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Efecto de la borra'de café sobre la bioldgica
espermatica: aproximacion in vitro

D Dy

>>> En elsiguiente trabajo se busca establecer los efectos que tiene laborra de café

sobre la calidad seminal, determinando in vitro los cambios que esta puede generar
sobrelamovilidad y los parametros funcionales de los espermatozoides humanos.
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RESUMEN

Obijetivo: El objetivo de este trabajo fue establecer
el efectodelaborrade cafésobrelamovilidadylos
parametros funcionales de los espermatozoides
humanosinvitro.

Materiales y métodos: La borra de café, un sub-
producto obtenido en establecimientos especiali-
zados en la preparacién de café soluble a base de
grano, se diluyo entampdnfosfato salinoy se mez-

clé en proporciones iguales con las muestras de
semen de 16 voluntarios aparentemente sanos. A
cada muestra se le determind el efecto sobre Ia
movilidad espermatica en funcién del tiempo (30,
60, 90 y 120 minutos, n=16) y sobre los parametros
funcionales (n=6) por medio de citometria de flujo:
potencial de membrana mitocondrial, produccion
de especies reactivas de oxigeno y lipoperoxida-
ciondelamembrana espermatica.

Resultados: Laincubacién de los espermatozoides
con la borra de café evidencio un cambio positivo
en la movilidad espermatica. Adicionalmente, la
incubacidén con laborra de café incremento signifi-
cativamente el potencial de membrana mitocon-
drialenlos espermatozoides.

Conclusién: La borra de café, seguramente debido
a los compuestos antioxidantes, afecta positiva-
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mente la movilidad espermatica aumentando el
potencial de membrana mitocondrial. Porlo tanto,
esto es un paso inicial en la busqueda de un suple-
mento de origen natural que aumente la calidad
seminal.

Palabras claves: Borra de café, antioxidante, es-
permatozoides, fertilidad, semen.

>>> INTRODUCCION

El café es un producto agricola conimpor-
tancia econdmica para muchos paises, es asicomo
para finales de 2018 se exportaron en el mundo
mas de 10 millones de sacos de café siendo Brasil,
Colombia y Vietnam los tres principales exporta-
dores (1). Esta alta exportacion ratifica que la
compra de café, con el propdsito de ser usado
como una bebida preparada mediante infusion a
partir del fruto de los cafetos, se ha convertido en
un elemento indispensable de la canasta familiar

(2)3).

El fruto de café pertenece a la familia de
las rubidceas de las cuales existen 500 géneros y
mds de 6000 especies (el arabigo, la robusta, el
liberiano y el excelso entre otras) (4), siendo las
especies mdas importantes comercialmente el
arabigo y la robusta. Todas las especies de café se
caracterizan por tener mas de 1000 sustancias
quimicas, incluyendo: carbohidratos, lipidos,
compuestos nitrogenados, vitaminas, minerales,
alcaloides ademas de compuestos fendlicos

(3’576)'

La robusta se caracteriza por tener el
fruto de mayor concentracién de cafeina, mientras
que el fruto de la aradbica presenta mayor produ-
cciéon y consumo en el mundo debido segura-
mente al aroma y suave sabor al paladar; sin
ningun tratamiento el grano de café ardbigo posee
una concentracién de cafeina relativamente bajo,
entre0,6y1,7%".

Durante la produccién las semillas de café
pasan por diferentes procesos de madurez, lava-
do, almacenamiento, seleccidn y tostacién antes
de llegar a su presentacidon final como bebida. El
proceso de tostacion es fundamental y se basa en
la transformacidn de los granos de café mediante
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la aplicacién de calor generando cambios en el
color, laforma, el volumen, la masa, la humedad y
la densidad del grano induciendo variabilidad en
las concentraciones de acidos, proteinas, aztcares
e incluso cafeina (7), modificando el olory el sabor
final del producto. En la industria cafetera uno de
los residuos de mayor produccion es la borra de
café, representa el 10% del peso neto del café
cosechado, contiene importantes cantidades de
compuestos organicos como acidos grasos, ligni-
na, celulosa, hemicelulosa e incluso polisacaridos
los cuales podrian explotarse como fuente de pro-
ductos de valor agregado, incluyendo compostaje
(8,9), produccién de biodiesel, como fuente de
azucares, precursor para la produccion de carbdn,
eincluso como bioabsorbentes de iones metalicos

(10).

