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1. Resumen

Cerca del 90% del grano de café no se utiliza y termina como residuo de café
(SCGQG) los cuales, tienen una cantidad importante de nutrientes que pueden ser
utilizados en la industria alimentaria, como lo son las proteinas de los SCG
(alrededor del 10%). Dentro de la composicion de las proteinas de SCG, el 42%
de pertenecen a aminoacidos esenciales de los cuales, predominan los
aminoacidos apolares. Péptidos con este tipo de aminoacidos se han evaluado
para su utilizacion como antagonistas de diversas proteinas involucradas en el
sindrome metabdlico como a-amilasa, a-glucosidasa, la enzima convertidora de
angiotensina y PPARYy. El objetivo del presente estudio es determinar la
digestibilidad de proteinas de SCG y su capacidad de inhibicion de proteinas

involucradas en el sindrome metabdlico

Se realiz6 el analisis proximal para determinar el perfil nutricional de los SCG
mediante los protocolos de la AOAC, se estim6é un contenido de humedad de
26%, cenizas 1%, lipidos 7%, fibra 29%, proteina 10% y carbohidratos de 26%.
Se aisl6 la fraccion proteica de SCG mediante precipitacién de punto isoeléctrico.
El rendimiento del proceso de extraccion de la fraccion de proteina fue de 1.3%,
sin embargo, solo el 21% corresponde a proteina. Los SCG se sometieron a
digestion gastrointestinal por el protocolo INFOGEST (Brodkorb et al., 2019)
utilizando saliva humana para la fase oral, pepsina para la fase gastrica, bilis y
pancreatina para la fase intestinal. Se utiliz6 membrana de diélisis de 14 kDa para
la obtencion de la fraccion bioaccesible, se obtuvieron 3 fracciones, la no
digerible, no bioaccesible y bioaccesible a las cuales, se determinaron los pesos
moleculares de las proteinas mediante electroforesis SDS-page por el método
Laemmli (1970). Con la fraccion bioaccesible de SCG se realiz6 inhibicion de a-
amilasa y a-glucosidasa, la concentracion de 0.5 mg/mL presenta inhibicion de
a-amilasa, mientras que una concentracion de 1.25 mg/mL presenta inhibicion de
a-glucosidasa. Para el analisis in silico se simulé una hidrolisis de la fraccion
proteica de los SCG en el programa BIOPEP-UWM, utilizando pepsina, tripsina 'y

guimiotripsina, se identifico la globulina 11S de SCG mostré un grado de hidrdlisis



del 37% con un total de 45% de péptidos de 2 a 5 aminoacidos que fueron
analizados en HPEPDOCK para identificar su afinidad a PPARYy. El 53% de los
péptidos con afinidad al receptor muestra una puntuacion >0.5 de bioactividad
con una actividad inhibitoria de ECA (87%) péptidos con valores de vinculaciéon
menores de -160 kcal/mol se analizaron en Autodock tools para determinar su
energia de unién a las regiones activas del receptor PPARy, 10 péptidos
mostraron una fuerte energia de unién al receptor (<-4.8 kcal/mol) de los cuales,
DVVAH y YQH vy los péptidos PQPR, AIF y APH muestran energia de unién
similar a los antagonistas GW9662 y G3335 respectivamente, con puntos de
vinculacién principalmente a los residuos en CYS285, LEU330, MET364 e
ILE341 del receptor. Se evaludo la Absorcion, Distribucion, Metabolismo,
Excreciéon / Eliminacion y Toxicidad mediante el programa Swiss ADME. Los

péptidos AlF, IF, IPIL y VAF muestran mejores caracteristicas para su absorcion.

Por lo anterior, se propone una posible interaccién de los péptidos resultantes de
la digestion de residuos de café, sobre la actividad de priteinas relacionadas con

el sindrome metabdlico.



2. Antecedentes

2.1. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo metabdlico,

caracterizados por obesidad abdominal, dislipidemia, bajos niveles de cHDL

(lipoproteinas de alta densidad), hipertension arterial y resistencia a la insulina,

la acumulacion de estos trastornos esta asociado con el doble de riesgo de

padecer enfermedades cardiovasculares e incrementa 5 veces el riesgo de

padecer diabetes tipo 2 (Swarup et al., 2022; Wang et al., 2020). Existen diversos

criterios para el diagnéstico de SM que se muestran en la tabla I.

Tabla I. Criterios de diagnéstico de sindrome metabdlico segun diferentes

asociaciones.

Criterio IDF (2005) ATP (2005) ALAD (2009) Criterios
diagndstico armonizados
Obesidad 290H >102H =294 H 294 H
abdominal (cm) | 280 M >88 M =88 M 288 M
Triglicéridos =150 =150 > 150 o= 150 o]
(mg/mL) tratamiento para | tratamiento para
triglicéridos triglicéridos

C-HDL (mg/dL) | <40H <40H <40H <40H

<50 M <50 M <50 M <50 M

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Presion arterial |2 130/85 o |2 130/85 o|= 130/85 o|= 130/85 o

(mmHg) tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento
antihipertensivo | antihipertensivo | antihipertensivo | antihipertensivo
Glucosa P 100 0 | Glucosa en | GAA, ITG, DM P 100,
(mg/mL) diagnéstico de | ayuno = 110 diagnéstico 0
DM2 inicial o] tratamiento  de
diagnostico  de DM.
DM2
Diagnéstico Obesidad = 3 componentes | Obesidad 2 3
abdominal + = 2 abdominal + =2 2 | componentes
componentes componentes

H: hombres, M: mujeres, GAA: glucosa en ayuno alterada, ITC: Intolerancia a la glucosa, IDF;

International Diabetes Federation, ATP IlI: Adult Treatment Panel Ill, ALAD: Asociacion

Latinoamericana de Diabetes, DM: Diabetes Mellitus, C-HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

Tabla adaptada de Gonzalez-Chéavez et al, (2018).




2.1.2. Prevalencia de sindrome metabdlico

La prevalencia de SM en la poblacién adulta de diferentes paises esta estimada
entre el 20 a 40%. En el estudio de Rojas-Martinez et al, (2021) se realizd un
analisis comparativo entre la poblacion mexicana adulta que padecia SM segun
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT) del 2006 al 2018
utilizando los criterios armonizados del National Cholesterol Education Program
(NCEP) Adult Treatement Panel Il (ATP Ill), American Heart Assoxiation;
National Heart Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI) e International Diabetes
Federation (IDF). Los datos demuestran que la prevalencia de SM fue de 40.2,
57.3, 59.6 y 56.3% en 2006, 2012, 2016 y 2018 respectivamente. Con un
aumento de casi 20% de prevalencia de SM, que fue mayor en mujeres con

22.2% en comparacion con el 18% en hombres (Shaman-Levy et al., 2020)

La hipertension arterial (HTA) se considera un factor de riesgo de infarto al
miocardio, ictus isquémico, insuficiencia cardiaca, enfermedad renal crénica,
deterioro cognitivo y muerte prematura ya que se ha relacionado que una
elevacion de la PAS de 2 mmHg puede incrementar hasta 7% el riesgo de
mortalidad por cardiopatia isquémica y hasta en 10% el riesgo por accidente
cerebrovascular. En México, la prevalencia de hipertension arterial fue de 28.2%,
siendo mas prevalente en la poblacién mayor de 50 afios, donde puede llegar a
estar presente en el 52% en hombres de 80 o mas afos. Estos valores han
incrementado hasta un 29.9% desde el 2015. (Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], 2021a; Shaman-Levy et al., 2022).

La prevalencia de diabetes también ha aumentado con los afios, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), en 2014, un 8.5% de los mayores
de 18 afios padecian diabetes y en 2019 esta afeccion causo 1.5 millones de
defunciones. Segun la ENSANUT, la diabetes en la poblacién mexicana pasé6 de
6.9% en 2006 a 10.6% en 2018 (Rojas-Martinez et al., 2021).

Mientras que, para 2021 la prevalencia de dislipidemias en la poblacion mexicana

va de 24% personas con colesterol elevado (> 200 mg/dL), 47.2% con

4



triglicéridos elevados (>150 mg/dL), 30.8% con HDL bajo (<40 mg/dL) y 20.2%
con LDL elevado (>130 mg/dL), siendo los hombres los que se ven méas afectados
con un 37.8% de valores alterados, a comparacion de las mujeres con 24.6%.
(Shaman-Levy et al., 2022).

Un factor determinante en el desarrollo del SM es la obesidad. La prevalencia de
sobrepeso y obesidad en México en 2021 muestra que el 75% de las mujeres y
el 69.9% de los hombres cuentan con sobrepeso y obesidad (IMC> 25 kg/m2)
teniendo un aumento en los dltimos 11 afios de 0.2% en hombres y 2.7% en
mujeres, sin embargo, tomando en cuenta que el aumento solamente de
obesidad fue de 26.8% en hombres y 9.6% en mujeres, podemos determinar que
un gran numero de la poblaciébn que antes padecia sobrepeso ha pasado a

padecer obesidad (Shaman-Levy et al., 2022).
2.1.3. Fisiopatologia del sindrome metabdlico

La obesidad es el principal factor de desarrollo de SM, se define como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
Existen distintos grados de obesidad en todos los grupos de edad; en individuos
con exceso de grasa corporal en la cavidad intraabdominal se incrementa

significativamente el riesgo de desarrollarla (OMS, 2021b).

La obesidad es una patologia producida por la acumulacion de tejido adiposo
subcutaneo, principalmente debido a un aumento en la hipertrofia (aumento en
el tamafio de los adipocitos), sin que lleguen a estimularse para hiperplasia
(aumento en el nUmero de adipocitos de una célula precursora). El principal factor
para desarrollar sobrepeso y obesidad es un desequilibrio energético positivo, sin
embargo, existen diversos factores genéticos y ambientales que pueden
desarrollar trastornos metabolicos que desencadenan una excesiva acumulacion
de tejido adiposo (Torres & Rojas, 2018). Debido a su desarrollo multifactorial,
Pasca y Montero (2015), han propuesto la definicion de la obesidad como una
enfermedad sistémica, multiorganica, metabdlica e inflamatoria crénica,

multideterminada por la interrelacion entre lo genomico y lo ambiental,
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fenotipicamente expresada por un exceso de grasa corporal (en relacion con la
suficiencia del organismo para alojarla), que conlleva un mayor riesgo de

morbimortalidad.

El desequilibrio energético contribuye a la disfuncién adiposa y al desarrollo de
obesidad y complicaciones relevantes. La disfuncién adipocitaria se manifiesta
por un aumento excesivo del nimero y tamafio de los adipocitos (hiperplasia e
hipertrofia). La adipogénesis esta regulada por el receptor activado por el
proliferador de peroxisomas y (PPARy) (codificado por PPARG) vy
CCAAT/proteina de unién potenciadora a/p/d (C/EBPa/B/d); La actividad de
PPARy promueve la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos maduros
(Zhang et al., 2017).

El SM se desencadena por una disfuncion del tejido adiposo, que conduce a la
resistencia a la insulina. El tejido adiposo incrementado presente en un estado
de obesidad altera la secrecion de citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral, la resistina, la leptina, la adiponectina y el inhibidor del activador
de plasmindgeno. Durante el aumento de la ganancia de peso y la acumulacion
lipidica, se genera un mecanismo homeostatico, como la activacion del
catabolismo y la resistencia de sefiales anabdlicas, esto como una manera del
cuerpo de limitar la ganancia de peso, como consecuencia de una lipolisis
cronica, existe una liberacion continua de acidos grasos libres que son
transferidos directamente mediante la vena porta al higado, el aumento de acidos
grasos libres en conjunto con la inflamacién crénica generan una disminucion de
la sensibilidad a la insulina en los tejidos dependientes de insulina, causada por

la inhibicion de la sefalizacion de los receptores (Aballay et al., 2013)

Mientras que, el vinculo fisiopatolégico entre la adiposidad visceral y las
complicaciones cardiometabdlicas se centra en la sensibilidad a la insulina, el
sistema nervioso simpético y el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
el cual esta desregulado en pacientes con obesidad. El tejido adiposo tiene un
sistema local completo de renina-angiotensina que esta activo a nivel local y

sistémico. La biologia y el metabolismo de los adipocitos estan influenciados por
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el sistema renina-angiotensina local, y la angiotensina Il actia como un “factor
de crecimiento" para los adipocitos. Una mayor actividad del sistema renina-
angiotensina-aldosterona tienen un papel central en la obesidad y sus

complicaciones mortales (Sarzani et al., 2008).

El objetivo del tratamiento del SM es el control de las enfermedades subyacentes.
Dentro del tratamiento de las diversas patologias se encuentran los agentes que
actuan sobre diversas proteinas involucradas en la regulacion SM, algunos de
ellos son los inhibidores de la a-glucosidasa que inhibe la absorcion de
carbohidratos por el intestino y los inhibidores de la a-amilasa que regula los
niveles plasmaticos de glucosa postprandial, los inhibidores del receptor activado
por proliferadores de peroxisomas gamma (PPARy) que disminuyen la
acumulacién de tejido adiposo y los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) que ayudan a regular el SRAA, disminuyendo la presion
arterial (Kaur et al., 2014).

2.1.4 Proteinas diana para el tratamiento de sindrome metabdlico
2.1.4.1 a-amilasa y a-glucosidasa

La a-amilasa pertenece a un grupo de enzimas amiloliticas las cuales son
capaces de degradar el almidon. Es sintetizada en la saliva humana y en el
pancreas, se encarga de romper los enlaces glucosidicos a-1-4 de las cadenas
de amilosa o amilopectina, rompiendo los carbohidratos de cadena larga (Figura
3). El producto de a-amilasa son oligosacéaridos de longitud variable con
configuracion a-y dextrinas limites a que dan como resultado maltotriosa o
maltosa de la amilosa o maltosa y glucosa y dextrinas limite de amilopectina
(Tiwari et al. 2015).

La actividad de a-amilasa en el metabolismo de almidon es importante para la
obtencién de moléculas de glucosa durante la digestién que puedan atravesar la
barrera intestinal; esta actividad esta ligada al aumento de los niveles de glucosa

posprandial. La acarbosa es un agente que suprime la actividad de a-amilasa, de



esta manera, se disminuyen los niveles de glucosa postprandial, favoreciendo el

estado metabdlico de personas con diabetes mellitus (Kaur et al., 2014).

Por otra parte, Las a-glucosidasas es un grupo de enzimas digestivas unidas a
la membrana del epitelio de la mucosa del intestino delgado, también conocidas
como maltasa-glucoamilasa (MGAM) y sacarasa-isomaltasa (Sl), tienen dos
dominios funcionales en los extremos C y N-terminal (Ct y Nt, respectivamente),
que difieren por su especificidad en el sustrato. Ct y Nt de MGAM tienen una
mayor especificidad por los oligobmeros de glucosa y la maltosa, respectivamente,
mientras que los dominios Ct y Nt de Sl tienen actividades de sacarasa e
isomaltasa, respectivamente. La a-glucosidasa hidroliza los residuos de glucosa
unidos a a (1-4) terminales no reductores para liberar glucosa libre (Figura 1).
Una inhibicibn moderada de la a-amilasa con una inhibicién alta de la a-
glucosidasa se ha sugerido como una estrategia eficaz para disminuir la
disponibilidad de carbohidratos en la dieta para la liberacién de glucosa en el
intestino (Stefano, Olivero y Udenigwe, 2018).

Una inhibicibn moderada de la a-amilasa con una inhibicién alta de la a-
glucosidasa se ha sugerido como una estrategia eficaz para disminuir la
disponibilidad de sustratos de polisacaridos para la liberacién de glucosa en el
intestino, por lo que se recomiendan dentro del tratamiento antihiperglucémico

(Stefano, Oliveiro y Undenigwe, 2018; Gonzalez-Montor et al., 2018).
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Figura 1. Digestion de almidén por la accién de a-amilasa y a-glucosidasa.
(Jiang, Ghosh y Burley, 2019).

2.1.4.1.1 Moléculas con capacidad de unién a a-amilasa y a-glucosidasa

El tratamiento principal para inhibir a-amilasa es la acarbosa, un antidiabético
ampliamente utilizado para regular la produccién de glucosa a partir de
carbohidratos complejos, sin embargo, este tratamiento presenta diversos
efectos secundarios como flatulencias o diarrea. Por esta razon se buscan
terapias alternativas provenientes de plantas con efectos hipoglucemiantes, que

puedan disminuir o evitar estos efectos secundarios (Kaur et al., 2014)

Los péptidos provenientes de fuentes vegetales son compuestos estudiados para
el tratamiento de inhibicion de a-amilasa, el mecanismo de accién propuesto para
la capacidad inhibidora de la a-amilasa de un péptido esta relacionado con su
capacidad para formar una barrera al establecer un enlace de hidrogeno con los
residuos de la region activa de la enzima (Siow y Gan, 2016). La enzima contiene
residuos aroméaticos que se encuentran en el sitio activo del receptor y pueden

interactuar directamente con el sustrato, se ha visto que tiene mejor interaccion
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con péptidos que presentan un residuo aromatico (fenilalanina, triptofano y

tirosina) (Siow, Liam y Gan, 2107).

En el estudio de Admassu et al, (2018) se evalué la capacidad de inhibicién in
vitro de peéptidos sintetizados de Porphyra spp a una concentracion de
enzima/sustrato de 1:100, demostrando que ejercen una accion inhibitoria de a-
amilasa. Se propuso que los aminoacidos hidrofoébicos presentes en los péptidos
analizados (VECYGPNRPEFIY, FIY y LW), afectan la conformacioén en la enzima,
disminuyendo su actividad. Por otro lado, péptidos de las resultantes de la
hidrolisis de las fracciones de albimina, globulina y prolamina de salvado de arroz
han mostrado actividad inhibitoria de a-amilasa de 66.8 % a una concentracion
de 7.5 mg/mL (Uraipong y Zhao, 2015).

Péptidos de bajo peso molecular resultantes de la hidrdlisis de proteina de
chicharo y de leguminosas, han demostrado una fuerte capacidad de inhibicién
de a-amilasa de hasta 50% (Gong et al., 2020).

En el caso de a-glucosidasa, se ha sugerido que el mecanismo de inhibicién de
los péptidos es mediante interacciones hidrofébicas en el sitio activo de la
enzima, aquellos péptidos con aminoacidos hidrofébicos o aminoacidos como
serina, treonina, tirosina, lisina o arginina en el N terminal o residuo de prolina
cercano a C terminal ejercen mayores efectos inhibitorios de de a-glucosidasa.
Esto se ha reafirmado en estudios como el de Di Stéfano et al. (2018), donde el
péptido LQAFEPLR obtenido de avena demostr6 una fuerte capacidad inhibitoria

de a-glucosidasa a concentraciones de 35.36 pg/ml.

Vilcacundo, Martinez-Villaluenga y Hernandez-Ledezma, (2017) estudiaron
péptidos resultantes de la digestion de proteinas de quinoa, las principales
proteinas de la quinoa son la globulina 11S y la globulina 7S, se identifico la
fraccion hidrolizada de péptidos con una longitud <5 kDa con capacidad de
inhibicion de a-amilasa, y con un IC50 de 1.81 mg/mL; se realiz6 cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS) para

caracterizar los péptidos responsables de la inhibicion y se identifico al péptido

10



GEHGSDGNV como el principal inhibidor de a-amilasa, en el caso de a-
glucosidasa, se encontrd que los péptidos IQAEGGLT, DKDYPK y GEHSDGNV

presentan capacidad de inhibicion de la enzima.

