tratados con infusiones de café + Glucosa
60mM, ANOVA de una via, la barra representa la SD, prueba post hoc de Tukey p<0.05, letras

distintas denotan diferencia significativa.

Para abordar sobe el posible mecanismo de accion de las infusiones se porbaron estas en tres
lineas mutantes de C elegans, las cuales fueron: TJ401 age-1 (ortélogo de PI3K), mutante
resistente al estrés, de mayor longevidad que la silvestre N2, mecanismos activos de respuesta
al estrés; CF1038 daf-16 (ortdlogo de FoxO), mutante sensible al estrés por la carencia de este
factor transcripcional; MQ1766 sod1-5, mutante nula en los 5 genes que codifican a las variantes
de superoxido dismutasa del nematodo, sensible al estrés oxidativo. Los tres genes participan en
la via de sefializacidén por insulina, la cual ha sido involucrada en la toxicidad por glucosa y la

neurodegeneraciéon por hiperglucemia.

Los resultados del ensayo de quimiotaxis con las cepas mutantes se puede observar en la figura
16. En las tres primeras barras se muestran los resultados de la cepa silvestre N2, los cuales

fueron descritos, donde se demostré que la presencia de una elevada concentracion de glucosa
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en el medio de cultivo del nematodo provoca la pérdida de la memoria a corto plazo, reflejado en
la respuesta negativa en el ensayo de quimiotaxis. Interesantemente, en indice de quimiotaxis de
las mutantes TJ401 y CF1038 fue mayor en los nematodos tratados con las infusiones de café
claro en comparacion a los tratados con el café oscuro, lo cual indica que en esta infusion estan
presentes biomoléculas que pueden activar vias independientes de la insulina para proteger del
dafio neuronal inducido en la hiperglucemia, aunque no se descarta la participacion de la via, ya

que las mutantes mostraron un menor indice en comparacion a la cepa silvestre.

En ambos casos la ausencia de la enzima superoxido dismutasa (MQ1766) fue incapaz de
recuperar la memoria asociativa, por lo cual se deduce que la participaciéon de este gen es
esencial en el mecanismo de proteccion ejercido por las infusiones del café gourmet, lo que
ademas refuerza la posible activacion de otras vias de respuesta que pueden promover la
transcripcion de las superoxido dismutasas. Siendo entonces este un elemento clave en los
procesos de neuroproteccion.

indice de quimiotaxis (1Q)

COIl

Figura 16: indice de quimiotaxis en diferentes cepas mutantes de C. elegans tratadas con
infusiones de café tostado claro (CCl) y tostado oscuro (COIl), complementados con Glucosa
60mM, ANOVA de una via, la barra representa la SD, prueba post hoc de Tukey p<0.05, letras

distintas denotan diferencia significativa. TJ401 age-1 (ortélogo de PI3K), CF1038 daf-16
(ortélogo de FoxO), MQ1766 sod1-5,
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X. Discusion

En la tltima década se han publicado numerosos estudios sobre los efectos neuroprotectores del
café, basados en andlisis multivariados en donde se ha observado una correlacion positiva entre
la ingesta moderada de café (en promedio 2 tazas al dia) y la prevencion del deterioro cognitivo
y la proteccién de la memoria, los cuales principalmente se afectan negativamente con la edad
(Ramirez Prada, 2010; Santos, et al., 2016; Poole, et al., 2017; Gokcen, et al., 2019). Sin
embargo, en estos trabajos no se hace una discusion sobre el tipo especifico de café que es
consumido o la forma en que este es preparado, solo se hace la diferencia entre tomar café
regular o afladido con azucar o descafeinado, donde estos dos ultimos han mostrado no tener lo
efectos neuroprotectores asociados a la bebida. Lo anterior es de suma importancia ya que se
ha reportado que tanto la variedad de café, grado de tueste y forma de preparacion influyen sobre
el perfil bioquimico, por ejemplo Vignoli et al. (2014), evaluaron la actividad antioxidante en
diferentes tipos de café, llegando a la conclusién que el café tostado tiene mejor actividad en
comparacién con el tostado oscuro debido al mayor contenido de compuestos fendlicos.
Mencionan ademdas que conforme aumenta el tostado, se incrementa la formacion de
melanoidinas, principalmente a través de reacciones de Maillard, y que si bien estas tienen
actividad antioxidante, en los tuestes extremos, la generacién de melanoidinas no compensa la

perdida de fenoles, siendo por lo tanto mejor un tostado claro en comparacion al oscuro.