También se han identificado péptidos con capacidad inhibitoria de a-amilasa y a-
glucosidasa a partir de proteina de soja germinada sometida a digestiéon
gastrointestinal, demostrando tener capacidad inhibitoria de ambas enzimas, sin
embargo, fue menor a la mostrada por la acarbosa en el mismo experimento
(Montoya et al., 2018).

Otros péptidos bioactivos que muestran capacidad de inhibicién de a-amilasa han
sido obtenidos del comino (Cuminum cyminum) son CSP1
(FFRSKLLSDGAAAAKGALLPQYW), CSP2
(RCMAFLLSDGAAAAQQLLPQYW), y CSP3 (DPAQPNYPWTAVLVFRH) (Siow
& Gan, 2016) y péptidos <3 kDa PPHMLP, PPMHLP, PLPWGAGF,
GNAACCGLPLLP, PLPPHNLL, PNPFPSPHTP de frijol pinto (Phaseolus
vulgaris) (Ngoh & Gan, 2016).

Se han determinado compuesto de residuos de café (SCG) que han mostrado
capacidad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa; en el estudio de Vazquez-
Sanchez et al, (2018) se comparé la capacidad inhibitoria de a-glucosidasa de
SCG vy fibra aislada de SCG sometidos a digestiébn, se demostré que se
incrementa la inhibicion de la enzima con la fraccion bioaccesible tanto de SCG
como de la fibra con un IC50 de 7.3 y 7.5 mg/mL respectivamente, mientras que
en la fraccion indigerible el IC50 de SCG mostr6 valores de 53.4 y 44.8 mg/mL

respectivamente.

Estudios in vitro han demostrado la capacidad inhibitoria de extractos de café
sobre enzimas digestivas de almidon, Duangajai et al., (2021) evalud extracto de
café con diferentes niveles de tostados a una concentracién de 5 mg/mL, se
demostro una actividad inhibitoria de a-amilasa de 31% con un nivel de tostado
oscuro, y de a-glucosidasa de 16.67%, en este caso con extracto de café tostado

ligero. Por otro lado, Li et al., (2021) demostré una correlacion entre la
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concentracion de extracto de café sobre inhibicion de a-amilasa, se sugiere que
ocurre un cambio conformacional en la estructura secundaria de la enzima,
debido a que un analisis cinético demostrd que los compuestos en el extracto de
café disminuyen la afinidad de unién al sustrato de la enzima y su recambio

catalitico.
2.1.4.2 Receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPARS).

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS) son
factores de transcripcion activados por ligandos que pertenecen a la familia de
receptores nucleares (Rojo-Villaescusa, 2017); estan implicados en varias vias
metabdlicas tales como la homeostasis glucidica y de lipidos y entre otras en el
control de la proliferacion y diferenciacion celular, a la fecha existen 3 subtipos
caracterizados alfa (a), beta/sigma (B/d) y gamma (y), los tres se caracterizan por
la presencia estructural comin de cuatro dominios funcionales (figura 2) y se
diferencian particularmente en su patron de expresion tisular y temporal (Martin,
2010).

Fosforilacian de PPAR DFJmImO de Dominio de union Dnmlmp de union
union al ADN de cofactores al ligando
5 LBD AF-2 8

Figura 2. Dominios funcionales de los receptores PPARs
(Rojo-Villaescusa, 2017)

Los dominios de los PPARs se clasifican en el dominio A/B, es el N-terminal,
contiene una funcion de activacion independiente de ligando (AF-1), responsable
de la fosforilacion de PPAR. El dominio C, dominio de unién al ADN (DBD),
permite la union al elemento de respuesta a PPAR. El dominio D o co-FBD, es el

dominio de unién de los cofactores. Por ultimo, el dominio E/F o dominio de unién
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de ligandos (LBD), es el responsable de la unién de ligandos y la activacion de
PPAR (Rojo-Villaescusa, 2017).

PPARa se expresa principalmente en el higado, el tejido adiposo pardo (BAT) y
el tejido cardiaco, renal y muscular, y participa principalmente en la 3-oxidacion
y el transporte de acidos grasos para regular el equilibrio lipidico. PPARB / & se
expresa en el muasculo esquelético, el tejido adiposo, el corazén, el tracto
gastrointestinal y participa principalmente en el metabolismo de los acidos
grasos. PPARYy se expresa principalmente en el tejido adiposo donde constituye
un regulador principal de la diferenciacion adipocitaria y participa en la
homeostasis glucidica, también se expresa en otros tejidos como en el riidn y en

los vasos sanguineos (Hong et al., 2019; Martin, 2010).

PPARYy esta encargada de la regulacion de la expresion genética de enzimas
involucradas en el almacenamiento de acidos grasos en tejido adiposo, tales
como acil-CoA sintasa, lipoproteina lipasa y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(Wang et al., 2017). PPARYy se expresa como tres transcriptos que codifican dos
proteinas diferentes: PPARy1y PPARy2. PPARy1 se expresa en diversos tejidos
incluidos higado y musculo, mientras que PPARYy2 se expresa mayoritariamente
en tejido adiposo blanco y marron en condiciones normales y mas

especificamente en adipocitos maduros (Ros-Pérez & Medina-Gomez, 2011).

Al unirse los ligandos al dominio de unidon de PPAR, se dimeriza con el receptor
de &cido retinoico (RXR) y la unién de una serie de coactivadores. Este complejo
PPAR-RXR regula la transcripcion de una serie de genes que presentan
secuencias de ADN especificas conocidas como elemento de respuesta a PPAR
(PPRE), controlando asi la expresion de un grupo de genes implicados en la
adipogénesis, metabolismo de los lipidos, inflamacion y mantenimiento de la

homeostasis metabdlica (Rojo-Villaescusa, 2017).

La activacion de PPARYy solia utilizarse como una opcion para regular los niveles
de glucosa en sangre mediante el farmaco rosiglitazona, sin embargo, esto

genera una mayor acumulacion de tejido adiposo que desencadena la secrecion
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de citocinas y adipocinas, promoviendo un estado proinflamatorio, afectando la
respuesta a la insulina; por lo que, se han propuesto ligandos con capacidad de
inhibicion al receptor que logren disminuir la adipogénesis, previniendo el
incremento de tejido adiposo. Los ligandos no activadores de PPARYy, tales como
los antagonistas o los agonistas inversos modulan PPARYy uniéndose con gran
afinidad, pero sin incrementar la expresién de genes regulados por el receptor
(Frcik, 2021).

Un antagonista de PPARYy bien conocido es GW9662, es antagonista irreversible
con una alta afinidad de union al residuo CYS285 del receptor y muestra una
potencial actividad inhibitoria hacia PPARYy. Por otro lado, el dipéptido H-Trp-Glu-
OH (G3335) ha demostrado una fuerte actividad antagonista en la inhibicién
PPARYy por afinidad al sitio de uniéon y es competitivo con rosiglitazona. Estos
antagonistas muestran efectos antiobesidad y antidiabéticos ya que se mejora la
sensibilidad a la insulina, y carece de los efectos adversos causados por los
agonistas de PPARYy (Jin et al., 2016; Ye et al., 2005).

2.1.4.2.1 Moléculas con capacidad de union a PPARYy.

Existen diversos ligandos que pueden unirse al PPARy que regulan su activacion
o inhibicién e influyen en la diferenciacion celular y la adipogénesis de novo.
Estos antagonistas de PPARYy pueden reducir el contenido de triglicéridos en el
tejido adiposo blanco, el musculo esquelético y el higado. Ademas, también
podrian mejorar los efectos de la leptina y aumentar el metabolismo de acidos
grasos Y la disipacion de energia, mejorando asi la obesidad inducida por la dieta
y la resistencia a la insulina (Ye et al., 2006). Un objetivo potencial para el control
de la obesidad es reducir la adipogénesis mediante la inhibicion de la actividad
de PPARYy o la reduccién de la diferenciacion de preadipocitos. En estudios in
silico se ha visto que los residuos de aminoacidos Phe264, His266, 1le281,
Cys285, Arg288, Ser289, Met348 e His449 del receptor pueden unirse a ligandos
gue ejerce efectos antagonistas en adipogénesis (Aranaz et al., 2019; Ye et al.,
2006).
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Dentro del tratamiento enfocado a la inhibicion de la adipogénesis se encuentran
antagonistas sintéticos de PPARy como el bisfenol A diglicidil éter (BADGE), GW-
9662 y G3335 (Zhang et al., 2017). Sin embargo, se ha apostado por la
utilizacion de compuestos bioactivos de origen vegetal con capacidad inhibitoria
de PPARYy que disminuyan los efectos adversos que se puedan presentar con los

compuestos sintéticos o farmacos.

Péptidos de la fraccién proteica de glutelina (PIVF, IVPQH, IIQGR, QPY) y
prolamina (QSPVF) de arroz y de la fraccién proteina legumina (AQTF, AAVSH),
convilicina (VIPVN, PQH) vy vicilina (PVAIN, PGSSH) de chicharo mostraron
actividad antiadipogénica in silico. mediante la union a PPARy (Ruiz-L6pez,
2020). En estudios in vitro los péptidos de proteina hidrolizada de quinoa
(FGVSEDIAEKLQAKQDERGNIVL, AEGGLTEVWDTQDQQF,
YIEQGNGISGLMIPG, AVVKQAGEEGFEW, HGSDGNVF) y el péptido RLLPH
procedente de proteina hidrolizada de avellana han demostrado inhibicién de la
linea celular 3T3L1, mediante la interaccion con PPARYy (Shi et al., 2019; J. Wang
et al., 2020).

Una caracteristica de los péptidos que se ha identificado puede influir en su
capacidad de unién con el receptor es su hidrofobicidad, determinada por la
cantidad de aminoéacidos de naturaleza hidrofobica, esta caracteristica es crucial
para su funcionalidad como compuestos bioactivos. Dentro de los aminoéacidos
hidréfobos se encuentran valina, lisina, isoleucina, alanina, fenilalanina,
tript6fano, metionina, prolina. En el estudio de Osguera-Toledo et al. (2016) se
reporta que los péptidos FFL, LLSL, QQEG y LVL, los cuales presentan
aminoacidos hidréfobos en ambas terminaciones (a excepcion de QQEG),
presentan una inhibicién de la acumulacién lipidica del 13 — 28% en la linea
celular 3T3-L

Diversos compuestos presentes en el café (que también se encuentran en los
SCG) han demostrado tener efectos antiadipogénicos gracias a su inhibicion de
PPARYy, que ha demostrado una inhibicién en la diferenciacion de la acumulacion

de lipidos intracelulares en los adipocitos 3T3-L1, sin ser citotoxico (Kim et al.,
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2018). Por otra parte, adipocitos tratados con trigonelina regulan a la baja el
PPARYy inhibiendo la adipogénesis (llavenil et al., 2014). Sin embargo, no se han
realizado estudios que relacionen los péptidos presentes en café o SCG con
inhibicion del PPARY.

2.1.4.3 Enzima convertidora de angiotensina (ECA).

La enzima convertidora de angiotensina es una dicarboxipeptidasa dependiente
de zinc con dos dominios cataliticos, estd involucrada en diversos procesos
fisiolégicos, incluidos el desarrollo renal y la reproduccion masculina, sin
embargo, su principal funcién es su papel en la regulacion de la presién arterial
al convertir la angiotensina | en angiotensina Il en el sistema renina angiotensina
aldosterona (Wong, 2016)

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es un regulador critico del
volumen sanguineo y la resistencia vascular sistémica, inicia como respuesta a
la disminucion de la presion arterial. Las células yuxtaglomerulares del rifién
secretan la prorrenina de forma constitutiva que se encuentra inactiva, sin
embargo, al existir una disminucion de la presion arterial se genera una escision
de la prorrenina en renina. Una vez en la sangre la renina actia sobre el
angiotensindgeno secretado por el higado, convirtiéndolo a angiotensina I. La
angiotensina | es transformada en angiotensina Il gracias a la ECA que se
encuentra en el endotelio vascular de los pulmones y rifiones. La angiotensina |l
afecta los rifiones, la corteza suprarrenal, las arteriolas y el cerebro al unirse a
los receptores de angiotensina tipo | y Il, esto genera una vasodilatacion gracias
a la generacion de oxido nitrico. La angiotensina Il al actuar sobre la corteza
suprarrenal estimula la liberacion de aldosterona, esta hormona afecta la
reabsorcion de sodio y la excrecion de potasio en el tubulo distal y el conducto
colector de la nefrona, dando como resultado la retencién de sal sin la pérdida de

potasio (Figura 3) (Fountain y Lappin, 2017).
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Figura 3. Sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Fountain y Lappin, 2017).

2.1.4.3.1 Moléculas con capacidad de union a ECA

Los inhibidores de la ECA disminuyen la presion arterial en persona con
hipertensién, su mecanismo de accién es bloguear la enzima e inhibir la
conversion de angiotensina | a angiotensina Il; esto aumenta la natriuresis,
reduce la presion arterial y evita la remodelacion del musculo liso y los miocitos
cardiacos. Existen 10 medicamentos orales inhibidores de ECA que han sido
aprobados por la FDA (Benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril
moexipril, perindopril., quinapril, ramipril y trandolapril), sin embargo, existe el
riesgo de presentar efectos adversos al consumir estos medicamentos, desde
dolo de cabeza, debilidad y mareos, hasta efectos secundarios graves como
hinchazén, reaccion alérgica o ictericia (Herma et al., 2022).
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La evidencia sugiere una amplia variedad de péptidos de origen vegetal
relacionados a una inhibicion de la ECA. Los péptidos inhibidores de la ECA son
generalmente péptidos de cadena corta con 2 a 12 aminoacidos, contienen
aminoacidos altamente acidos (Asp y Glu) que pueden causar una carga neta
negativa. La interaccion de péptidos cargados negativamente con ACE quela
atomos de zinc, que son necesarios para la actividad enzimatica. Los péptidos
inhibidores de la ECA generalmente consisten en residuos de aminoacidos

especificos en el extremo C y/o el extremo N (Daskaya-Dikmen, et al., 2017).

Los hidrolizados de proteinas vegetales han demostrado generar péptidos con
capacidad inhibitoria de ECA, dipéptidos, tripéptidos y pentapéptidos resultantes
de la hidrdlisis de chicharo, camote, espinaca, proteina de arroz, soya y canola
mostraron valores de IC50 desde 0.03uM hasta 746.4 uM en estudios in vitro. La
actividad inhibitoria de los diferentes péptidos que se unen a la ECA esta
influenciada por los residuos presentes en C-terminal, los aminoacidos de cadena
ramificada o los hidréfobos muestran mayor afinidad a la enzima (Nishitkumar et
al., 2022).

Los péptidos de residuos de café han sido evaluados para comprobar su
capacidad de inhibicion de ECA. En el estudio de Ramirez et al., (2021) se evalu6
la capacidad inhibitoria de ECA de péptidos de SCG en un modelo in silico,
mediante el programa BIOPEP, se determind una posible inhibicion de los
péptidos YGF, RMYRY y GMCC sobre ECA.

En el estudio de Valdés et al., (2020) los péptidos provenientes de la hidrdlisis de
residuos de café tostado medio (GGSMG, GVMDFQ, LDPIEF, GGGDL, YEAWL,
DAHIPPG, DPHFGQPAVE, FGMNSLS, FPCDGP, GPVNIAY, GMAST vy
LGMAST), mostraron la mayor capacidad inhibitoria de ECA, comparado con el
nivel de tostado ligero y oscuro, una concentracion de 2.5 mg/mL de proteina de
SCG hidrolizada con alcalasa, inhibe en un 88.4% la ECA.

Por otro lado, Ribeiro et al., (2021) realizé una secuenciacion de péptidos a partir

de proteina hidrolizada de SCG mediante enzimas gastrointestinales (pepsina y
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pancreatina), los péptidos secuenciados fueron sometidos a un andlisis in silico
sobre ECA, donde los péptidos PGF, PQPR, AGN, APH, ADAF y PSEAGL
mostraron caracteristicas como inhibidores competitivos de ECA. Posteriormente
se realizd una inhibicién in vitro de ECA, donde la proteina digerida de SCG
mostro un IC50 de 0.27 mg/mL, esta inhibicion se muestra 9 veces mayor que la
realizada con SCG sin digerir, con esto podemos predecir la bioactividad de los

péptidos de SCG resultantes de la digestion gastrointestinal.

Durante las ultimas décadas, péptidos bioactivos de origen vegetal han sido
estudiados por ser potenciales alternativas naturales o complementos de los
medicamentos sintéticos. Los péptidos bioactivos pueden ser liberados posterior
a la digestion gastrointestinal a partir de proteinas precursoras o pueden ser
sintetizados. Una vez liberados, han demostrado tener abundantes actividades
biolégicas que mejoran la salud humana y reducen el riesgo de enfermedades
cronicas. Gracias a su estructura, los péptidos pueden interactuar con los
aminoacidos del sitio catalitico de las enzimas involucradas en el desarrollo
diversas enfermedades, inhibiendo su accion (Vilcacundo, Villanluenga y

Hernandez-Ledezma, 2017).

Hasta el momento, los estudios relacionados con péptidos bioactivos de SCG, se
han centrado en la capacidad inhibitoria de ECA, mientras que no se han
realizado suficientes estudios que evallen su capacidad de inhibicion de en

proteinas involucradas en el SM (a-amilasa, a-glucosidasa, ECA y PPARY).
2.2. Coffea arabica L.
2.2.1 Caracteristicas biolégicas

El café se obtiene a partir de arboles o arbustos que crecen en la capa mas baja
de los bosques, pertenecientes a la familia botanica Rubiaceae, la cual cuenta
con 500 géneros y mas de 6,000 especies. En la tabla | se enlistan las especies

mas frecuentes. Las dos especies mas importantes de café desde el punto de
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vista econdémico son el Coffea arabica (café Arabica) que supone mas del 60%

de la produccion mundial y el Coffea canephora (café Robusta).

La planta de C. arabica es un arbusto grande con hojas ovaladas de color verde
oscuro. Es genéticamente diferente de otras especies de café, ya que tiene cuatro
juegos de cromosomas en lugar de dos. Los frutos son ovalados y maduran en
7-9 meses.; Por lo general, contienen dos semillas planas (los granos de café).
En comparacion con la variedad robusta, los arboles de C. arabica son
generalmente menos vigorosos, requieren un mayor costo de produccién y
producen granos que contienen aproximadamente la mitad de la cantidad de
cafeina (Batista et al., 2015).

A) @(D
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@
®

Figura 4. Anatomia de la cereza del café. A) Imagen real, B) Imagen grafica. 1: Corte central, 2:
Grano de café (endospermo), 3: Piel plateada (tegumento), 4: Pergamino (endocarpio), 5: capa

de pectina, 6: pulpa (mesocarpio) 7. Piel exterior (pericarpio). (Klingel, et al., 2010)

En la figura 4 se presenta la estructura de la cereza de café, la piel de la cereza
de café se llama pericarpio y es verde hasta que madura y se vuelve de color
rojo, amarillo, naranja o incluso rosa brillante, segun la variedad; debajo de la piel
de cada cereza hay una capa delgada que se denomina mesocarpio, también
conocida como pulpa; el mucilago es la capa interna de la pulpa; también hay

una capa de pectina debajo del mucilago, posteriormente se encuentra el
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endospermo, conocido como granos. Por lo general, hay dos granos en una
cereza de café, cada uno de ellos esta cubierto por una capa fina de epidermis
conocida como piel plateada y una cascarilla similar al papel, denominado

pergamino (endocarpio) (Klingel et al., 2020).
2.2.2 Produccion y consumo del café

El café crece idealmente a una temperatura de entre 18 a 22°C a una altitud de
entre 950 a 2000 m, siendo la altitud mas favorable entre 1300 y 1600 m. (Lépez-
Garcia et al., 2016; Patay et al., 2017). El cultivo y el tratamiento del café implican
los siguientes pasos: reduccidén de arboles; preparacién del suelo; plantacion;
tratamiento (correccion de suelos, fertilizacion, control de plagas y limpieza del
terreno manualmente o con herbicidas); recoleccion de frutas (la fruta madura
suele ser roja y, por lo tanto, se llama baya); tamizado para eliminar impurezas;
transporte; lavado para quitar pulpa y membranas; secado al sol, granos
rotatorios con rastrillo o secado mecanico mediante chorro de aire caliente;

separacién manual de granos; y almacenar en sacos (Batista et al., 2015).

Actualmente, aproximadamente 70 paises producen café y mas del 50% proviene
de Brasil, Colombia y Vietnam; la produccién de café se extiende por América
Central y del Sur, Africa y Asia, lo que da lugar a un total de aproximadamente
11 millones de hectdreas de plantaciones y un rendimiento anual de
aproximadamente 6 millones de toneladas de café verde. C. arabica L se cultiva
a menudo en plantaciones a gran escala y también en pequefias explotaciones

agricolas (Patay et al., 2017)

México es el onceavo productor mundial de café, el café Coffea arabica L. se
cultiva en regiones que poseen el clima adecuado para su crecimiento y la
mayoria de su produccion se realiza por productores locales en pequefias
parcelas y escaso capital (LOpez-Garcia et al., 2016; Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural [SADER], 2018). En México, el principal periodo de cosecha de
café es de enero a marzo y su principal produccién se realiza en el estado de

Chiapas con un 41% de la produccion total, seguido por Veracruz (24%) y Puebla
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(15.3%), donde se producen principalmente las variedades de Coffea arabica L.
Typica, Garnica, Bourbon y Caturra (Lopez-Garcia et al., 2016; Melquiades
Hernandez-Solabac et al., 2011; SADER, 2018).

En México se consumen aproximadamente 80,300 toneladas de cafe, tomando
en cuenta el café vendido al publico general para consumo personal o en el
hogar, a negocios y a instituciones formales. El café soluble representa el 54.2%
de consumo, seguido del café molido con un 40.5% y por ultimo el café en grano
con un 5.3% (AMECAFE, 2017).

2.2.3 Subproductos del café

La produccién de café en México y su consumo generan una importante cantidad
de subproductos que son desechados en vertederos. Dentro de su produccion
agricola los subproductos de café representan el 80% del volumen total. La
industria del café genera alrededor de 2 mil millones de toneladas de desechos
agricolas, que representan un alto peligro de contaminacién ambiental. Pulpa de
café, cascarilla, piel plateada, cascara, y los residuos de café son los

subproductos comunes del café (Figura 5) (Klingel et al., 2020).

Planta de café

Flores Hojas Cereza? de Ramas Madera

café
I
[ I I 1
Céscara Grano?. de Pulpa de cafe Pergamino
café
Café tostado Piel plateada
Residuos de
cafe (SCG)

Figura 5. Subproductos relacionados con la produccion de café
(Klingel et al., 2020).
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Se estima que, del total de café preparado, alrededor del 90% no se utiliza y
termina como residuo, denominado “residuos de café” (SCG por sus siglas en
inglés) (Kourmentza et al., 2018). Los SCG se forman durante la extraccion de
café en polvo con agua caliente para producir una bebida de café y durante la
produccion de preparaciones de café instantaneo, en este caso, por cada kg de

café instantaneo, se producen 2 kg de SCG (Klingel et al., 2020).

Las practicas habituales para el tratamiento de los desechos alimentarios incluian
SuU Uso como pienso, la produccién de composta y su disposicion en vertederos,
sin embargo, este ultimo representa un impacto ambiental significativo, por lo que
la industria alimentaria debe de buscar alternativas para estos residuos
(Kourmentza et al., 2018; Kovalcik et al., 2018). Actualmente, los SCG se utilizan
para la elaboracion de diversos productos como bio-syngas, electricidad,
composta, biodiesel, y precursor en la produccion de carbon activado y productos
para la alimentacién de animales (Kourmentza et al., 2018; Valdés et al., 2020).
Sin embargo, se ha propuesto su revalorizacion dentro de la industria alimentaria,

debido a sus caracteristicas nutricionales.

2.2.3.1 Uso de los SCG en productos alimentarios

Actualmente existen propuestas para la utilizacion de este compuesto dentro de
la industria alimentaria, por ejemplo, después de secar los SCG, la posterior
extraccion del aceite de café con CO:2 supercritico y la esterilizacion, se produce
una “harina de café”, que es altamente fibrosa, rica en proteinas y libre de gluten.
Esta disefiado para usarse como un ingrediente alimentario novedoso en recetas
dulces y saladas, productos de panaderia, confiteria y bocadillos (Klingel et al.,
2020; Martinez-Saez et al., 2017).

Martinez-Saez et al. (2017), propone que los SCG se pueden utilizar
directamente como ingrediente alimentario en alimentos sélidos sin afectar la
preparacion convencional de los alimentos y la calidad final del producto. Para
esto elaboré diversas galletas con diversas concentraciones de fibra dietética

insoluble antioxidante extraida de los SCG. Estas formulaciones alimentarias
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pueden estar destinadas a personas con una ingesta energética reducida y

necesidades particulares.

Por otro lado, Aguilar-Raymundo et al. (2019) analizé la capacidad antioxidante
y la aceptacion sensorial de galletas a las que se les afiadio de entre 17% a 25%
de harina de SCG, demostrando un aumento de capacidad antioxidante y tenia
buena aceptacién por el publico. Esto permite obtener un producto que podria
considerarse fuente de fibra dietética y aceptable que representa una alternativa

para valorar los subproductos del café y reducir su impacto ambiental.

Por lo tanto, la composicion nutricional de los SCG podria aprovecharse para
adicionar a diversos alimentos, utilizarlo como base para la elaboracién de
alternativas saludables de otros productos (ej. harinas) o extraer sus compuestos
bioactivos que se pueden afadir a alimentos para mejorar su composicion
nutricional y potencialmente tener un efecto preventivo o paliativo contra alguna

enfermedad.
2.2.3.2 Composicién nutricional de los SCG

Los SCG son ricos en polisacéaridos y fibra, lipidos, asi como en proteinas.
Respecto a carbohidratos, las melanoidinas pueden ser los compuestos tipo
carbohidratos predominantes, mientras que la glucosa y el almidon resistente,
son componentes menores. Los SCG contienen cerca del 45% de azucares
polimerizados en estructuras de celulosa y hemicelulosa, de los cuales el 47% le
corresponde a manosa, 30% a galactosa, 19% a glucosa y 4% a arabinosa

(Campos-Vega et al., 2015).

Los SCG contienen fraccién lipidica en una proporcién de 10 - 15%, donde los
principales lipidos presentes son el acido linoleico, el &cido palmitico, el acido

oleico y el &cido estearico (Ali et al., 2018).

Durante el proceso de tostado del café, se genera una fragmentacion y
polimerizacion de las proteinas con azucares y alcaloides, generando
melanoidinas, a mayor nivel de tostado, es mayor el contenido de melanoidinas
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en los residuos de café. A su vez, presenta compuestos antioxidantes como
compuestos fendlicos y otros compuestos nitrogenados no proteicos como la
cafeina (Valdés et al.,, 2020). Los principales compuestos fenolicos en los
residuos de SCG son similares a los que se obtienen en las infusiones de café,
siendo los acidos clorogénicos como los &acidos cafeoilquinicos, acidos
dicafeoilquinico, &acidos feruloilquinicos, lactonas de &cido cafeoilquinico,
lactonas de acido feruloilquinico y acidos p-cumaroilquinicos, los mas
abundantes, sin embargo, la concentraciéon de estos compuestos, depende del
proceso de preparacion y tostado; algunos elementos se incorporan a
melanoidinas, las cuales se forman durante el proceso de tostado de café
(Campos-Vega et al., 2015; Valdés et al., 2020).

Respecto al contenido de proteina en los SCG, este varia entre 10% a un 17%;
aunque este contenido puede estar sobreestimado debido a la presencia de otras
sustancias nitrogenadas. Al comparar el contenido de proteina de SCG con otras
fuentes vegetales ricas en proteina como la soya, se tiene que los SCG tienen
niveles similares o mas altos de los aminoacidos leucina, valina, fenilalanina e

isoleucina (Campos-Vega et al., 2015).

En la tabla Il, se encuentra el perfil de aminoacidos presente en los SCG, donde
se puede ver que presentan un aporte importante de aminoacidos esenciales, los
amino&cidos de mayor presencia son valina, acido aspartico, la isoleucina y la
histidina (Martinez-Saez et al., 2017).
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Tabla Il. Contenido de aminoacidos en SCG

Aminoéacidos Presencia en proteina de café (%)
Aminoéacidos esenciales 42
Alanina (Ala) 2.3
Acido aspartico (Asp) 5.1
Acido glutamico (Glu) 4.1
Glicina (Gly) 2.7
Leucina (Leu) 2.5
Threonina (Thr) 4.7
Valina (Val) 6.0
Isoleucina (lle) 5.3
Histidina (His) 5.3
Prolina (Pro) 2.7

(Martinez-Saez et al., 2017).

Se debe tomar en cuenta que el contenido de proteina y péptidos presentes en
los SCG puede variar dependiendo del nivel de tostado de café. Esto es
importante al momento de determinar el café utilizado para la obtencion de
proteinas, ya que, a mayor nivel de tostado, sera mayor la cantidad de
melanoidinas presentes en el mismo a las cuales se les puede unir las proteinas

de café disminuyendo asi su biodisponibilidad (Valdés et al., 2020).

El efecto fisiolégico de las proteinas se puede predecir al analizar su perfil de
aminoacidos, por ejemplo, existe una presencia alta de la relacion lisina/arginina
en los SCG, lo cual es un determinante de los efectos colesterolemiantes vy
aterogénicos. Ademas, la proteina presente en SCG también es una excelente
fuente de arginina, glutamina e histidina, los tres aminoacidos conocidos por
tener fuertes efectos sobre las funciones inmunes del cuerpo. El alto contenido
de cisteina y metionina de algunas proteinas SCG puede aumentar los niveles
de antioxidantes del cuerpo, estabilizando potencialmente el ADN durante la
division celular y reduciendo el riesgo de ciertas formas de cancer de colon. El
contenido de aminoacidos hidrofobicos de los SCG (leucina, valina, isoleucina,
prolina y alanina) puede relacionarse con inactivacion de receptores como
PPARYy (Campos-Vega et al., 2015; Oseguera et al., 2016).
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Como se mencioné anteriormente, los péptidos de SCG han sido poco
estudiados, los principales estudios in silico e in vitro exhiben potenciales
actividades asociadas a aminorar factores involucrados en SM; como inhibicion
de la ECA (Enzima convertidora de angiotensina) y de la dipeptidil peptidasa-IV
(DPP-IV). Algunos de los péptidos encontrados con esta posible bioactividad, se

obtuvieron de la globulina de almacenamiento 11S presente en los SCG.
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3. Planteamiento del problema

El sindrome metabdlico es un conjunto de factores de riesgo metabdlico,
caracterizados por obesidad abdominal, dislipidemia, bajos niveles de cHDL,
hipertension y resistencia a la insulina; es un problema prevalente en México, ya
gue en el aflo 2018 el 56% de la poblacion adulta mexicana presentaba SM.
Existen diversas proteinas que han sido utilizados como dianas farmacolégicas
para tratar las afecciones del SM entre ellas las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa, relacionadas con los niveles de glucosa postprandial, el receptor
PPARYy involucrado en la adipogénesis y por consecuente, el aumento de tejido
adiposo; y la enzima convertidora de angiotensina involucrada en la regulacion
de la presion arterial. Se han estudiado compuestos bioactivos y péptidos de
fuentes vegetales con una posible interaccidén sobre las proteinas involucradas
en el SM.

Una fuente vegetal propuesta de compuestos bioactivos son los residuos de café.
El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo, al afio se consumen
6 millones de toneladas de café, donde México representa el 7mo productor
mundial de café, sin embargo, 90% del grano de café no se utiliza y termina como
residuo SCG, lo que implica un implica un impacto medioambiental importante y
un desecho de compuestos potencialmente bioactivos presentes en los SCG, por
lo que se plantea la revalorizacion del subproducto. Las proteinas representan

una fraccioén del 10 al 17% que no ha sido suficientemente investigada.

Compuestos bioactivos de residuos de café han demostrado interaccion con las
proteinas involucradas en el SM. Los estudios sobre péptidos de proteina de SCG
hidrolizada han demostrado una interaccion sobre la ECA, tanto en estudios in
silico como in vitro, sin embargo, no han sido estudiados con otras enzimas o

receptores.

Por lo anterior se propone el estudio de la fraccion hidrolizada mediante digestion
in silico e in vitro, sobre las proteinas relacionadas con el SM a-amilasa, a-
glucosidasa, PPARy y ECA.
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4. Justificacion

Debido a que existe una fuerte prevalencia en México de sindrome metabdlico
se buscan alternativas presentes en compuestos vegetales que ayuden a
disminuir las afecciones relacionadas y que no ocasionen efectos secundarios.
Péptidos bioactivos de fuentes vegetales han sido estudiados y se han
relacionado con una posible inhibicion del proceso de adipogénesis, mediante la
unién al receptor PPARYy en tejido adiposo, actian como reguladores de los
niveles de glucosa postprandial, mediante la inhibicion de a-amilasa y a-
glucosidasa y regulan el sistema renina angiotensina aldosterona mediante la
inhibicion de la ECA, disminuyendo la presion arterial. Estos efectos han sido

estudiados mediante métodos in silico como in vitro.

Los residuos de café (SCG) son un subproducto de la industria alimentaria con
un importante perfil nutricional. Se han caracterizado péptidos de la fraccion
proteina de SCG resultantes de diversos procesos de hidrélisis que han mostrado
bioactividad in silico como in vitro sobre la enzima convertidora de angiotensina.
Esta bioactividad se atribuye a su perfil de aminoacidos, donde aquellos péptidos
con residuos hidrofébicos se relacionan con una mayor bioactividad, esta
caracteristica esta presente en los péptidos de fuentes vegetales que muestran
interacciéon con a-amilasa, a-glucosidasa y PPARY, por lo que se propone que los
péptidos hidrofébicos presentes en SCG hidrolizado con enzimas
gastrointestinales, inhiben la actividad de proteinas relacionadas con sindrome

metabdlico.
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5. Hipotesis

Los péptidos de residuos de café tienen actividad inhibitoria de proteinas

relacionadas con el sindrome metabdlico.

6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la digestibilidad proteica de residuos de café y el potencial de sus

péptidos bioactivos para el manejo del sindrome metabdlico
Objetivos especificos

1. Analizar la digestibilidad y bioaccesibilidad in vitro de la proteina residuos
de café

2. Determinar la actividad inhibitoria in vitro de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa de los péptidos de residuos de café.

3. Analizar in silico la bioactividad predictiva de los péptidos de residuos de

café, asi como su actividad ligando-receptor con PPARYy.
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7. Metodologia

7.1 Diseio del estudio

El estudio es de tipo descriptivo, analitico y transversal.

7.2 Esquema general de trabajo

En la figura 5, se presenta el esqguema general de la investigacién. La
metodologia del proceso digestivo in vitro utilizada en esta investigacion esta
basada en el estudio Lopez-Ibarra (2018), mientras que, el procedimiento in silico
esta basado en el estudio de Ruiz-Lépez (2020). Se partio de café molido (Coffea
arabica L.), de tostado medio, mediante filtracion con agua a 92°C en proporcion
1:20. Para posteriormente recuperar los SCG. Se realiz6é un analisis proximal de
los compuestos presentes en los mismos. Los SCG fueron desgrasados y se le
extrajeron los compuestos fendlicos, a la harina resultante se le realizé una
digestion gastrointestinal in vitro basada en el protocolo estandarizado
INFOGEST (Brodkorb et al., 2019) que simula las fases oral, gastrica e intestinal
con enzimas pepsina, pancreatina y bilis; se simula la permeacion del epitelio
intestinal con una membrana de celulosa. Esta digestion in vitro dio como
resultado las fracciones No digerible (ND), No bioaccesible (NBA) y Bioaccesible
(BA) de SCG, estas fracciones fueron evaluadas para medir la digestibilidad,
bioaccesibilidad y se les realiz6 electroforesis (SDS-Page) para identificar el peso
molecular de las proteinas digeridas de SCG. Se evalué su capacidad para inhibir
a-amilasa y a-glucosidasa in vitro de la fraccion bioaccesible resultante de la
digestion de SCG. Por ultimo, se realiz6 el andlisis in silico donde se determind
la secuencia de aminoacidos de las proteinas y péptidos presentes en SCG
mediante bases de datos de proteinas (RSCB PDB y UniProt), se realiz6 un
proceso proteolitico en BIOPEP-UWM con enzimas gastrointestinales (pepsina,
tripsina y quimotripsina) (Minkiewicz, Iwaniak y Darewicz, 2019). Se utilizaron los
péptidos hidrolizados con una longitud de 2 a 5 aminoacidos para la medicion de
afinidad con el receptor PPARY. Posteriormente, los péptidos con un valor de
afinidad menor -160 puntos de vinculaciéon se consideraron como moléculas con

alta afinidad, por lo que, se utilizaron para el analisis de ligando-receptor PPARy
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en autodock tool (ADT 4.0). Finalmente, se evalud la Absorcion, Distribucion,
Metabolismo, Excrecién / Eliminacién y Toxicidad de los péptidos seleccionados
mediante el programa SwissADME, los resultados se compararon con el farmaco

Risoglitazona para comparar la capacidad del péptido de llegar al sitio activo del
receptor.
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Figura 6. Esquema general de investigacion. SCG: Residuos de café (Spend Coffee Grounds) ND: Fraccion no digerible. NBA: Fraccion

no bioaccesible, BA: Fraccion Bioaccesible. ADME: Absorcién Digestion, Metabolismo y Excrecio
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7.3 Materiales y equipos

En la tabla Il se describen los materiales y equipos utilizados en las diferentes

técnicas y procedimientos que se llevaron a cabo para lograr los objetivos

planteados en la metodologia

Tabla Ill. Material, equipo y reactivos utilizados en la elaboracion de la presente

investigacion.