En el presente trabajo se observdé que el contenido de fenoles totales y cafeina fue
estadisticamente similar en las infusiones preparadas con ambos tipos de tostado (claro y
oscuro). En comparacién con la infusion del café industrial, ambos tipos de café gourmet
presentaron un mayor contenido de fenoles totales, pero la infusién del industrial mostré un mayor
contenido de cafeina, lo que concuerda con diversos reportes sobre el tipo de grano de café
utilizado; el café gourmet es elaborado con la variedad arabiga, por su sabor y aroma mas
complejo, mientras que el café industrial es elaborado con granos de la variedad robusta debido
principiante a su menor precio en el mercado de granos y el mayor contenido de cafeina y
amargor (Benoit, et al.,, 2006; Yash et al., 2017; Zainuri, et al., 2023). Interesantemente, se
observé que el contenido de fenoles totales disminuyo en las infusiones de café descafeinado,

en sus dos versiones gourmet e industrial. De acuerdo a diversos reportes, se infiere que el
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proceso de descafeinado realizado en ambos tipos de café fue mediante arrastre con agua
hirviendo, evitando el uso de solventes quimicos, ya que se sabe la cafeina es altaneramente
hidrosoluble, sin embargo, este proceso puede arrastrar ademas moléculas como azucares

solubles, aminoacidos, asi como lipidos y fenoles de bajo peso molecular.

Con respecto a la actividad antioxidante (AA) in vitro, evaluada mediante las pruebas de DPPH-,
ABTS*y FRAP , diversos autores argumentan una mayor AA en los cafés de tostado claro, dado
el mayor contenido de fenoles. Otros autores argumentan una mayor AA en los café de mayor
tostado debido a una mayor concentracion de cafeina y melanoidinas, ambas argumentaciones
basadas en la pruebas de DPPH- (se base en la inactivacion del radical anionico, se realiza
mediante la donacién de un proton o un electrén del agente antioxidante, reduciendo por lo tanto
su absorbencia en la prueba, se ha argumentado ademas, que debido al tamafio y la estructura
de la molécula, que esta reaccion en mayor medida por ejemplo con fenoles simples), ABTS+,
(que es un radical cationico muy sensible a la presencia de radicales libres, se base en la
capacidad de los antioxidantes de atrapar o quelar mediante la interaccién de cargas a este
radical, debido a la estructura del radical se argumente interactlia mejor con moléculas complejas
como los polifenoles), FRAP (detecta la capacidad de los antioxidantes de reducir el ién férrico
al ion ferroso, es un método mas inespecifico en comparaciéon a los dos anteriores pues no hay
una discriminacion entre tipos de antioxidantes o0 mecanismos de accion, siendo relacionada la

prueba como una medicion de la capacidad antioxidante total).

En el presente trabajo se observo una mayor capacidad antioxidante in vitro en las infusiones de
café industrial, posiblemente atribuible al mayor contenido de polifenoles presentes en la variedad
robusta utilizada en la elaboracion del café industrial en comparacion a la variedad arabiga del
café gourmet (Vignoli et al. 2014), lo cual fue mas evidente en la prueba de FRAP, que como fue
mencionado anteriormente, se puede interpretar como actividad antioxidante total.  Cabe
destacar que las pruebas se realizaron con muestras de las infusiones preparadas para contener
el mismo contenido de fenoles totales (10 ug/mL), y de esta forma evidenciar las diferencia en
capacidad o potencia antioxidante. Cabe destacar que el contenido de fenoles totales entre las
infusiones de café gourmet e industrial descafeinados fue similar, la actividad antioxidante de la

presentacion industrial fue mayor en todos los casos a la presentacion gourmet, evidenciando un
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posible enriquecimiento de polifenoles después del proceso de descafeinado, los cuales tiene
una mayor actividad antioxidante en comparacion a los fenoles simples que pueden perderse
durante el proceso de descafeinado y que concuerda con los reportes de un mayor contenido de
este tipo de fenoles en la variedad robusta.