Materiales
¢ Vasos de precipitado o Espatulas metélicas
e Matraces Erlenmeyer e Agitadores magnéticos
e Probetas 10, 50, 100 y 1000 mL e Crisoles de porcelana
e Tubos de plastico con tapa 15y 50 mL e Desecador de vidrio
e Puntas de micropipeta e Embudo
e Tubos de ensayo e Charolas de aluminio
e Frascos de vidrio con tapa e Placa de 96 pocillos
Equipo
e Molino manual (IKA A1l basics) ¢ Liofilizadora FreeZone 775002
e Horno Felisa FE-292D ¢ Refrigerador (-80°C, -20°C, 4°C)
e Extractor-Goldfish LABCONCO e Bafo de agua caliente
o Agitador Vortex VX-200-LABNET e Potenciometro HANNA
e Placas de calentamiento Thermo Scientific | ¢ Mufla FE-363

Cimarec 588850100 e LECO FP-528

[ ]

Céamara de electroforesis vertical Mini-
PROTEAN Bio-Rad
Incubadora con agitador orbital (1575

Sheldon Manufacturing
Campana de flujo laminar nivel 2 (AirClean
® Systems)

Espectrofotémetro Cytation 5 imaging reades
BioTek

Centrifuga (Hermle Labortechnik Z 216 MK)
Espectrofotometro  Thermo  Scientific™
NanoDrop™ 2000/2000c

Reactivos

a-amilasa (EC3.2.1.1)

a-glucosidasa (EC 3.2.1.20)
B-mercaptoetanol reactivo de pureza de
electroforesis

Acarbosa

Acido acético glacial

Acido clorhidrico

Acido dinitrosalicilico

Acrilamida 99.9%reactivo de pureza de
electroforesis

Alcohol metilico

Almidén

Azul de bromofenol reactivo de pureza de
electroforesis

Benchmark™ Protein Ladder.

Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

Bis (N, N' — Methylene — bis — acrylamide)
Cloruro de calcio (CacCly)

Cloruro de hexahidratado
((MgCl»(H20)6)

Cloruro de potasio (KCI)

magnesio

o Cloruro de sodio (NacCl)

Duodecilsulfato de sodio (SDS) reactivo de
pureza de electroforesis.

Extracto de bilis de origen porcino

Glicerol grado de biologia molecular
Hidroxido de sodio (NaOH).
p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido

Pancreatina de origen porcino

Pepsina de mucosa gastrica en polvo.
Persulfato de amonio grado de biologia
Polvo de tincién de proteina Comassie Brillian
Blue G-250

Tartrato de sodio-potasio.
Tetrametiletilendiamina (TEMED) reactivo de
pureza de electroforesis.

Tris Base, grado de biologia molecular.
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7.4 Procedimiento

7.4.1. Obtencién de los SCG

Se utilizo café (Coffea arabica L.) molienda fina, tostado medio, el cual se prepar6
en cafetera convencional a una concentracion de 50g de café por 1000 mL de
agua, por 5 minutos a 92°C (Jiménez-Zamora et al., 2015). Los SCG generados
se secaron en un horno a 103 £ 2 ° hasta peso constante, (Valdés et al., 2020),

posteriormente se molieron y tamizaron a 500 pym.

7.5 Andlisis proximal de SCG

El andlisis proximal de las muestras se realiz6 de acuerdo con los métodos
oficiales de la Association Official Analytical Chemist (AOAC). El contenido de

carbohidratos (extracto libre de nitrégeno) se obtuvo por diferencia.

7.5.1 Determinacién de humedad (AOAC 14.003)

El contenido de humedad se determiné utilizando el método gravimétrico basado
en el secado de la muestra en un horno marca Felisa (FE-292D) a 100°C y la

diferencia de peso entre el material seco y humedo (AOAC, 1980Db).

Contenido de humedad (%) = ((A-B) /(A-C))x 100
Donde: A es la masa de la capsula con muestra antes del secado, en gramos; B
es la masa de la c4psula con la muestra desecada, en gramos; C es la masa de

la capsula vacia, en gramos.

7.5.2 Determinacion de Cenizas (AOAC 14.006)

Se utilizé el método de calcinacion empleando una mufla marca Felisa (FE-363)
a 500 °C, de acuerdo con la siguiente ecuacién se calculé el porcentaje de
cenizas (AOAC, 1990a):

% cenizas = CC-C/wx 100
Donde: CC es el peso inicial del crisol con muestra; C es el peso del crisol con la

muestra calcinada; w es el peso de la muestra.

35



7.5.3 Determinacién de proteinas (AOAC 968.06)

La determinacién del contenido de proteina se realiz6 bajo el mismo proceso que
el paso 7.6.2 mencionado en el presente documento, se realiz6 mediante el
método de Dumas utilizando el equipo LECO (FP-528), partiendo de una muestra
de SCG.

7.5.4 Determinacion de lipidos (AOAC 7.056)

El contenido de lipidos se determiné con el método de Goldfish. Se utilizé éter
etilico como disolvente y el extractor Goldfish de la marca LABCONCO modelo
35001, la muestra se mantuvo en reflujo constante durante 4 horas,
posteriormente el disolvente y el extracto se separd por destilacién. Los vasos
con extracto se secaron en estufa a 100 °C, y 24 horas después se pesaron para

determinar la cantidad de lipidos contenida en la muestra (AOAC, 1980a).

7.5.5 Determinacién de fibra cruda (AOAC 962.09)

La fibra cruda contenida en las muestras se calculéo mediante la pérdida de masa
después de la incineracién del residuo organico que queda al finalizar la etapa
de digestion, en la cual se utilizaron soluciones de acido sulfurico (H2S04, 0.255
N) e hidréxido de sodio (NaOH, 0.313 N) (AOAC, 1990b).

7.5.6 Determinacion de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos (extracto libre de nitrégeno) se obtuvo por

diferencia, tal como se muestra en la siguiente ecuacion (FAO, 1993):

Extracto libre de nitrégeno (%) = 100 - (4+B+C+D+E)
Donde: A es el contenido de humedad (%); B es el contenido de proteina cruda
(%); C es el contenido de lipidos crudos (%); D es el contenido de fibra cruda (%);

E es el contenido de cenizas (%)
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7.6 Determinacién del concentrado proteico

7.6.1 Extraccion del concentrado proteico

Se realizd previamente la eliminacion de otros componentes que podrian
intervenir en la recuperacion de un mayor concentrado proteico, como los lipidos,

polifenoles y carbohidratos, mediante los métodos descritos a continuacion

7.6.1.1 Extraccion de lipidos

Se parti6 de SCG molido el cual se secd a 100°C hasta peso constante, se
mezclé con hexano en proporcion 1-10. Posteriormente se mantuvo en agitaciéon
constante a 20°C por 16 h, se filtré la muestra utilizando una bomba de vacio, se

descarto el hexano y se recuperé el SCG ya desgrasado (Ramirez et al., 2021).

7.6.1.2 Extraccion de polifenoles

A la muestra previamente desgrasada se le agregd metanol al 80% (v:v) en
proporcion 1-10 (p/v). Se colocd bajo ultrasonido por 20 minutos a 40% amplitud,
se filtr6 al vacio con bomba de extraccion para recuperar la harina de SCG sin
polifenoles (Okur, 2019). Los SCG resultantes de este proceso se secaron en
horno para eliminar la humedad a 100°C por 2 horas, los SCG resultantes estan

desgrasados y sin polifenoles.

7.6.1.3. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas se utilizé sulfito de sodio (Na2S0Os3) al 0.25% en
una proporcion 1-10 (p/v) con la harina desgrasada y sin polifenoles y se ajusto
el pH a 8 con NaOH al 6M, en esta fase se solubilizaron las proteinas en un medio
alcalino, se colocé en agitacion por 24 horas a 250 rpm. Posteriormente, se
centrifugaron a 135209 por 20 minutos a 22°C, se recupero el sobrenadante y se
ajusto el pH a 4.25 (punto isoeléctrico de las proteinas de SCG) con HCI 3M para
promover la precipitacion de las proteinas en el medio acido. Se centrifugd a
13520 g, 4°C por 20 minutos y se recupero el sedimento (Samsalee, 2021; Ayala-
Rodriguez et al., 2022).

37



7.6.2 Cuantificacion de proteinas

Se realiz6 mediante el método de Dumas utilizando el equipo LECO (FP-528). A
partir de la combustion de la muestra en presencia de oxigeno (Oz) a 950 °C, la
muestra se descompuso en gases Yy cenizas. Los gases resultantes de la
combustion fueron arrastrados por el flujo de oxigeno y desplazados
posteriormente por Helio (He) para eliminar los gases interferentes (Oxigeno
libre, diéxido de carbono (CO2) y agua (H20)). Luego de eliminar los gases
interferentes, el gas llegé a la celda de medicion de Nitrégeno (N2) que determiné
el contenido de N2 y se multiplico por el factor de conversion de proteina 7.9
identificado en los SCG (AOAC, 2005; Massaya; 2021).

7.6.3 Rendimiento del proceso de extraccion de proteina

El rendimiento de extraccion de proteina de los SCG se realiz6 por diferencia

empleando la siguiente ecuacion:

R = ad 100
Dénde: R es el rendimiento de extraccién de proteina (%); H son los gramos de

SCG,; E son los gramos de proteina extraida.

7.7 Digestion in vitro

La digestion in vitro estéatica (Figura 7) se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo
del consenso internacional estandarizado INFOGEST (Brodkorb et al., 2019) con
ligeras modificaciones. Este protocolo utiliza proporciones constantes de comida
a liquidos digestivos y un pH constante para cada paso de la digestion. Se
prepararon las soluciones para simular la concentracién de electrolitos en los
fluidos fisioldgicos de la digestion humana, fluido salival simulado (FSS), fluido
gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS). La digestion in vitro se
llevd a cabo por triplicado, con un blanco de enzimas digestivas (C+) y un control

sin enzimas igual a la muestra a tratar.: SCG tostado medio sin polifenoles. El
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proceso de incubacion se llevd a cabo en una incubadora a 37°C a 200 rpm (fase

gastrica) y 100 rpm (fase intestinal).

7.7.1 Fase oral

Para la obtencion de a-amilasa se recolecto saliva humana de un voluntario sano
gue no estuviera tomando antibidticos, con un ayuno de 5 horas, quien se lavo
los dientes y se enjuag6 la boca con agua purificada por 30 segundos, la saliva

recolectada fue diluida en FSS en proporcién 1:2 (Shu et al., 2018).

Se peso6 5 gramos de SCG tostado medio sin polifenoles (Seccion 7.5.1.2) en
tubos de 50 mL, se agregé suficiente saliva para llegar a una consistencia de
pastosa similar a la pasta de tomate, se utilizaron 8 ml de saliva. Se colocé en

bafio de agua a 37°C durante 5 minutos.

7.7.2 Fase gastrica

Una vez finalizada la incubacién de 5 minutos, se agregaron 13 ml FGS (1:1 v/v),
se ajusto pH a 3 con 500 ul de HCL 3M, se agreg6 16 mg/mL de pepsina (=400

unidades / mg pt.) y se coloco en agitaciéon a 200 rpm durante 2 horas a 37°C.

7.7.3 Fase intestinal.

Al contenido de la fase gastrica se ajusto el pH a 7 con NaOH 3M, se agrego 2
mg/mL (4 x USP) de pancreatina y 200 mg de bilis, fue colocado en una
membrana tubular para didlisis de celulosa de 14 kDa (D9652, Sigma-Aldrich),
basado en el método descrito por Cianciosi et al, (2020) para simular un modelo
simplificado de la barrera epitelial. La membrana de dialisis con el bolo resultante
de la fase gastrica fue suspendida en FIS en proporcion 1:2 (v/v), se coloc6 en

agitacion durante 2 h a 37°C a 100 rpm.

El FIS resultante de la fase intestinal fue considerado como la fase bioaccesible,
donde estaran suspendidas aquellas moléculas capaces de atravesar la
membrana de manera pasiva con un peso <14 kDa. El bolo interior en la

membrana de celulosa fue centrifugado a 10,000 rpm, durante 20 min, el liquido
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decantado se recolectd como la fase no bioaccesible y la fraccion sélida se

recolecté como la fase no digerible, las 3 fases fueron almacenadas a -20°C.

Fase oral. 2 min

Saliva humana " U

Fase gastrica. 2 h
Pepsina
pH 3

v

Faseintestinal. 2h &= &

Pancreatina, Bilis i -
' pH7 | il Membrana de
@be Bioaccesible.2h | W@ 9 celulosa 12 kDa
FIS - -

Figura 7. Proceso de simulacion de digestion gastrointestinal in vitro basado en el protocolo
estandarizado INFOGEST. Se realizo la fase oral por triplicado partiendo con 5 g de SCG
tostado medio, se agregé saliva humada diluida 1:2 (v/v) en FSS, se colocé a 37°C por 5

minutos, para la fase gastrica se agreg6 1:1 (v/v) FGS y pepsina (16 mg/mL). Se ajust6 pH a 3,
se coloc6 a 37°C por 2 h, para la fase intestinal se colocé el bolo en una membrana de dialisis
de celulosa de 14 kDa, con pancreatina y bilis a pH 7, se suspendi6 en FIS por 2h a 37°C.

En la tabla IV se clasifica la nomenclatura de cada fraccion obtenida durante el
proceso de digestidn, los controles negativos, que son aquellas fracciones que
fueron sometidas a digestion, pero sin la adicién de enzimas gastrointestinales,

se abrevian de la misma manera con la adiciéon de C- (ND C-, NBA C-, BA C-).
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Tabla IV. Clasificacion de las fracciones obtenidas mediante la digestion

Fraccion Abreviacion Obtencién
Fase solida al interior de la membrana de
celulosa que fue recuperada después de la
No digerible ND centrifugacién. Contiene compuestos que no
fueron afectados por las enzimas digestivas o
aquellos compuestos insolubles.
Fase liquida solida al interior de la membrana
de celulosa que fue recuperada después de la
centrifugacién. Contiene compuestos que

No bioaccesible NBA . ; L ;
sufrieron digestion por las enzimas
gastrointestinales o son solubles, pero con un
peso molecular mayor a 14 kDa.
Fase exterior a la membrana de celulosa.
Bioaccesible BA Contiene aquellos compuestos que sufrieron

digestion por las enzimas gastrointestinales y
son solubles, con un peso moléculas < 14 kDa.
Fracciones obtenidas de la digestion in vitro con enzimas gastrointestinales.

Es importante aclarar la utilizacion de conceptos como digestibilidad y
bioaccesibilidad, en este caso, tomamos la definicion de digestibilidad de
Lawrence, et al, (2020) que representa la diferencia entre la cantidad de alimento
ingerido y la cantidad de heces producidas. En este caso la fraccion ND
representa las heces o el desecho, ya que no ha sufrido suficiente degradacién
enzimatica, entonces se tomo como digestibilidad a la fraccion NBA y BA en
conjunto. Por otro lado, la bioaccesibilidad se define como la fraccién de un
biocomponente ingerido que se vuelve accesible para la absorcion a través del
epitelio del tracto gastrointestinal (Dima et al., 2020). La fraccion BA representa
aquellos compuestos con un peso < 14 kDa, que son capaces de atravesar el
epitelio gastrointestinal de manera pasiva, por lo que se toman como compuestos

accesibles para la absorcion.

7.7.4. Determinacion del porcentaje de proteina digerida

La determinacion del contenido de proteina se realiz6 mediante cuantificacion a
205 nm con el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), a la
muestra inicial sin digestién en una dilucion similar a la dilucién final después de
la digestion (5g/51mL), al contenido de la fraccion NBA (liquido recolectado

posterior a la centrifugacion del bolo interno de la membrana de dialisis). El
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contenido de proteina de la fraccion ND (la fraccion sdlida resultante de la
centrifugacion del bolo interno a la membrana) se determiné mediante diferencia.

El porcentaje de proteina digerida se calculé mediante la siguiente ecuacion:

pt0 x ptl

PD (%) = 100
(%) x pt0

Donde:
PD es la proteina digerida; Ptl es el contenido proteico de la muestra después

de la fase intestinal; PtO es el contenido proteico de la muestra en el tiempo 0.

7.7.5 Determinacion de la bioaccesibilidad de las proteinas

La cuantificacion del contenido de proteina (mg/mL) se realiz6 a la muestra
liguida al exterior de la membrana de didlisis, mediante espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se considera al contenido de este liquido
como aquella fraccién que tiene la capacidad de atravesar la barrera intestinal de
manera pasiva, por lo cual se denomina “fraccién bioaccesible (BA)”. El
porcentaje de la BA se calcul6 mediante la siguiente formula:

Ptd (mg/mL)
X Pti (mg/mL)

Donde: FB (%) es la fraccion bioaccesible en porcentaje; Ptd es la proteina

FB (%) = 100

dializada; Pti es el contenido proteico de la muestra en el tiempo O.

7.7.6 Electroforesis SDS-PAGE

El perfil de proteinas de las fracciones resultantes de la digestién de SCG, ND,
NBA y BA se analiz6 mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Siguiendo el método propuesto por Laemmli (1970)
con algunas modificaciones de Camacho-Espinoza et al., (2010) y Ribeiro et al,
(2021). Los reactivos y soluciones se prepararon segun el manual Bio-Rad
Laboratories (2014). El gel utilizado, fue elaborado a un espesor de 0.75 mm, con
una concentracion de 4% para el gel de apilamiento y 15 % para el gel de

resolucién. La muestra se diluyo a 2% p/v en buffer de muestra (5.24% agua
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desionizada, 1.25% Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS 10%, 2% glicerol, 0.5% pB-
mercaptoetanol, 0.001% azul de comassie) que fue calentada a 95°C durante 5
minutos y posteriormente se cargaron1l0 uL en el gel. Como marcador de peso
molecular se emplearon 10 puL de BenchMark Protein Ladder. Las proteinas se
separaran en una cadmara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN (Bio-rad®) a
60 V hasta pasar el gel de apilamiento y posteriormente a 120 V hasta el término
del gel. El gel fue tefiido en solucidn de tincién (azul de Coomassie R-250 (0.1%),
metanol 40%, acido aceético glacial 10%) durante toda la noche y agitacion suave.
Para la revelacion de las bandas fue sumergido en solucion decolorante (45%
agua destilada, 5% acido acético glacial, 50% metanol) con agitacién suave hasta
gue desaparecio la tincion. Las imagenes del gel fueron documentadas utilizando

el software GelAnalyzer 19.1

7.8 Inhibicidon enzimatica

7.8.1 a-amilasa

La inhibicion enzimatica de a-amilasa (EC 3.2.1.1) se realiz6 basada en el
protocolo de Kwon et al, (2008), con ligeras modificaciones. La muestra utilizada
fue la fraccion BA resultante del proceso de digestion de SCG, a 250 uL de
muestra a una concentracién 0.1, 0.25 y 0.5 mg/mL diluida en buffer de sodio
fosfato (fosfato de sodio 20 mM con cloruro de sodio 6,7 mM, pH 6.9), se
agregaron 250 pL de a-amilasa (3U/mL) en buffer de sodio fosfato pH 6.9 y se
incubo a temperatura ambiente por 10 minutos, posteriormente se agregaron 250
ML de almidon al 1% en buffer de sodio fosfato y se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos, se anadié 500 pyL de solucion DNS (50% acido 3-5
dinitrosalicilico 96 mM y 20% tartrato de sodio-potasio 5.3 M preparado en NaOH
2M), se llevd por 5 minutos a agua hirviendo para inhibir la reaccion, se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se llevo a dilucién 1:1 para un volumen final de
2.5 mL. Se tomaron 200 pL de la reaccion anterior y se colocaron en una placa
de 96 pocillos por triplicado, se leyé la absorbancia a 540 nm en un
espectrofotometro. Se realizé curva de acarbosa bajo el mismo procedimiento,

se sustituy6 la muestra con acarbosa a 0.1, 0.25y 0.5 mM 0.1 mM como control
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positivo, ademas se realiz6 el control negativo sustituyendo la muestra con buffer

fosfato. Se agregaron 200 pL de buffer directamente a la placa como blanco.