Las pruebas anteriores si bien han sido ampliamente aceptadas para evaluar la capacidad
antioxidante de alimentos, se han cuestionado débito a que se enfrentan las biomoléculas a
radicales sintéticos que no se encuentran en la naturaleza, por lo cual se ha argumentado que
estas pruebas in vitro no necesariamente reflejan la capacidad antioxidante de las moléculas
evaluadas en los sistemas bioldgicos. Por lo anterior, se realiz6 el ensayo in vivo al exponer a los
nematodos preacondicionados con las diferentes infusiones de café a un estrés oxidativo por
peroxido de hidrégeno, este tipo de estrés ha sido ampliamente reportado en diversos trabajos
gue evalltan el papel de productos naturales en la prevencion del estrés oxidativo (Kumsta, et al.,
2011; Jo Aan, et al 2013; Hernandez-Cruz, et al 2023). En esta prueba, se observé que la infusion
de café industrial descafeinado parece haber sensibilizado a los nematodos ya que desde la
primera hora se observé la muerte del 80% de la poblacion, el 20% restante se mantuvo durante
las 6 horas del ensayo. Por otro lado, al comparar el café industrial y el gourmet se observé una
mayor proteccion antioxidante del café gourmet de tueste oscuro, seguido del café gourmet de
tueste claro, aunque cabe mencionar que al final del ensayo la sobrevivencia de lo nematodos
con esta infusién fue estadisticamente similar a los expuestos al café industrial clasico. Ademas,
el comportamiento en la sobrevivencia de los nematodos expuestos al estrés oxidativo y
pretratados con el café industria clasico fue estadisticamente similar a los pretratados con el café
gourmet descafeinado, aunque numéricamente mayor en el industrial (10% mayor). Esta
observacion resulta interesante ya que como se comentd anteriormente, el café industrial es el
de mayor contenido de cafeina, a la cual se le han atribuido los mayores beneficios del café,
existiendo diversos reportes que se han enfocado a estudiar los efectos de la cafeina pura en la
prevencion de enfermedades, sin embargo el presente resultado pone de manifiesto que en la
mezcla compleja del café gourmet existe una combinacion de biomoléculas tales que logran
mantener la viabilidad de los nematodos en el mismo nivel entre el café descafeinado gourmet y

el industrial clasico. Y esta complejidad de biomoléculas actuando en conjunto es aln mayor en
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el café gourmet de tueste oscuro que llega a mantener el 90% de sobrevivencia en la poblacion

de nematodos al ser expuestos al Peroxido de hidrégeno.

Para seguir investigando en este tema, se indujo el estrés oxidativo de “forma natural” al adicionar
altas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo de los nematodos, que de acuerdo a
diferentes reportes puede provocar un aumento del nivel de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la disminucion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) y el contenido
de glutation reducido (GSH), acelerando por lo tanto el proceso de envejecimiento e
incrementando el dafio neurodegenerativo. La hiperglucemia sostenida induce la formacion de
ROS mediante el aumento de la formacién de productos finales de glicaciéon avanzada (AGES),
la activacién de la proteina cinasa C (PKC) y la cadena de transporte de electrones mitocondrial,
provocando dafios en diversas macromoléculas que incluyen proteinas especificas asociadas a
los diversos procesos neurodegenerativos (Lee, et al., 2009; Rains y Jain, 2011; Salim y Rajini,
2014; Gowd, et al., 2017; Pinkas, et al., 2018; Li, et al., 2023). En este trabajo, se confirma el
dafio neurolégico provocado por la hiperglucemia, como se observo en la figura 15 en el ensayo
de quimiotaxis. Este ensayo se basa en una forma simple de aprendizaje y memoria demostrada
en C. elegans al registrar la capacidad del nematodo para almacenar memoria a corto y largo
plazo al establecer una asociacion entre los quimioatrayentes y los alimentos (E coli OP50). La
memoria de experiencias y la informacioén aprendida es fundamental para que C. elegans tome
decisiones que le ayuden a sobrevivir. a través de la deteccion neuronal especifica de alimentos
y olores quimicos, y puede asociar estados nutritivos con olores quimicos y la patogenicidad de
una fuente de alimento. C. elegans es capaz de aprender y recordar a través de muchas
modalidades sensoriales, incluidas la mecanosensacion, la quimiosensacion, la termosensacion.
Este comportamiento estd asociado con varias formas de aprendizaje, incluido el aprendizaje
dependiente del estado, el condicionamiento clasico y el aprendizaje aversivo. Muchos de los
genes involucrados en el aprendizaje y la memoria en C. elegans son homoélogos a genes
implicados en el aprendizaje y la memoria en los mamiferos. A pesar de su sistema nervioso
relativamente simple, el nematodo, como muchos otros animales, puede codificar la memoria

después del aprendizaje asociativo, almacenar la memoria recién adquirida a corto plazo y
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consolidarla en una memoria mas estable y duradera (Zhang, et al., 2005; Torayama, et al., 2007;
Kauffman, 2010; Kauffman, et al., 2011; Margie, et al., 2013; Wong y Rankin, 2019; Cohen y
Rabinowitch, 2024; Heydarian, et al., 2024)

En el presente estudio se observd, como era de esperar, que los nematodos no entrenados no
responden al quimioatrayente (alcohol isoamilico), mientras que los nematodos que fueron
condicionados para asociar la fuente de alimentacion con el quimioatrayente respondieron de
forma positiva, registrando un indice de quimiotaxis de 0.9., lo que indica que la mayoria de la
poblacion de nematodos entrenados fue capaz de recordar el aroma de la comida
(quimioatrayente) y moverse en la direccion en que fue colocado el atrayente. Cuando los
nematodos fueron crecidos previamente en una condicion de hiperglucemia, se pudo observar el
dafio neural generado por este estrés, al registrar un indice de quimiotaxis de -0.05, es decir
perdieron la capacidad de recordar la asociacion entre la comida y el atrayente, moviéndose
entonces de forma aleatoria en la caja de petri en busca de la comida. Sin embargo, cuando en
el medio de cultivo, ademas de la alta concentracion de glucosa se adicioné con la infusiones de
café gourmet claro u oscuro, se registro en efecto neuroprotector, al conservar los nematodos el
65% de su memoria a corto plazo, lo que concuerda con las diferentes argumentaciones acerca
de la poca correlacion entre las pruebas antioxidantes in vitro con las actividad de los
antioxidantes en los sistemas biolégicos, ya que los nematodos a los cuales se les adiciono la
infusion del café industrial, se redujo un 73% el indice de quimiotaxis, es decir perdieron en gran
medida la memoria asociativa de corto plazo, recordando que este infusion fue la que mejores

resultados registré en general en las pruebas in vitro.

Los ensayos con las cepas mutantes mostraron que la actividad de superoxido dismutasa es
esencial para el efecto neuroprotector, es decir los compuestos no estadn actuando como
antioxidantes, sino que estan activando el sistema antioxidante enddégeno del nematodo, lo que
explicaria la falta de correlacion entre las pruebas in vitro, en las cuales las moléculas actian de
forma directa neutralizando los radicales, y las pruebas in vivo en donde las moléculas deben
interferir con las vias de sefializacién del organismo y activar diferentes respuestas genéticas y
por tanto fisiolégicas., de tal forma que la capacidad protectora estaria entonces vinculada

primordialmente a la capacidad de interactuar con los diferentes elementos de estas vias de
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sefalizacion. Lo anterior pareceria estar confirmado por las diferencias en la respuesta de las
cepas mutantes TJ401 age-1 y CF1038 daf-16 (figura 16). en donde los nematodos tratados con
la infusion de café tostado oscuro diminuyeron alrededor de un 80% su efecto neuroprotector,
mientras que la disminucion en las mutantes tratadas con la infusion de café claro la disminucion
fue de alrededor de un 50%, evidenciando una diferencia importante entre las dos infusiones, y
aportando a la argumentacion de mejores propiedades del café de tostado claro, como se
mencion6é anteriormente, ambas infusiones dependen de la actividad de las superoxido
dismutasa para realizar el efecto neuroprotector. Los datos parecen sugerir que los metabolitos
presentes en el café de tuesto oscuro interactiian principalmente con la via de sefializacion de la
insulina, dado que las mutantes en Age-1 y Daf-16, dos componentes claves de esta via, no
pudieron mantener en efecto neuroprotector registrado en la cepa silvestre. Sin embargo en las
cepas mutantes tratadas con la infusion de café claro se ve un mayor efecto neuroprotector en
comparacion del anterior, si bien menor que la silvestre; lo que puede sugerir que ademas de la
interaccidn con los elementos de la via de la insulina, podria estar activando otras vias de
sefalizacion como SNK-1, HSF-1 o SIR-2.1, las cuales pueden activar la transcripcion de genes
relacionados a la prevencion del estrés y la longevidad, como la superoxido dismutasa,
independientemente a la via de sefializacién de la insulina. (Ding, et al., 2017; Ye, et al., 2020;
Wang et al., 2022; Pei et al., 2024).
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XI. Conclusiones

El café gourmet tostado claro y oscuro previenen la neurodegeneracion en el modelo d

Caenorhabditis elegans.

La actividad de la enzima superoxido dismutasa es determinante para la actividad

neuroprotectora del café.

El proceso de descafeinado provoca la pérdida de la capacidad neuroprotectora del café.

El café gourmet tueste claro puede activar diferentes vias relacionadas al proceso de

neuroproteccion.
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