7.8.2 a-glucosidasa

Se utilizé la misma muestra que en a-amilasa, la fraccion BA resultante del
proceso de digestién de SCG. A una placa de 96 pocillos se agregaron 50 pL de
muestra a una concentracion 0.1, 0.25 y 0.5 mg/mL en 0.1 M buffer fosfato pH
6.9y 100 yL de a-glucosidasa (EC 3.2.1.20 a 1U/mL en 0.1 m buffer pH 6.9), se
incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, se agregan 50 yL de 5 mM p-
nitrofenil-a-D-glucopiranosido (en buffer fosfato 0.1 M, pH 6.9), se incub6 durante
5 minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 405 nm, en un
espectrofotometro de microplaca PowerWave BioTek. Se realiz6 curva de
acarbosa bajo el mismo procedimiento sustituyendo la muestra con acarbosa a
0.1, 0.25y 0.5 mM y 0.1 mM como control positivo, ademas se realizé el control
negativo sustituyendo la muestra con bufer fosfato. Se agregaron 200 uL de

buffer fosfato 0.1M directamente a la placa como blanco.

7.8.3 Determinacién del porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicidon tanto de a-amilasa como de a-glucosidasa se calcul6

mediante la siguiente formula:

Abs control negativo — Abs de la muestra)

% de inhibicion = ( x 100

Abs control negativo
Para determinar el porcentaje relativo de acarbosa se utiliza la siguiente formula:

% relativo de acarbosa

100% )

o s gy s
= % de inhibicion de la muestra (% inhibicion control positivo
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7.9 Procedimiento de analisis in silico

El analisis in silico ha sido desarrollado en este trabajo para determinar los
péptidos bioactivos presentes en la proteina de café y evaluar su capacidad de
union de al receptor PPARYy, este protocolo esta basado en la informacién

reportada por Peredo-Lovillo et al., 2022, Selvaraj et al., 2014 y Gupta et al., 2017

7.9.1 Obtencién de secuencia de proteinas.

RSCB PDB Y UniProt

El Protein Data Bank (PDB) es el principal archivo global de estructuras
tridimensionales de macromoléculas biologicas (proteinas, ADN, ARN)
determinadas experimentalmente a nivel atdbmico con diversos centros de datos
regionales en el mundo (EE.UU., Japdn y Europa) que recopilan, anotan, validan
y difunden datos de PDB estandarizados al publico sin limitaciones de uso. El
banco de datos de proteinas RCSB PDB se basa en datos de PDB para permitir
la investigacion en la estructura y funcionalidad de las proteinas (Rose et al.,
2016).

La base de datos de UniProt consta de dos partes: una seccidon que contiene
registros anotados de forma totalmente manual resultantes de la extraccion de
informacion bibliografica y el analisis computacional evaluado por el curador, y
una seccion con registros analizados computacionalmente en espera de una
anotacion manual completa. En aras de la continuidad y el reconocimiento del
nombre, las dos secciones se denominan 'Swiss-Prot' y "'TrEMBL'. Los datos
presentes en cada proteina de UniProt son los siguientes: funciones, informacién
especifica de la enzima, dominios y sitios biologicamente relevantes,
modificaciones postraduccional, peso molecular, ubicacion, expresion especifica
de tejido y desarrollo de la proteina, estructura secundaria, estructura
cuaternaria, interacciones, productos de proteina madura, polimorfismos,

similitudes con otras proteinas, uso de la proteina en un proceso biotecnolégico,
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enfermedades asociadas, uso de la proteina como farmaco, conflictos de

secuencia, etc. (Apweiler et al., 2004).

Se identificaron las fracciones proteicas de los SCG en diversos articulos
cientificos y se determiné su secuencia de aminoacidos en formato FASTA
mediante RCSB PDB para coffetidos (Fan et al., 2020) con el codigo 6JI7
https://www.rcsb.org/structure/6JI7 'y  UniProt para la globulina de
almacenamiento 11S (Bau et al., 2001; Ramirez et al., 2021; Ribeiro et al., 2021)
con el codigo Q9ZNY2 https://www.uniprot.org/uniprot/Q9ZNY2.

7.9.2. Hidrélisis in silico

BIOPEP-UWM

BIOPEP-UWM es una base de datos utilizada en la busqueda de péptidos,
especialmente aquellos derivados de alimentos y constituyentes dietéticos. La
base de datos se utiliza para la realizacion de protedlisis enzimatica de proteinas
in silico. Ademas, brinda la informacién sobre la potencial bioactividad de los
péptidos para el tratamiento y prevencion de enfermedades (Minkiewicz et al.,
2019).

Se obtuvo la secuencia FASTA de la fraccidén proteica presente en los SCG
(Seccion 7.9.1) y se sometio a hidrdlisis in silico en el programa BIOPEP-UWM,
tomando en cuenta la accion de las enzimas pepsina (EC 3.4.23.1), tripsina (EC
3.4.21.4) y quimiotripsina (EC 3.4.21.1).

Posterior a la hidrdlisis, se determinaran los péptidos con una longitud de 2 a 5
aminoacidos y se evaluara su afinidad con el receptor PPARy mediante el
programa HPEPDOCK.
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7.9.3 Determinacién de afinidad ligando-receptor
HPEPDOCK SERVER

Debido a que alrededor del 40% de las interacciones proteicas son mediados por
péptidos cortos, el conocimiento sobre la energia de unidon que presentan
oligopéptidos hacia diferentes receptores es importante para el entendimiento de
procesos fisiologicos de interés (Petsalaki & Russell, 2008). HPEPDOCK es una
herramienta bioinformatica ampliamente utilizada el cual mide de una manera
confiable la afinidad que presentan péptidos pequefios con proteinas, tomando
en consideracion factores fisicoquimicos que podrian interferir con la interacciéon

péptido-proteina (Zhou et al., 2018).

HPEPDOCK server se utilizé en el presente proyecto con el propdsito de medir
el grado de energia de afinidad que presentan los péptidos seleccionados en
regiones del receptor nuclear PPARy que se ha visto involucrada en la

modulacién y/o antagonismo del proceso adipogénico.

Péptidos con valores de vinculacién por debajo de -160 kcal/mol se convirtieron
a formatos SMILES (Simplified molecular-input line-entry system, por sus siglas
en inglés) y se modelaron utilizando los programas Dendrimer Builder y

Avogrado, respectivamente.

7.9.4 Determinacién de bioactividad predictiva y actividad biolégica de los

péptidos presentes en SCG

Peptide Ranker

PeptideRanker predice la probabilidad (entre 0 y 1) de que un péptido sea
bioactivo. Cuanto mas cerca esté la probabilidad predicha de 1, mas seguro se
estd de que el péptido es bioactivo. Se entrené en un umbral de 0,5, es decir,
cualquier péptido predicho por encima de un umbral de 0,5 se etiqueté como
bioactivo (Mooney et al., 2012).
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BIOPEP-UWM

BIOPEP-UWM brinda la informacion sobre la potencial bioactividad de los
péptidos. Actualmente en BIOPEP-UWM se han recopilado datos de 659
proteinas y 1968 péptidos con 37 tipos de bioactividades. BIOPEP-UWM fue
utilizado para determinar los potenciales péptidos bioactivos. Se realiz6 mediante
los siguientes criterios: el perfil de actividad biolégica potencial de la proteina
definida como el tipo y ubicacion del fragmento bioactivo en una cadena proteica,
la frecuencia de aparicion del fragmento bioactivo en una cadena proteica; y la

actividad bioldgica potencial de la proteina (Minkiewicz et al., 2019)

7.9.5 Determinacion de energia de union y puntos de vinculacion ligando —

receptor

PyRx

PyRx es un software de deteccion virtual para el descubrimiento de farmacos y
compuestos que se pueden utilizar frente a posibles dianas farmacoldgicas, un
asistente de acoplamiento con una interfaz facil de usar. PyRx incluye una gran
cantidad de software de cddigo abierto, para el caso de este proyecto se utilizo
el software Autodock 4 que viene incluido en PyRx (Dallakyan y Olson, 2015).

Autodock 4 es un programa informético que se utiliza para conocer la interaccion
ligando-receptor y para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Este
programa se basa en las diferentes conformaciones que puede tomar el ligando,

los sitios y la energia de union que este presenta en el receptor (Forli et al., 2016).

Autodock 4 se utilizé para realizar el acoplamiento molecular de los péptidos
resultantes con una afinidad <-160 kcal/mol y el receptor nuclear PPARYy. El
programa PyRx realiza las modificaciones conformacionales necesarias en la
molécula al convertirla en formato de Autodock 4, donde se agregan atomos de
hidrogeno y cargas de Kollman al receptor PPARYy, mientras que, al ligando se
agregan cargas de Gasteiger. Posterior a las modificaciones fisicoquimicas, se

realizo el acoplamiento entre ambas moléculas. Para realizar el acoplamiento en
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el sitio activo de la proteina se utiliz6 un tamafio de caja con una zona de
interaccion centrada a 8.4325 x 40 x 60 y con dimensiones de X= 60, Y=40y Z=
60, que cubre los residuos del sitio activo del receptor CYS285, MET364, ILE264,
ARG288, SER289, ILE281 y LEU 330 (Figura 8) (Selvarja, Kalimurthi y
Thirugnanasambandam, 2014; Aranaz et al.,, 2019 y Brusotti et al.,, 2017).

Finalmente se observaron los puntos de uniones intermoleculares y sus energias

de union ligando-receptor.

Figura 8. Sitio activo del receptor PPARy. PyRx https://pyrx.sourceforge.io/

Discovery Studio Visualizer
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Discovery Studio es un paquete de software completo para analizar y modelar
estructuras moleculares, secuencias y otros datos. El producto incluye
funcionalidad para ver y editar datos junto con herramientas para realizar analisis
de datos basicos. Esté disefiado para ofrecer un entorno interactivo para ver y
editar estructuras moleculares, secuencias, datos de reflexiéon de rayos X, etc.
proporciona un amplio conjunto de visores para mostrar representaciones
graficas de datos (Dassault Systemes BIOVIA, 2020).

Una vez realizado el acoplamiento molecular en PyRX, se guardan las moléculas
resultantes (tanto el receptor como los ligandos) en formato PDB, posteriormente
se utiliza Discovery Studio para analizar las uniones intermoleculares el ligando
y el receptor. Se evalla los puntos de union a los residuos del receptor y los

enlaces de hidrégeno.

7.9.6 Analisis in silico de la absorcidn, digestion, metabolismo y excrecién

de péptidos con energia de unién

ADME

El programa SwissADME es un programa disefiado para estimar parametros o
propiedades de la farmacocinética de compuestos similares a farmacos a partir
de sus estructuras moleculares llamado ADME que se refiere a Absorcion,
Distribucién, Metabolismo, Excrecion / Eliminacion y Toxicidad. Este programa
sirve para analizar la bioactividad y toxicidad ya sea de farmacos o diversos

compuestos.

La utilizacién de estos parametros en el presente estudio es de gran importancia
para analizar la distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad de los péptidos

a evaluar y verificar su posible absorcién y bioactividad.

Los péptidos con afinidad de unién al receptor fueron evaluados para determinar

sus caracteristicas ADME mediante los parametros presentes en la tabla V.
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A pesar de la posible bioactividad que tengan los péptidos, es necesario
demostrar la capacidad de llegar al sitio de union, mediante los pardmetros de

absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion.

Tabla V. Parametros de ADMET y sus rangos aceptables

Nombre de la Notacion Rango
propiedad predeterminado
MW Peso molecular 50 - 500
WLOGP Coeficiente de reparto octanol / agua -2.3-6.8
TPSA Area de superficie polar topoldgica 20 - 140
HBA Numero de aceptores de enlaces de H 0-10
HBD Numero de donadores de enlaces de H 0-5
RB Enlaces rotativos 0-5
Atomos pesados Numero de atomos pesados 15-50
logP Lipofilia del compuesto -0.7-5.0
MR Reactividad molar 40 — 130

Para evaluar las propiedades farmacocinéticas de los compuestos se utiliza el formato SMILES,
se ingresa al programa SwissADME (http://swissadme.ch/) (Isyaku et al., 2020)

El analisis de las caracteristicas del compuesto en el programa SwissADME
consta de 7 secciones: Propiedades fisicoquimicas, lipofilia, solubilidad del agua,
farmacocinética, semejanza de farmacos, quimica medicinal, salida grafica que
muestra la absorcion gastrointestinal y el acceso al cerebro (BOILED-Egg) (Daina
et al., 2017).

El programa cuenta con una grafica en forma de huevo cocido de donde proviene
el nombre de BOILED-Egg, que utiliza dos parametros predecir simultaneamente
dos parametros clave de ADME, es decir, la absorcién gastrointestinal pasiva
(HIA) y el acceso al cerebro (BBB). Se basa unicamente en dos descriptores
fisicoquimicos (WLOGP y TPSA, para lipofilicidad y polaridad aparente) e incluye
la yema (el espacio fisicoquimico para la permeacion altamente probable de BBB)
y la clara (el espacio fisicoquimico para la absorcién altamente probable de HIA),
ademas, se obtiene en el mismo gréfico una evaluacion global sobre la absorcion
pasiva (dentro/fuera de la clara), el acceso pasivo al cerebro (dentro/fuera de la
yema) y el eflujo activo desde el SNC o hacia la luz gastrointestinal. (Daina et al.,
2017).
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7.10 Etica y bioseguridad

El proyecto de investigacion se apeg6 a las condiciones y lineamientos de los
laboratorios de la unidad de alimentos funcionales establecidos por el Comité
Institucional de Bioseguridad del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
de la Salud (CIDICS) y por el Comité de Bioética en Investigacion en Ciencias de
la Salud (COBICIS) de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).
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8. Resultados
8.1. Andlisis proximal

El proceso de determinacion de los compuestos de los SCG mediante andlisis
proximal se realizé bajo los criterios de la AOAC, a partir de SCG molido y cernido
a 500 pm, la muestra presenta un contenido de humedad de 26.3%, cenizas
1.1%, lipidos 6.8%, fibra 29, carbohidratos 26% y proteinas 10%.

Tabla VI. Resultados del analisis proximal en
SCG (media + DS)

Componente Contenido (%)
Humedad 26.30 + 0.28
Cenizas 1.15+0.01
Lipidos 6.80 + 0.45
Fibra 29.17 +0.42
Proteina 10.25 + 0.15
Carbohidratos 26.47 + 0.34

Resultados en base seca. Humedad, fibra, proteina

n=3, cenizas, lipidos y carbohidratos n=2.

8.2 Rendimiento del proceso de extraccion de proteina

Durante el proceso de extraccion de proteina se realizé la solubilizacion de las
proteinas en un medio alcalino para la posterior precipitacion en un medio acido
(apartado 7.7.1). Se utilizaron diferentes pH en la fase acida para evaluar en cual
existia  un mayor rendimiento, en donde se compararon los pesos del
concentrado proteico recuperado, los resultados se muestran en la tabla VII, en
este caso, el pH 4.5 fue el que mejor rendimiento obtuvo por lo que se decidi6

trabajar con ese pH para el protocolo final.
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Tabla VII. Rendimiento del
proceso de extraccion de proteina
bajo diferentes pH.

pH Rendimiento (%)
4.0 0.86
4.5 1.46
5.0 0.90
55 0.68
6.0 0.95
6.5 0.76
7.0 0.95
n=1.

En la tabla VIII podemos ver los resultados de la férmula para determinar el
rendimiento del proceso de extraccion de proteina en donde el rendimiento de
proteina, es decir, el porcentaje de concentrado proteico recuperado durante el
proceso de extraccion fue de 1.3%, mientras que la concentracion de proteina de

la fraccion extraida es de 21%.

Tabla VIII. Rendimiento del proceso de extraccion de proteina

(%)
Rendimiento 1.3

Contenido de proteina 21

Contenido de proteina cuantificado con el método Dumas.

8.3 Digestidn in vitro

8.3.1 Determinacion de digestibilidad proteica in vitro

En la tabla IX se muestran los resultados de la digestibilidad proteica de los
residuos de café mediane el proceso de digestion in vitro, en este caso, debido a

gue las fracciones NBA y BA se cuantificaron por separado, se sumaron los

resultados de la cuantificacién de cada fraccion para obtener la fraccidn digerible,
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es decir, aquella fraccidn de los residuos de café en la que existié accion de las
enzimas proteoliticas capaz de liberar proteinas solubles, mientras que para la
fraccion ND se determinaron los resultados mediante diferencia. Los resultados
se compararon con la muestra ND (C-). Los porcentajes de digestibilidad de SCG
estan ajustados con el blanco de enzimas (2.94 mg/mL de proteina). Se muestra
que la digestibilidad proteica de los residuos de café es de 17.09%, mientras que,

en el caso del control negativo, existié un porcentaje de digestion de 4.19%.

Tabla IX. Porcentaje de digestibilidad proteica in vitro de SCG tostado medio
(Media + DE).

Proteina cuantificada* (mg/mL) i . ]
inicial sin Digestibilidad proteica
Muestra . - Fraccion ND Fraccion NBA + BA in vitro (%)
digestion
SCG (C5) 9.606 + 0.09 0.429 + 0.09 4.19
. + 0. = =
SCG 10.035+0.14 8.28+0.24 1.75+0.24 17.09

SCG (C-): residuo de café sometido a digestion in vitro sin enzimas. SCG: residuo de café
sometido a digestion in vitro con saliva humana, pepsina, pancreatina y bilis. ND: no digerible,
NBA: no bioaccesible, BA: bioaccesible. *Cuantificacion de proteinas realizado mediante

espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) a absorbancia de 205 nm. n=3

8.3.2 Bioaccesibilidad de la proteina de las muestras digeridas.

En la tabla X se muestra el porcentaje de bioaccesibilidad de los péptidos de
residuo de café después de ser sometido a digestion gastrointestinal in vitro y
dializado mediante membrana de celulosa (< 14 kDa). Se utilizd la muestra de
residuo de café de tostado medio control negativo para comparar. Los
porcentajes de digestibilidad de SCG estan ajustados con el blanco de enzimas
(0.4680 mg/mL de proteina). En este caso, el porcentaje de digestibilidad de la
muestra analizada demostré un porcentaje de 5.48%, mientras que en la muestra

de control negativo se presentd un porcentaje de digestibilidad de 2.81%.
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Tabla X. Porcentaje de bioaccesibilidad de residuos de café tostado medio.

(Media + DE).
Inicial :r:otema cuantificada” (mg/mL) Bioaccesibilidad proteica
Muestra .I ' .,' Fraccion BA in vitro (%)
digestion
SCG (C-) 0.282 +0.02 2.81
SCG 10.035+0.14 0.550 + 0.06 5.48

SCG (C-): residuo de café sometido a digestion in vitro sin enzimas. SCG: residuo de café
sometido a digestién in vitro con saliva humana, pepsina, pancreatina y bilis. BA: Fraccion
bioaccesible. *Cuantificacion de proteinas realizado mediante espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) a absorbancia de 205 nm. n=3

8.3.3 Electroforesis SDS-Page

Se realizo electroforesis SDS-page utilizando el marcador molecular BenchMarck
con pesos moleculares de 10 a 220 kDa. En la figura 8 y 9 se muestra el perfil
electroforético por peso molecular de cada fraccion digerida de SCG. Se utilizé
fraccion ND C- para determinar la accion digestiva de las enzimas. Esta muestra
no contiene enzimas gastrointestinales, por lo que no debe existir digestion.
También se evalud la fraccion NBA y BA. Solamente la fraccion ND mostré dos
bandas, con un peso molecular de 160 kDa y otra tenue de 10 kDa identificada
con el programa GelAnalyzer (Tabla XI, Imagen 9), esto demuestra que en la
fraccion ND existe un grado de digestion en comparaciéon con la fracciéon ND C-.
La banda identificada corresponde a la fraccién de proteina que fue liberada por
las enzimas proteoliticas, mientras que en la fraccion NBA y BA no se distinguen

bandas (Imagen 10).
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Tabla XI. Peso molecular (kDa) de las proteinas identificadas
mediante SDS-Page en la fracciéon ND de SCG.

SCG ND
Banda Rf2 Peso molecular (kDa)
1 0.053 160
2 0.979 10

aSe define como la distancia (mm) de migracién de la proteina a través
del gel dividida por la distancia de migracion del frente del colorante. La
distancia debe medirse desde la parte superior del gel de resolucion hasta
la banda de interés

ND: No digerible

m
)

Intensity

0 100 200 3('10 t60 500 6;]0 700 800 900 1 0'00 1100 1200 1 3'00 1400
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Figura 9. Proteinas identificadas mediante el software GelAnalyzer 19.1 en el perfil
electroforético de la fracciéon ND de SCG.
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Figura 10. Perfil electroforético de las fracciones ND C-, NBA y BA de SCG.

8.4 Inhibicién enzimética

8.4.1 a-amilasa

Se realizé la inhibicion de la enzima a-amilasa utilizando la muestra de la fraccién
bioaccesible resultante de la digestion de SCG, a concentraciones de 0.1, 0.25y
0.5 mg/mL. La capacidad de inhibicion de la muestra se compar6 con el de la
acarbosa, un oligosacarido capaz de inhibir la a-amilasa (Mclver et al., 2022). Los
resultados del porcentaje de inhibicion se muestran en la tabla XII.

Tabla Xll. Porcentaje de inhibicion de a-amilasa del SCG
tostado medio (Media + DE)

Muestra Concentracion % inhibicién %RACB
(mg/mL)
Fraccion BA. 0.1 - -
0.25 - -
0.5 52.59 + 1.20 77.76 + 1.78
Acarbosa 100 67.6 + 0.31 -
(mM)

BA: fraccidon bioaccesible, RACB: porcentaje relativo de acarbosa. n=3
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8.4.2 a-glucosidasa

La inhibicién de la enzima a-glucosidasa se realizo utilizando la fraccion
bioaccesible de SCG, a una concentracion inicial de 5 mg/mL que, una vez
realizada la dilucion de la reaccién pasa a 1.25 mg/mL. Los resultados del
porcentaje de inhibicidn se muestran en la tabla XI, en el caso de a-glucosidasa,
se puede ver que la fraccion BA de residuos de café presenta un porcentaje de
inhibicion 58% con un porcentaje relativo de acarbosa de 91%, esto da indicios

de la capacidad inhibitoria de la fraccion BA de SCG sobre a-glucosidasa.

Tabla XIlI. Porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa del SCG tostado medio.

Muestra Concentracién % inhibicion %RACB
(mg/mL)
Fraccién BA 1.25 57.56 +5.9 91.19+9.4
Acarbosa (mM) 100 93.12 -

RACB: porcentaje relativo de acarbosa. n=1

8.5 Analisis in silico
8.5.1 Protedlisis in silico

Se identificaron diferentes fracciones proteicas en los SCG, la globulina de
almacenamiento 11S (Ramirez et al., 2021; Ribeiro et al., 2021) y cofétidos (Fan
et al., 2020), mientras que en el estudio de Valdés et al, (2020) se analizaron
diferentes péptidos libres, de los cuales, se seleccionaron para este estudio
aquellos que tuvieran una longitud de 2 a 5 aminoacidos. La secuencia FASTA
de la fraccion proteica G11S se obtuvo del programa UniProt con el cédigo
QZNY2-1.

Se realizd la protedlisis in silico en el programa BIOPEP-UWM utilizando la
secuencia FASTA de las fracciones proteicas identificadas, se seleccionaron las
enzimas pepsina (EC 3.4.23.1), tripsina (EC 3.4.21.4) y quimiotripsina (EC
3.4.21.1). Se identificé la proteina de mayor similitud a las reportadas en el café

y se encontro la G11S de avena, la cual se sometio a protedlisis in silico con las
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mismas enzimas para identificar la similitud entre las digestiones de ambas
fracciones proteicas, los resultados se muestran en la tabla XIV. La G11S de los
SCG mostré una hidrdlisis de 37%, valor similar a la G11S de avena, con al
menos 16 péptidos similares entre ambas fuentes. Los péptidos identificados en
el estudio de Valdes et al., (2020) no se sometieron a hidrdlisis in silico ya que,

en el estudio se obtuvieron mediante una hidrdlisis in vitro de la proteina de café..
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Tabla XIV. Péptidos liberados por el proceso de hidrélisis in silico en el programa BIOPEP-UWM

Fraccion
proteica
G11s

Coffetidos

Péptidos
libres

Fraccion hidrolizada

M-—AH-SH-M-ISL-SL-Y-VL-L-F-L-GCL-
AQL - GR-PQPR-L-R—-GK-TQCDIQK —L—N -
AQEPSF - R - F - PSEAGL — TEF — W — DSN — N — PEF
— GCAGVEF-ER-N-TVQPK-GL-R-L—PH-Y —
SN — VPK — F — VY — VWWEGTGVQGTVIPGCAETF —
ESQGESF — W - GGQEQPGK — GQEGQEQGSK —
GGQEGR-R-QR-F-PDR-H-QK-L-R-R-F
—QK-GDVL-IL—-L-PGF-TQW —TY —N - DGDVPL
—VTVAL-L-DVAN-EAN-QL-DL-QSR-K-F-F
—L - AGN - PQQGGGK — EGH - QGQQQQH - R — N —
IF — SGF — DDQL — L — ADAF =N — VDL — K — lIQK — L —
K — GPK — DQR — GSTVR = AEK — L - QL — F — L — PEY
— SEQVQQPQQQQEQQQH — GVGR — GW — R — SN —
GL—EETL - CTVK — L — SEN — IGL — PQEADVF — N —
PR — AGR — ITTVN - SQK — IPIL — SSL — QL — SAER —
GF—L-Y-SN-AIF—APH-W-N-IN-AH-N-AL
—Y-VIR-GN-AR-IQVVDH — K - GN — K — VF —
DDEVK — QGQL — [IVPQY — F — AVIK — K — AGN — QGF
—EY-VAF—K-TN-DN—-AM—IN-PL-VGR-L —
SAF — R — AIPEEVL — R — SSF — QISSEEAEEL — K — Y —
GR-QER-L-L-L-SEQSQQGK—-K-R-SCL-S
EGECSPL — GEPCAGN — PW — GCCPGCICIW — QL —
TDR-CVGN -C

DPGDK — K — N — SSSDPAQ — CASDPAQ — AWAH — GW
—AEGR-RLNQ-VTY-DY-Y-QN-R-N-SGL-L
—~N-Q-EAN-L - DVVAH — E-AATY -DY-Y-N-Q
— CSDAVGVK — R - CPQGGTH-Y -G —-N-F -
DAVGVQ — CASAPH — W — WLPFP —W —L - PF — P —
YWRYDCQ — YGP — QT — RMYRY — GMCC - YSR —
YQH

Péptidos de 2 a 5 aminoéacidos

AH-SH—-1ISL-SL - VL - GCL - AQL —
GR - PQPR - GK — TEF — DSN - PEF —
ER — GL — PH -SN - VPK — VY - QR —
PDR — QK — GDVL — IL — PGF — TQW — TY
— VTVAL — DVAN — EAN — QL — DL — QSR
— AGN — EGH — IF — SGF — DDQL — ADAF
— VDL - 1IQK — GPK — DQR — GSTVR —
AEK — PEY — GVGR — GW — EETL — CTVK
—SEN-IGL - PR — AGR — ITTVN — SQK —
IPIL — SSL — SAER — GF — AIF — APH — IN
AL - VIR — GN — AR — VF — DDEVK —
QGQL — AVIK — QGF —EY — VAF — TN —
DN — AM — PL — VGR — SAF — QER — SCL

PW - TDR - CVGN

DPGDK — AWAH — AEGR — RLNQ — VTY —
DY — ON — SGL- DVVAH — AATY - PF —
YGP — QT — RMYRY —GMCC - YSR —
YQH

% de
hidrolisis
37

20
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Tabla XIV. Continuacién

GLIS | ATTSF-PSM—L-F-Y-F-CIF—L-L—F—H- ATTSF ~PSM—GSM -~ AQL ~ QSSR ~
avena QGGL - GCR — DR - QAF — EPL - QVR -
GSM — AQL — F - GQSSTPW - QSSR - QGGL - R - GCR
DEQN - EQF — VL — PQY — APAL — VY —IL -
—F-DR-L-QAF-EPL-R-QVR-SQAGITEY - F —
QGR - GF - TGL — TF - QQQF — QPF —
DEQN - EQF - R— CTGVSVIR - R - VIEPQGL - VL - PQY
DQSQF — AQGQR — DEH - QR - VQR - CY
—H-N-APAL-VY -IL-QGR-GF-TGL-TF - “VF — DVN —AN — OL ~ EPR — QK — EF
PGCPATF — QQQF — QPF — DQSQF — AQGQR — QSQTIK
AGN — IF - SGL — SVQL — SEAL — IQSQN —
—DEH - QR - VQR - F — K - QGDVVAL — PAGIVH - W —
DQR - GEIIR - VSQGL — QF — QVGK —
CY — N - DGDAPIVAIY — VF —DVN =N - N - AN - QL —
STPY — DQSF — GL — EEN — CSL — EAR —
EPR-QK—-EF-L-L-AGN-N-K-R-EQQSGN-N
IEN — PQH — ADTY - PR - AGR - ITR — SK —
—IF - SGL — SVQL — L — SEAL — GISQQAAQR - IQSQN -
PIL - IVQM — SATR — VN — QN — AIL — SPF
DQR = GEIIR ~ VSQGL ~ QF ~ L - K = —IN = AH — SVIY — IQGH — AR — VQVVN —
PIVSQQVPGEQQVY - QPIQTQEGQATQY — QVGQSTQY
GQTVF - DIL - GQL — IVPQH - VVL — AER
— QVGK — STPY - QGGQSSQY — QAGQSW — DQSF — N —
—EGCQY - ISF-TN - PN - SM-VSH -
GL—EEN - F—CSL - EAR - K- N —IEN - PQH - ADTY —
IAGK — SSIL —AL — PIDVL — AN — AY — ISR —
N—PR—-AGR-ITR-L-N-SK-N-F-PIL-N=IVOM | "oE\p " GEcE " GAF - TPK — TOK — GF —
—SATR-VN-L-Y - QN-AIL-SPF—-W—N-IN-AH QSY— ASE
—SVIY =M= IQGH - AR - VQVVN - N - N - GQTVF — N —
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R—AL-PIDVL-AN—-AY -R-ISR-QEAR-N-L-K-
N—N-R-GEEF - GAF - TPK - L - TQK - GF - QSY —
QDIEEGSSSPVR — ASE

Péptidos resultantes de la protedlisis in silico en el programa BIOPEP-UWM https://biochemia.uwm.edu.pl/BIOPEP-UWM-uwm/
(Minkiewicz et al., 2019).

G11S: globulina de almacenamiento 11S.

G11S avena cédigo BIOPEP-UWM: 1464
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8.5.2 Bioactividad predictiva y actividad biolégica de los péptidos de
residuos de café

Péptidos con afinidad de unién al receptor fueron evaluados en PeptideRanker
para determinar su bioactividad predictiva, la cual se mide de 0 a 1 donde, entre
mas cercano a 1 es mayor su posible bioactividad (Mooney et al., 2012), en los
péptidos con afinidad al receptor, el 53% presentan una bioactividad predictiva
>0.5 donde el péptido IF, presenta un valor méas alto con 0.94. En las bases de
datos del programa BIOPEP-UWM-UWM se encuentran los péptidos con
actividades biolégicas reportadas, los péptidos con afinidad de unidon se
analizaron en el programa BIOPEP-UWM-UWM para determinar su actividad
biolégica, donde presentan actividad inhibitoria de ECA (87%), dipeptidil
peptidasa IV (DPPIV) (80%), dipeptidil peptidasa 11l (DPPIII) (13%) y actividad
antioxidante (20%) (Tabla XV). Estos datos nos dan indicios de la capacidad de
estos péptidos de unirse a diversos receptores y presentar actividad biolégica,
con lo que, ademas de ser inhibidores de PPARYy, tienen multiples actividades

biologicas.

Tabla XV. Bioactividad predictiva y actividad biologica de los péptidos de SCG

Fraccién proteica Péptido Bioactividad predictiva Actividad biol6gica
G11s AlF 0.833341 Inhibidor ECA
APH 0.478155 Inhibidor ECA y DPPIV
CTVK 0.100588 Inhibidor ECA y DPPIV
IF 0.949173 Inhibidor ECA
IPIL 0.616422 Inhibidor ECA y DPPIV
ITTVN 0.039878 Inhibidor ECA y DPPIV
PQPR 0.696461 Inhibidor ECA, DPPIV y
DPPIII
TQW 0.559611 Inhibidor ECA y DPPIV
VAF 0.559611 Inhibidor ECA
VTVAL 0.064768 Inhibidor DPPIV
Péptidos libres AWAH 0.687287 Inhibidor ECA y DPPIV
DVVAH 0.075941 Inhibidor ECA y DPPIV,
Antioxidante
AATY 0.177341 Inhibidor ECA y DPPIV,
Antioxidante
RMYRY 0.603995 Inhibidor ECA y DPPIV,
Antioxidante
YQH 0.208106 Inhibidor DPPIV
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Bioactividad medida de 0 a 1 siendo 1 la mayor bioactividad, medido en Peptide Ranker

http://bioware.ucd.ie/~compass/biowareweb/Server_pages/help/peptideranker/help.php (Mooney

et al., 2012).

8.5.3 Afinidad in silico

Se identificd el PPARYy en el programa RCSB PDB con el cédigo 3v9v al cual se
le eliminé el ligando y se modelé en CHIMERA. Una vez modelada la proteina,
se evalud la energia de unién de los péptidos de 2 a 5 aminoacidos con los
residuos CYS285, MET364, PHE264, ARG288, SER289 e ILE281 de PPARYy, en
el programa HPEPDOCK. En la tabla XVI se muestran los péptidos con una alta
afinidad al receptor (< -160 kcal/mol), el 13% de los péptidos de la G11Sy el 29%
de los péptidos libres muestran alta afinidad con el receptor, por otro lado, no se
demostré afinidad con los péptidos de cofetidos, por lo que quedaron descartados
para el resto de los analisis. Utilizaron como controles, antagonistas de PPARYy,
GW9662 (Sargent et al., 2004) y G3335 (Ye et al., 2006) que fueron analizados
bajo las mismas condiciones, mostrando una afinidad de -155.28 y -188.84
kcal/mol respectivamente, estos datos reafirman que valores de afinidad de los
péptidos de SCG cercanos a los de los antagonistas pueden ser indicadores de

la posible capacidad de union al receptor.

Tabla XVI. Secuencias de péptidos con afinidad in silico al sitio activo de
PPARy en HPEPDOCK

Fraccion Péptidos con afinidad de unién a Frecuencia de péptidos con
proteica PPARYy (Kcal/mol) afinidad de union a PPARy
G11S PQPR (-178.24) — TQW (-164.76) — 13%

VTVAL (-166.18) — IF (-160.74) —
CTVK (-168.01) — ITTVN (-186.09) —
IPIL (-177.8) — VAF (-160.73) — AIF (-
182.18) — PEY (-166.98).

Cofetidos - 0%
Péptidos AWAH (-205.00) — DVVAH (-173.09) 29%
libres — AATY (-165.26) — RMYRY (-
194.77) —YQH (-166.95)
Controles GW9662 (-155.28)

G3335 (-188.84)
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Péptidos con afinidad < -160 kcal/mol a los residuos CYS285, MET364, PHE264, ARG288,
SER289 e ILE281 del sitio activo del receptor PPARy en HPEPDOCK
http://huanglab.phys.hust.edu.cn/hpepdock/ (Zhou et al., 2018).

8.5.4 Energia de union y puntos de vinculacion de los péptidos de residuos
de café con PPARy

Se realiz6 la medicion de la energia de unién de los péptidos a los residuos
activos del receptor mediante Autodock wizard en el programa PyRx, se utilizo
un tamanfo de caja que pudiera cubrir el sitio activo del receptor con una zona de
interaccion centrada a 8.4325 x 40 x 60 y con dimensiones de X= 60, Y=40y Z=
60. En la tabla XVII se presentan los péptidos con una energia de unién <-4.8
kcal/mol y la energia de union entre el receptor y los antagonistas. En total, 10
péptidos muestran una energia de unién menor a -4.8 kcal/mol (tabla XV), donde
DVVAH y YQH muestran la menor energia de union con -7.8 y -7.9 kcal/mol
respectivamente. Los residuos de aminoacidos con formacién de puentes de
hidrogeno a los péptidos son CYS285, MET364, ILE281, ILE341 y LEU330.
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Tabla XVII. Energia de unién y puntos de vinculacién de los péptidos al receptor

PPARYy
Fraccién | Péptido | Energia de Puntos de vinculacién
proteica unién
G11s AlF -5.26 ALA: CYS285, PHE 236, PHE 363. ILE: CYS285,
LEU330, MET364, LYS367 PHE: ILE341, LEU340,
CYS285, ARG288.
APH -5.26 ALA: ARG288, PRO: ILE281, ILE341, MET348, HIS:
MET364, LYS367,
IF -5.37 ILE: HIS323, HIS449, TYR473, LEU469, PHE282,
PHE363. PHE: CYS285, SER289, MET364, LEU330,
LYS367.
IPIL -6.32 ILE1: LEU330, ARG288, ILE341, LYS367. PRO:
CYS285, VAL339, LEU330. ILE2: CYS285, LYS367,
HIS449, PHE363. LEU: GLY284.
PQPR -4.96 PRO1: SER342, CYS285, ILE341 ARG: CYS285,
LEU330, LYS367, PRO2: ILE341
TQW -5.31 THR: ARG280, GLY284, TRP: CYS285, ARG288,
LEU330, ILE326, GLN. GLY285.
VAF -5.28 VAL: GLY284. ALA: ILE281, ILE341, MET348 PHE:
MET364, CYS285, LEU353, LYS367.
Péptidos | AWAH -5.32 ALA1: LEU330, MET334, VAL339, TRP: ARG288,
libres LEU228, LEU333, GLU343, ALA2: CYS285, ILE341,
HIS: SER342, ILE262, ARG280.
DVVAH -7.80 ASP:  GLY284, ARG280, VALl: SER342,
ARG280, ARG288, ILE264, VAL2: SER342, ARG288,
ALA: CYS285, VAL339, ILE341, MET348, HIS:
CYS285, L330, VAL339
YQH -7.90 TYR: TYR473, LYS367, CYS285, PHE363. GLN:
ARG288, CYS285, HIS: CYS285, GLY284, ARG288,
ILE341.
Antagoni | GW966 -7.86 ILE326, CYS285, LEU330, MET364, LYS367, SER289,
stas de 2 TYRA473, LYS367.
PPARy G3335 -4.92 CYS285, SER342, MET364, ILE281, VAL339, LEU353,
LYS367.

Energia de wunion determinada en Autodock Wizard en el programa PyRx

https://pyrx.sourceforge.io/ (Dallakyan y Olson., 2014).

Los péptidos DVVAH (-7.80 kcal/mol) y YQH (-7.90 kcal/mol) presentan energia
de unién similar al antagonista GW9662 (-7.86 kcal/mol) donde CYS285 es el
unico residuo que forma puentes de hidrogeno con las 3 moléculas (Figura 10),
a pesar de la similitud en cuanto a la energia de unién de estas moléculas,

presentan puntos de unién diferentes al receptor, al analizarlas de manera
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sobrepuesta se puede evidenciar que presentan puntos de unién

intermoleculares diferentes entre si (Figura 11).

Los puentes de hidrogeno son los enlaces involucrados en las interacciones
intermoleculares que determina la estabilidad del complejo ligando - receptor. El
péptido YQH realiza puentes de hidrégeno con TYR al residuo de aminoécido
TYR473, GLN a CYS285 y ARG288, e HIS a CYS285; en el caso del péptido
DVVAH, muestra puentes de hidrogeno con ALA a CYS285 y VAL a SER342,
mientras que el antagonista GW9662 genero puentes de hidrogeno con SER289
y TYR473 (Figura 11).
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Figura 11. Uniones intermoleculares de los ligandos con energia de unién similar al antagonista
GW9662, a) GW9662, b) DVVAH, c) YQH.
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Figura 12. Superposicion de los ligandos con energia de union similar al antagonista GW9662

Por otro lado, los péptidos que mostraron energia de union similar al antagonista
G3335 (-4.92 kcal/mol) son PQPR (-4.96 kcal/mol), AlF (-5.26 kcal/mol), APH (-
5.26 kcal/mol) donde los residuos de aminoacidos ILE341, CYS285 Y LYS367,
forman puentes de hidrégeno en las 4 moléculas (Figura 13), en este caso, las
moléculas si presentan uniones similares y se puede observar que se encuentran
sobrepuestas en la mayoria de su estructura (Figura 14), lo que nos podria dar
indicios de la capacidad de estos péptidos de unirse a la misma regién que el
inhibidor de PPARY.

Los puentes de hidrogeno en la molécula PQPR se presentan en el aminoacido
PRO1 al residuo SER342 y de ARG a CYS285; en el péptido AIF van de PHE a
LEU340 y de ALA a CYS285; en el péptido APH van de HIS a MET364 y a
CYS285. Por ultimo, el antagonista G3335 presentd enlaces de hidrogeno con
SER342, MET364, ILE281 y dos enlaces diferentes con CYS285 (Figura 13).
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Figura 13. Uniones intermoleculares de los ligandos con energia de unién similar al antagonista
G3335, a) G3335, b) PQPR, c) AlF, d) APH
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Figura 14. Superposicion de los ligandos con energia de unién similar al antagonista G3335.
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8.5.5 Caracteristicas de absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién

(ADME) de los péptidos con capacidad de unién al receptor.

Se evaluaron las caracteristicas ADME de los péptidos con energia de union <-
4.8 kcal/mol en el programa Swiss-ADME y se compararon con el farmaco
agonista de PPARYy rosiglitazona, (tabla XVIII) los valores mas importantes para
determinar su capacidad de absorcion son la hidrofobicidad y el area de superficie
polar topoldgica, los péptidos AlF, IF, IPIL y VAF son los que cumplen con todas
las caracteristicas necesarias para considerarse con una buena absorcion Gl. En
el caso de los antagonistas de PPARy, solo GW9662 cumple con las
caracteristicas para tener alta absorcion Gl. En la puntuacion de la
biodisponibilidad, a excepcion de AWAH, DVVAH y YQH, el resto de péptidos
mostraron un puntaje de 0.55, similar a los antagonistas de PPARy y al

antagonista rosiglitazona.

En la figura 15 se muestran los resultados del BOILED-Egg, donde los péptidos
gue se encuentran en la parte blanca (clara) tienen capacidad de absorberse de
manera pasiva en el tracto gastrointestinal (Gl), mientras que las moléculas en la
parte amarilla (yema) tienen la capacidad de permeacion cerebral, los puntos
azules son para las moléculas que se prevé que sean expulsadas del sistema
nervioso central por la glicoproteina P, mientras que los puntos rojos son para
moléculas que se prevé que no seran expulsadas del sistema nervioso central
por la glicoproteina P, los péptidos AlF, IF, IPIL, VAF y el farmaco rosiglitazona,
muestran una capacidad de absorcidn gastrointestinal, mientras que los péptidos
PQPR, DVVAH y YQH no cumplen con las caracteristicas adecuadas para ser
biodisponibles (MW, HBD, HBA, TPSA) y por lo tanto no se muestran en el
BOILED-Eqgg.
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AIF
APH
IF
IPIL
PQPR
TQW
VAF
AWAH
DVVAH
YQH
GW9662
G3335

Rosiglitazona

Tabla XVIII. Caracteristicas ADME de los péptidos con capacidad de union a PPARy

MW
(g/mol)
349.42
323.35
278.35
454.60
469.56
394.42
335.40
483.52
539.58
446.46
275.68
333.34
357.43

iLOGP
(o/w)
1.89
0.66
2.02
2.59
1.27
0.81
1.66
1.65
0.76
0.24
181
1.00
241

WLOGP
(o/w)
0.68
-1.52
1.17
1.12
-3.37
-1.74
0.29
-0.42
-1.89
-1.45
3.31
0.47
211

TPSA
(A2)
121.52
141.41
92.42
141.83
283.03
184.84
121.52
195.09
245.70
213.52
74.92
145.51
96.83

HBA| HBD RB

N O N o o b~ O O

10

8
3
6
4

R O P N O N RO N AWM PA

11

15
16
13
10
14
19
14
4
9
7

HA

25
23
20
32
35
28
24
35
38
32
12
9
12

logP
(o/w)
0.62
-1.47
.98
1.08
-2.29
-1.38
0.29
-0.41
-1.40
-1.38
2.71
1.03
2.54

Potencial
como farmaco
Si (0)
Si (0)
Si (0)
Si (0)
No (2)
Si (1)
Si (0)
No (2)
No (3)
No (2)
Si (0)
Si (0)
Si (0)

Biodisponibilidad

0.55
0.55
0.55
0.55
0.17
0.55
0.55
0.17
0.17
0.17
0.55
0.56
0.55

Absorcién
Gl
High
Low
High
High
Low
Low
High
Low
Low
Low
High
Low

High

MW: peso molecular. ILogP/WLogP: Hidrofobicidad, TPSA: area de superficie polar topoldgica, HBA: aceptores de enlaces de hidrogeno,

HBD: donadores de enlaces de hidrégeno. RB: enlaces rotables. HA: atomos pesados. MR: refraccion molecular. absorciéon Gl: absorcion

gastrointestinal. Semejanza a los farmacos calculada con la cantidad de violaciones de los parametros Lipinski (MW < 500, MLOGP

<4.15, CLogP <5, donadores de enlaces H <5, aceptores de enlaces H <10).
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Figura 15. BOILED-Egg de los péptidos con capacidad de union a PPARy. PQPR, DVVAH,
YQH fuera del rango. Swiss-ADME. http://www.swissadme.ch/

Los datos in silico nos muestran que los péptidos IF, AIF, VAF y APH, resultantes
de la digestion simulada con enzimas gastrointestinales de la globulina de
almacenamiento 11S, tienen una posible bioactividad predictiva sobre enzimas
relacionadas con el SM metabolico como ECA, ademas de la capacidad de union
a los residuos del sitio activo de PPARy demostrado por el acoplamiento en
autodock tools, mientras que el BOILED-egg determinado por SWISSADME
demuestra la capacidad de estos péptidos de ser absorbidos y llegar al receptor

sin generar toxicidad.
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9. Discusioén

9.1 Anélisis proximal de los residuos de café

Los compuestos presentes en los residuos de café han sido estudiados
recientemente debido a su perfil de compuestos organicos. El contenido de
carbohidratos ha sido reportado con valores que van desde el 45% hasta el 61%
de la materia seca. En el presente estudio, la presencia de carbohidratos en la
muestra es del 26.47%, sin embargo, este contenido fue calculado en base
hameda. La determinacion del contenido de carbohidratos se puede ver afectada
por el proceso de tostado, que incrementa la solubilidad de los mismos gracias a
la pérdida de la estructura celular del café, ademas, durante la preparacion de la
bebida de café se pierde una fraccion de hemicelulosa. Debido a estos cambios
estructurales generados durante el proceso de tostado y de preparacion de la
bebida de café, el contenido de carbohidratos puede tener ligeras diferencias de
una matriz alimentaria a otra (Ballesteros et al., 2014; Campos-Vega, Ocio, et al.,
2015; Franca & Oliveira, 2022).

El rango de las proteinas presentes en los residuos de café es variable entre el
12 a 15 %, sin embargo, se considera que en algunos casos donde se realiza la
cuantificacion del nitrogeno total presente en la muestra, este valor puede estar
sobreestimando debido a la presencia de otros compuestos nitrogenados
(cafeina, melanoidinas, productos de la reaccion de Maillard). En el presente
estudio, se reporta una presencia de proteinas del 10.25% + 0.15. En el caso de
la proteina, este compuesto se mantiene relativamente estable durante el
proceso de tostado y no es extraido durante la preparacion de la bebida de café
(Ballesteros et al., 2014; Campos-Vega, Ocio, et al., 2015; Franca & Oliveira,
2022).

En el caso de los minerales, el rango va de los 4 a 5% en el café tostado, sin
embargo, los valores disminuyen significativamente en los residuos de café que
van desde los 0.1 al 1%, en nuestro estudio las cenizas representan los minerales
presentes en los residuos de café y son del 1.15%. Esta disminucion de los
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minerales se debe a que una gran cantidad de los mismos se extraen por
lixiviacion durante la preparacion de la bebida de café (Campos-Vega, Vazquez-
Sanchez, et al., 2015; Franca & Oliveira, 2022).

El contenido de lipidos en el café tostado va de 15 a 20% en la variedad Arabica
y 11 a 16% en Robusta, durante el proceso de tostado existe poca variacion en
el contenido de lipidos, ademas que, al ser de naturaleza hidrofobica, tampoco
existe pérdida durante la preparaciéon de la bebida de café, quedando en un rango
de 22 a 27%. Esto varia dependiendo del estudio, donde también han existido
reportes de contenido de lipidos de 13.90% (Ballesteros et al., 2014; Campos-
Vega, Vazquez-Sanchez, et al., 2015; Franca & Oliveira, 2022). Sin embargo, el
contenido de lipidos en nuestro estudio fue menor a lo reportado, siendo de
6.80%.

9.2 Rendimiento de la extraccion proteica de SCG

Durante el proceso de extraccion de proteina se utilizo el protocolo propuesto por
Samssalee y Sothornvir (2021), con modificaciones de Ayala-Rodriguez et al.,
(2022) mediante la dilucién de las proteinas en un medio alcalino y la posterior
precipitacion en un medio &cido. Los solventes alcalinos ayudan a romper los
puentes de hidrégeno y a disociar el hidrégeno de los grupos sulfato carbdlico,
asi el incremento de la carga superficial de las moléculas proteicas aumenta la
solubilidad en agua (Guerra et al., 2015). En este caso, diversos estudios han
reportado que el pH 8 es el adecuado para favorecer la solubilidad de las
proteinas de SCG. La dilucion en medio alcalina fue dada a un pH 8 (Ribeiro et
al., 2021; Ramirez et al., 2021).

Por otro lado, el proceso de precipitacion por punto isoeléctrico es crucial para la
recuperacion del concentrado proteico, en este caso nos encontramos con pocos
estudios que reportan el punto isoeléctrico de las proteinas de SCG, donde
solamente se ha estudiado en formato in silico con valores de 4.8 (Ramirez et al.,
2021) o en café verde con valores de 4 — 4.5 (Emerson-Undergrwood, 1951;
Souza-Almedia, 2021). Sin embargo, se ha demostrado que durante el proceso

de tostado se afecta el punto isoeléctrico de las proteinas, en donde los
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polifenoles del café juegan un papel importante en el proceso de polimerizacion
durante el tostado. La derivatizacion de proteinas con &cidos clorogénicos se
acomparfia de un cambio de su punto isoeléctrico hacia valores de pH mas bajos
(Montavon, 2003).

Si bien existen diversos estudios donde se ha recuperado y analizado la fraccién
proteica de SCG, (Valdés et al., 2020; Ribeiro et al., 2021; Ramirez et al., 2021)
estos autores han demostrado una recuperacion del concentrado proteico en
pocas cantidades (de 0.9 — 2.9%) pero con una concentracion de proteina del 51
al 69%. En el presente estudio, la concentracion de proteina en el extracto fue de
21%, valores inferiores a lo reportado, esto puede deberse a que la proteina de
almacenamiento G11S, presente en los SCG sigue un proceso especifico de
degradacion durante el tostado del grano del café. La desnaturalizacion de la
fraccion proteica, inducida por las condiciones de temperatura y presion, puede
conducir posteriormente a la fragmentacion de las subunidades en polipéptidos
mas pequefios y/o a una serie de reacciones oxidativas, dando como resultado
la incorporacion de estos fragmentos proteicos a la matriz polimérica de las
melanoidinas que, representan el 25% del producto final (Figueroa-Campos
2022).

9.3 Digestidn in vitro

9.3.1 Digestibilidad y bioaccesibilidad proteica in vitro

La digestion gastrointestinal in vitro de proteina de SCG con pepsina y
pancreatina ha sido poco descrita en muestras de café. En el estudio de Ramirez
et al. (2021) se realizdé una hidrdlisis con pepsina y pancreatina de proteina
aislada de residuo de café, se dializ6 con membrana de 10 kDa y a la proteina
dializada se le denoming proteina soluble, en donde, se recuper6 un total de
17.41 % + 3.51 de proteina. Este porcentaje es mayor que el mostrado en el
presente estudio (5.48%). Bahttarai et al., (2022) mostré una digestibilidad de
33% en proteina aislada de SCG, valores mayores a lo determinado en el
presente estudio 17%, sin embargo, es importante tomar en cuenta que la matriz

alimentaria utilizada en el presente estudio son los residuos de café y no la
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proteina aislada, en donde, existe la adherencia de proteinas a polisacaridos lo
gue vuelve mas complejo el proceso de digestion y, por ende, la liberacion de

proteinas.

9.3.2. Electroforesis SDS-Page

Al analizar las muestras ND, ND (C-), NBA y BA mediante electroforesis SDS-
Page, solamente ND mostré dos bandas, con un peso molecular de 160 kDa y
otra tenue de 10 kDa (Tabla VII, Imagen 7), se puede inferir que existe un grado
de digestion en comparacion con ND (C-), ya que, las proteinas presentes en la
muestra siguen unidas a las melanoidinas, lo que dificulta su migracién a través
del gel. En el caso de la fraccion ND, la banda identificada corresponde a la
fraccion de proteina que fue liberada de la matriz polimérica por las enzimas
proteoliticas y a la accién de a-amilasa. Se ha demostrado que la derivatizacion
de las proteinas durante el proceso de tostado forma estructuras poliméricas de
>200 kDa lo que dificulta la permeaciéon de las proteinas a través del gel de
electroforesis (Ribeiro et al., 2021). En el estudio de Vazquez-Sanchez et al,
(2018) se realiz6 el perfil electroforético de proteina extraida de SCG mediante
diferentes métodos, en donde se encontraron bandas de 150 kDa y de 10 kDa,
resultados similares a lo identificado en la fraccion ND de nuestro estudio. La
banda visible a 160 kDa puede representar la liberacion de las proteinas
polimerizadas, mediante la accion de la a-amilasa salival, mientras que la banda
de 10 kDa representa a aquellos polipéptidos liberados por la fragmentacion de
la globulina 11S (Ribeiro et al., 2021).

En el estudio de Ribeiro et al, (2021), se realiz6 un perfil electroforético de la
fraccion digerida de proteinas extraidas de SCG, se demostré la presencia de
fracciones peptidicas con un peso molecular de 26, 10, 5y 3 kDa, en el caso de
la banda de 26 kDa, puede representar la subunidad B de la globulina de
almacenamiento 11S que fue resistente a la digestion realizada en el estudio. En
nuestro estudio no se presentan bandas que puedan representar esta subunidad
en la fraccion NBA o BA, el proceso de digestion pudo haber actuado sobre esta

fraccion proteica generando un grado de digestion mayor, generando péptidos
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con pesos moleculares < 10 kDa. Se estima que tanto en la fraccion NBA como
en la BA existen péptidos de bajo peso molecular que no fueron identificados en

el presente estudio ya que se evaluaron pesos moleculares de 10 a 220 kDa.

9.4 Inhibiciéon enzimatica in vitro

La inhibicién enzimatica de a-amilasa se realizé mediante el método de Kwon et
al, (2008), utilizando la fraccion BA de SCG tostado medio, a concentraciones de
0.1, 0.5y 0.5 mg/dL, en este caso, solamente la concentracién de 0.5 mg/mL
mostré un porcentaje de inhibicion de a-amilasa, mientras que en de a
glucosidasa, la inhibicion enzimatica se presentd en una dilucion de 1.25 mg/mL,
Sin embargo, los resultados mostrados pueden llegar a ser variables, ya que,
dentro de la fraccién BA de los SCG se puede encontrar azUcares reductores
resultantes del proceso de digestion como manosa y galactosa las cuales se
pueden unir al &cido dinitrosalicilico (DNS) y genera absorcién lo que puede estar
afectando la lectura y los resultados (Passos et al., 2019). Es importante realizar
una purificacién de la fraccibn BA de SCG para recuperar los péptidos vy
determinar la inhibicion enzimética de una manera mas precisa. Debido a
complicaciones en el estudio se dificultd la realizacién de replicaciones de ambos

andlisis.

Si bien, con péptidos de SCG no se ha realizado inhibicidn de enzimas a-amilasa
o a-glucosidasa, otras fuentes de globulina G11S han demostrado inhibicion de
la enzima, como el caso de péptidos de proteina digerida de quinua, que
mostraron IC50 de 1.01 + 0.04, sin embargo, la concentraciéon de péptidos
utilizados fue de 6 mg/mL, una concentracion 12 veces mayor a la utilizada en el

presente estudio (Vilcacundo, Martinez y Hernandez, 2017).

Los resultados del porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa muestran que la
fraccion BA de residuos de café presenta un elevado porcentaje de inhibicion,
diversos estudios han demostrado que el IC50 necesario para generar una

inhibicion enzimatica de a-glucosidasa es > 1mg/mL de péptidos (Vilcacundo,
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Villaluenga y Hernandez-Ledezma, 2017), en este caso, la dilucion utilizada (1.25

mg/mL) demostro tener capacidad inhibitoria de la enzima.

La actividad inhibitoria de a-glucosidasa de péptidos bioactivos se relaciona a la
presencia de residuos de aminoacidos serina, treonina, tirosina, lisina, arginina
en N-terminal y prolina cerca de C-terminal con metionina o alanina en posicion
C-terminal (Di Stefano et al., 2018). Esta informacion estad respaldada con
estudios donde se ha demostrado que el tetrapéptidos STYV derivado de
Aspergillus awamori es el péptido con mayor capacidad de inhibicion de a-
glucosidasa descrito, por otro lado, el péptido SQSPA de Bombyx mori ha
demostrado una inhibicién reversible de a-glucosidasa. Estos datos fueron
comprobados mediante estudios in silico donde se evaluaron las interacciénes
moleculares de los péptidos con a-glucosidasa mediante interacciones
electrostaticas de los enlaces de hidrogeno (Ibrahim et al., 2018). Si bien, las
fuentes de estos péptidos no son de fuentes vegetales, se demuestra la
capacidad de péptidos de diversas fuentes con capacidad de inhibir a-

glucosidasa.

9.5 Analisis in silico

9.5.1 Digestidn in silico

Diversos estudios han comparado la utilidad del programa BIOPEP-UWM con
estudios in vitro e in vivo. En el estudio de Barati et al., (2020), se demostré que
existia una similitud de 33.6% entre péptidos resultado de la digestién in silico y
péptidos reportados de digestion en modelo murino. Por otro lado, en el estudio
de Gomez et al, (2019) demostré que la bioactividad predictiva sobre ECA y
DPPIV de péptidos de ostra hidrolizados in silico con el programa BIOPEP-UWM

es similar a la inhibicién realizada in vitro de péptidos hidrolizados in vitro.

Debido a la poca disponibilidad de estudios que reportan la hidrélisis de G11S
sobre SCG o café in silico, se comparé con G11S de otra fuente vegetal, en este
caso avena, donde, el grado de hidrdlisis de la G11S de SCG (37%) resultd
similar al grado de hidrdlisis de la G11S de avena (35%). Es posible que la
especificidad de las enzimas proteoliticas utilizadas, limite el alcance de la
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hidrdlisis; cada enzima escinde a residuos de aminoécidos al reconocerlos, la
pepsina actia sobre fenilalanina y tirosina, mientras que tripsina actla sobre
lisina y arginina y la quimiotripsina muestra afinidad por aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina), esto lleva a la liberacion de péptidos con
tamafos variables (Ribeiro et al., 2021). En este caso, los péptidos de interés son
aquellos de 2 a 5 aminoé&cidos, son los que presentan una mejor biodisponibilidad
segun lo reportado, ya que péptidos mayores pueden ser expuestos a un proceso
hidrolitico que afecta su biodisponibilidad y se ha visto que péptidos pequefios
muestran mayor bioactividad que péptidos de mayor tamafo. (Thakkar et al.,
2008; Barati et al., 2020).

Si bien en el caso de la protedlisis in silico existe un bajo grado de hidrdlisis, esto
se podria asemejar a lo encontrado en una digestion in vitro o in vivo, ya que, la
digestion de las proteinas de café se ve afectada por diversos procesos térmicos
como el proceso de tostado que promueven la union de las proteinas a las
melanoidinas y disminuye la solubilidad en agua. Esto afecta la digestibilidad de
las proteinas de café tostado y da como resultado una menor cantidad de
proteina soluble, sin embargo, durante la preparacion de la bebida de café, el
agua caliente puede acentuar la desnaturalizacion de estas, resultando en una
exposicion de mayores sitios de union, lo que aumenta su solubilidad y promueve
el proceso de digestion, ademas que resulta en la exposicion de mas cadenas de
péptidos susceptibles a la accion de proteasas, lo que promueve la liberacion de

péptidos mas pequefios (Beckdam et al., 2006; Ribeiro et al., 2021).

La globulina de almacenamiento 11S presente en los SCG es un hexamero de
55 kDa con dos subunidades de 33 y 24 kDa, esta formada por dos cadenas
polipeptidicas unidas por puentes disulfuro. La region hidrofilica C-terminal de la
cadena a esta ubicada en la superficie de la proteina y protege los dominios
estructurales y la solubilidad de las globulinas 11S, ademas parece ser el sitio de
reaccion preferido para el acido clorogénico que también participa en las
modificaciones estructurales de las proteinas durante el proceso de tostado. La
hidrolisis de la globulina 11S da como resultado la division de las regiones

expuestas en la superficie de cadenas a, mientras que las cadenas 3 ubicadas
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en la parte interna de la molécula de proteina permanecen intactas (Ali et al.,
2012).

En el estudio de Ribeiro et al, (2021) se realiz6 una digestion in silico con enzimas
pepsina, tripsina y quimiotripsina en el programa BIOPEP-UWM-UWM, a su vez
se realizd6 una digestion in vitro y se compardé los resultados de ambas
digestiones, mostrando la capacidad de la globulina de almacenamiento 11S de
liberar péptidos de bajo peso molecular, donde la subunidad a demuestra ser
altamente hidrofilica y mas accesible a la accion de las enzimas como tripsina,
mientras que la subunidad B demuestra ser mas hidrofobica y tiene mayor
resistencia a la digestion. Esto nos demuestra que el método in silico supone una
aproximacion de lo que sucede en estados fisicos, pero no es exacto ya que
existen factores externos que pueden afectar la accion de las enzimas en la

estructura de las proteinas.

9.5.2 Bioactividad predictiva

Para evaluar la actividad biologica de los péptidos se utilizé el programa BIOPEP-
UWM-UWM el cual utiliza datos reportados sobre la actividad biolégica de
diversos péptidos, en este caso se determina la actividad biol6gica potencial de
los péptidos solo si se dispone del IC 50 o EC 50 (Minkiewiz et al., 2019). En el
caso de los péptidos de SCG analizados mostraron capacidad inhibitoria de ECA,
DPPIV, DPPIIl y actividad antioxidante, lo que les confiere la capacidad de actuar
sobre diversas enfermedades como hipertension, y diabetes mellitus. Por otro
lado, la capacidad inhibitoria de ECA de los péptidos provenientes de SCG ha
sido demostrada en estudios in vitro donde se evalla la actividad de péptidos
resultantes de un proceso de hidrdlisis, resultando en la disminucion de la
actividad enzimética luego de la adicion de los péptidos (Valdés et al., 2020;
Ribeiro et al., 2021). EI mecanismo de accidon propuesto para la actividad
antioxidante de los péptidos incluye la regulacion de las enzimas antioxidantes,
los grupos tiol e hidroxilo disponibles en las secuencias peptidicas, el equilibrio
de los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno y la reducciéon de
la oxidacion de lipidos. La actividad de algunos péptidos para inhibir las enzimas

ECA y DPP-IV se ha relacionado con cambios conformacionales debido a
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interacciones hidrofébicas y eléctricas de las secuencias peptidicas con las
enzimas (Ramirez et al., 2021). Diversos estudios que evaltan la bioactividad de
los péptidos de SCG han demostrado que aquellos péptidos con fragmentos que
presentan el aminoacido hidrofébico tirosina (Y) en el C-terminal presentan una
mayor bioactividad (Valdés et al., 2020; Pérez-Migues, Marina y Castro-Puyana,
2019).

Otros estudios han demostrado que los péptidos con residuos de aminoacidos
hidrofébicos (L, I, V, A, Wy M) y aromaticos (F y Y) tienen mayor capacidad
inhibitoria de ECA, DPP-IV y actividad antioxidante (Ramirez et al., 2021).
También se ha analizado que los péptidos cortos que contienen fenilalanina
tienen mas probabilidades de predecirse como bioactivos, esto sugiere que este
aminoacido puede ser particularmente util para conferir bioactividad a los
péptidos mas cortos y es un determinante utilizado en el programa
PeptideRanker (Mooney et al., 2012).

En nuestro estudio, los péptidos con mayor bioactividad predictiva determinada
en el programa Peptide Ranker fueron IF (0.94) y AlIF (0.83), con el aminoé&cido
hidrofébico isoleucina, alanina y fenilalanina. De los péptidos con mas del 0.5 de
bioactividad, el 87.5% presenta al menos un aminoacido hidrofébico y el 75%
presenta un aminoacido hidrofébico en C-terminal o N-Terminal. Se ha
demostrado que los péptidos de naturaleza hidrofébica generalmente tienen
propiedades antioxidantes y de inhibicion de la ECA. Estos aminoéacidos
hidrofébicos normalmente pueden interactuar con las enzimas diana o los

radicales libres (Peighambardoust et al., 2021).

Los péptidos pueden presentar multiples actividades biolégicas en el organismo,
dadas principalmente gracias a su hidrofobicidad, por lo que nos puede dar una
idea de la capacidad de los péptidos de actuar sobre diversos receptores como
el caso de ECA y PPARYy.
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9.5.3. Afinidad ligando-receptor de los péptidos resultantes de la digestion
in silico

Una estrategia para el control de la obesidad es reducir la adipogénesis mediante
la regulacion sobre la actividad de PPARYy. Los estudios realizados sobre la union
de ligandos en PPARy han identificado los residuos de aminoacidos CYS285,
MET364, ILE264, ARG288, SER289, ILE281 y LEU 330 del receptor, como el
sitio de unidon de moléculas con actividad antiadipogénica (Selvaraj et al., 2014;
Aranaz et al., 2019).

Tanto el antagonista G3335 como los péptidos mostraron enlaces de hidrogeno
al residuo CYS285, mientras que en el caso de GW9662 ha sido reportado y
confirmado en el presente estudio que muestra enlace covalente con el residuo,
principal interaccion por la que se le atribuye su capacidad antagonista de PPARy
(Ohtera et al., 2015). CYS285 se encuentra en la region central del sitio de unién
del receptor, se ha demostrado la importancia de la interaccion con este residuo
sobre la capacidad de diversos ligandos de actuar sobre el receptor. En el estudio
de Harada et al, (2015), se realiz6 una mutante de PPARy donde se sustituyé la
cisteina del residuo por alanina y se demostr6é que los ligandos no afectaban al

receptor a pesar de tener interaccion con otros residuos.

Como se ha mencionado en la seccién 9.3.2, es importante considerar la
hidrofobicidad de los péptidos, la cual esta dada por el contenido de aminoacidos
de naturaleza hidrofébica. De los péptidos que presentaron afinidad con el
receptor PPARYy, un 80% presenta un aminoacido hidrofébico en su estructura,
40% en C-terminal, 70% en N-terminal y 40% en ambas porciones terminales,
como es el caso del péptido RLLPH del hidrolizado de alcalasa de avellana
(Corylus heterophylla) y los péptidos FFL, LLSL y LVLL de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) con aminoacidos hidrofobicos en ambas terminaciones
presentan una inhibicion de la acumulacion lipidica del en la linea celular 3T3-L1
(Oseguera-Toleto et al., 2016).

También se han estudiado péptidos de origen animal con efectos sobre

adipogénesis, como el caso del péptido de atan DIVDKIEI con aminoacidos
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hidrofébicos, sobre todo en C-terminal que demostré disminuir la ingesta de
glucosa vy triglicéridos e inhibir PPARy y C/EBPs en linea celular 3T3-L1 (Kim et
al., 2015); péptidos hidrolizados de caseina que han demostrado una disminucién
del 4% de la adipogénesis en la linea celular 3T3-L1 (Martinez-Villaluenga et al.,
2008), y péptidos con <1 kDa de mejillon azul por hidrélisis de pepsina exhibieron
efectos antiobesidad al mejorar la lipdlisis y regular a la baja los factores de
transcripcion adipogénicos, como PPAR - y , C/EBP- ay SREBP1 (Hong et al.,
2019).

Los diferentes compuestos de SCG que pudieran encontrarse unidos a las
proteinas, ya que durante el proceso de tostado de café, la polimerizacién de las
melanoidinas se ve acompafada de la union de &cidos clorogénicos, que a su
vez se unen a la estructura de la G11S, esto podrian tener un impacto en la
bioactividad de las proteinas y cambiar su conformacion, pudiendo asi, presentar
un efecto antagdnico a la actividad ejercida por las proteinas en su estado puro,
asi como también, un efecto sinérgico en la que podria presentar una bioactividad
mayor comparada con su estado puro (Prabhu & Rajeswari, 2018., Montavon et
al., 2003).

9.5.4. Caracteristicas de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién
(ADME) de los péptidos con capacidad de unién al receptor.

La rosiglitazona es un farmaco perteneciente a las tiazolidinedionas altamente
estudiado como agonista de PPARYy, el cual ejercen efectos hipoglucemiantes
mediante la regulacion de genes sensibles a PPARYy. Se han realizado estudios
in silico e in vitro de la interaccion del farmaco con el receptor y se ha demostrado
gue actla sobre el sitio activo, especialmente sobre los residuos de aminoacidos
CYS285 y SER289 (Kotha et al., 2020). Los datos obtenidos en ADME de
rosiglitazona sirven como parametro para medir las caracteristicas necesarias
para que una molécula pueda llegar al receptor, los péptidos se analizaron en

ADME y se compararon con dichas caracteristicas.
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Los citocromos P450 (CYP) pertenecen a una superfamilia multigénica de genes
gue codifican una serie de enzimas que catalizan la oxidacién de funciones
mixtas de una amplia variedad de compuestos enddgenos y xenobioticos,
incluidos contaminantes ambientales, mutdgenos proximales y carcindgenos
(Katiyat, Afaq y Mukhtar, 2001). Se determind la interaccién de los péptidos con
la familia de enzimas del CYP, el antagonista GW9662 inhibe a CYP1AZ2,
CYP2C19 y CYP2c9, el resto de los péptidos no tiene interaccién con CYP,
mientras que IPIL inhibe la glicoproteina P. La interaccion de los compuestos
activos con cualquiera de las isoenzimas CYP podria conducir a un metabolismo
rapido (cuando se induce una isoenzima CYP) o a una bioacumulacién (cuando
se inhibe una isoenzima CYP) en el cuerpo. Ambos escenarios son indeseables,
ya que el primero puede provocar una sobredosis y el segundo, toxicidad. En
este caso podemos interpretar que los péptidos bioactivos de PPARy no generan

toxicidad alguna con las enzimas de CYP (Ji et al., 2020).

Por otro lado, para la similitud a los farmacos se utiliza la "regla de 5" de Lipinski
et al, (2001) que predice que es mas probable una mala absorcién o permeacion
cuando hay mas de 5 donantes de enlaces H, 10 aceptores de enlaces H, el peso
molecular (MWT) es superior a 500 y el Log calculado P (CLogP) es mayor que
5 (o MlogP>4.15). Analizando estos datos, ambos antagonistas y los péptidos
AIF, APH, IF, IPIL, TQW y VAF tienen buena semejanza a los farmacos ya que
cumplen con todas las caracteristicas. En la puntuacion de la biodisponibilidad, a
excepcion de AWAH, DVVAH y YQH, el resto de los péptidos mostraron un
puntaje de 0.55, similar a los antagonistas de PPARy y al antagonista

rosiglitazona.

Dos propiedades importantes utilizadas para predecir la biodisponibilidad oral de
los compuestos son la flexibilidad (FLEX, determinada por el nimero de enlaces
giratorios) y la polaridad (POLAR, determinada por el area superficial polar
topologica (TPSA). Se sabe que los compuestos con mas de 10 enlaces giratorios
tienen una biodisponibilidad oral baja, y aquellos con un area de superficie polar

topoldgica baja (entre 20 y 130 A) tienen una biodisponibilidad oral alta (Ji et al.,
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2020). En este caso se pudo analizar todos los péptidos a excepcion de APH y
el antagonista G3335 tienen biodisponibilidad oral baja, sin embargo, segun la
TPSA, AlF, IF, GW9662 y Rosiglitazona pueden llegar a tener biodisponibilidad
oral alta.

En la Figura 14 se presenta el BOILED-Egg de todos los péptidos analizados. El
BOILED-Egg es una representacion grafica que nos ayuda a determinar la
capacidad de un péptido de absorberse en el tracto Gl o permear la barrera
hematoencefalica. Los péptidos AlF, IF, IPIL y VAF, muestran una capacidad de
absorcién gastrointestinal, mientras que los péptidos PQPR, DVVAH y YOH no
cumplen con las caracteristicas adecuadas para ser biodisponibles (MW, HBD,
HBA, TPSA).

A pesar de que diversos péptidos no cumplen con las caracteristicas para ser
absorbidos en el tracto gastrointestinal de manera pasiva, existe la posibilidad de
ser absorbidos mediante transportadores peptidicos, ya que, a diferencia de los
farmacos, los péptidos cuentan con diversos transportadores de membrana que
se encuentran en los enterocitos y pueden transportar a los péptidos al torrente
sanguineo. Los di y tri-peptidos suelen ser absorbidos gracias a los
transportadores intestinales PEPT1 y PEPT2 (Vij et al., 2016), mientras que
péptidos de 4 y 5 amino&cidos son transportados por SOPT1 y SOPT2 y por
difusion pasiva (Chothe et al., 2011). El antagonista de PPARy G3335 al ser un
dipeptido podria ser transportado por PEPT1, ya que en el programa SwissADME

No muestra tener caracteristicas adecuadas para su absorcion de manera pasiva.

Con los datos anteriores se puede determinar que las proteinas de SCG pueden
presentar digestibilidad y bioaccesibilidad mediante una digestion simulada in
vitro, lo que indica que a pesar de la dificultad de extraccion mediante punto
isoeléctrico, el proceso de digestion puede liberar péptidos potencialmente
bioactivos, estos péptidos demuestran actividad inhibitoria de a-amilasa y a-
glucosidasa in vitro, mientras que in silico muestran una potencial bioactividad

sobre enzimas involucradas en el sindrome metabdlico como ECA y capacidad
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de unién sobre el sitio activo de PPARYy, donde los péptidos IF, AlF, VAF y APH
son los que tienen mayor capacidad de unidn y mejor absorcién determinado por

sus caracteristicas ADME.
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10. Conclusiones

Al someter los SCG a una digestion gastrointestinal in vitro, se determiné que las
proteinas tienen buena digestibilidad y bioaccesibilidad. Por lo que se puede
estimar que la fraccion bioaccesible de SCG presenta péptidos con un peso <12
kDa. La fraccidon bioaccesible de SCG demostré una capacidad de inhibicién a
una concentracion de muestra de 0.5 mg/mL de a-amilasa, mientras que con a-
glucosidasa se encontré inhibicibn a una concentracion de muestra de 1.25
mg/mL, la fraccidén bioaccesible aun puede contener carbohidratos o compuestos
fendlicos que estaban unidos a las melanoidinas y se liberaron durante el proceso
de digestidn, por lo cual, no se puede concluir que el efecto inhibitorio de a-

amilasa y a-glucosidasa es exclusivo de los péptidos de SCG.

Por otro lado, el estudio in silico revelo que los péptidos hidrofébicos demuestran
una mayor bioactividad predictiva sobre ECA, ademas de mostrar fuertes
energias de unién a PPARYy y con una capacidad de absorcion alta determinada
por ADME. Por lo que se podrian identificar como los péptidos con mejores
caracteristicas y mayor probabilidad de ser ligandos antagonistas de PPARy y
ECA.

Por lo anterior, se propone una posible interaccién de los péptidos resultantes de
la digestion de residuos de café, sobre la actividad de proteinas relacionadas con
el SM
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11. Recomendaciones para investigaciones futuras

Realizar una purificacion de los péptidos de la fraccion bioaccesible de SCG para
eliminar carbohidratos, sales y otros compuestos que puedan interferir en los

resultados.

Implementar metodologia in vitro con lineas celulares 3T3-L1 o estudios in vivo
donde se pueda analizar el efecto de los péptidos sometidos a una digestion
completa en animales y analizar otros factores que pueden estar involucrados en

el proceso de digestion y absorcion de las proteinas de SCG.

Mejorar el proceso de extraccion de proteinas de SCG para poder obtener un
aislado proteico de las mismas, evaluar y caracterizar su estructura, someterla a
un proceso de digestion y evaluar los péptidos resultantes mediante HPLC-MS y

de esta manera poder hacer el andlisis con las secuencias identificadas.
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