El compuesto mas importante y recono-
cido del café es la cafeina, un estimulante del
sistema nervioso central (SNC), con capacidad
para aumentar las concentraciones de calcitonina,
relajar los musculos lisos y estimular la frecuencia
cardiaca”; unaingesta moderada de 400 mg/dia de
cafeina no se asocia con ningun efecto adverso
para la salud(12), solo las mujeres en edad repro-
ductiva y los niflos deberian tener restricciones
para su consumo debido a que existe evidencia
que demuestra que la ingesta de cafeina durante
el primer trimestre del embarazo incrementa el
riesgo de aborto espontdneo (12,13).

Durante los ultimos 50 afios el consumo
de café se harelacionado con diversos ambitos de
la salud debido a la popularidad y a los beneficios
de su consumo, los efectos que puede generar en
las personas que lo consumen constantemente se
han asociado con la prevencion de la diabetes
mellitus tipo 2 (Dm2) (14,15)y el riesgo cardio-
vascular (16, 17). Sin embargo, el consumo de café
moderado o alto se ha relacionado con un mayor
riesgo de padecer carcinoma renal (18,19). En
enfermedades como el Parkinson una taza de café
al dia se encuentra asociada a una reduccion del
10% de riesgo a padecerla (20) y con respecto ala
obesidad los extractos de café verde sugieren un
beneficio al ser utilizados como suplementos para
lareducciéndel peso (21,22).

Estos estudios que relacionan el café y la



cafeina con afecciones como las enfermedades
cardiovasculares (23,25) , la Dm2 (26, 27) y el
cancer (28) presentan resultados contradictorios
(5,29)debido principalmente al tipo de café utili-
zado, ademas el consumo de café estad estre-
chamente relacionado con otros factores de ries-
go para estas enfermedades como el consumo de
cigarrillo (18,20,30), la ingesta de alcohol (30) y el
sedentarismo (31).

Desde otra perspectiva, durante los trata-
mientos de reproduccidn asistida en un estudio
realizado sobre el impacto que genera la ingesta
de café diaria en las mujeres danesas durante sus
tratamientos de fertilidad, se demostrd que entre
una y cinco tazas de café por dia, aumentan las
probabilidades de obtener una resolucidén exitosa
(32) y en el ambito de la fertilidad masculina se
evidencio que el consumo de mas de 272 mg/dia,
estd asociado a una menor probabilidad de con-
cebir un bebe vivo (33). En contraste, existe evi-
dencia sobre el efecto negativo del consumo de

café sobre la fertilidad masculina (34) dada la
caracteristica que posee la cafeina de difundirse
libremente en el ovario y los testiculos humanos,
esta propiedad fue descrita por Goldstein y Wa-
rren al evaluar testiculos de pacientes sometidos a
orquiectomia bilateral a causa del cancer de
prostata, a estos se les administré 1 g de benzoato
sddico de cafeina 30 minutos antes del procedi-
miento quirdrgico, lo que posteriormente en la
evaluacion de los testiculos mostré que la cafeina
tiene acceso a las gdnadas adultas y que logra en
estos tejidos concentraciones similares a las del

plasma(35).

De otro lado, el estrés oxidativo es un
fenédmeno que se desarrolla cuando la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS) sobrepasa el
balance entre la produccion y capacitacion gene-
rando consecuencias negativas en los procesos
celulares (36), en los espermatozoides la produ-
cciéon de ROS se correlaciona negativamente con
su calidad fisioldgica, la formacidn de los ROS se
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ha relacionado con la infertilidad, un estudio
realizado en hombres infértiles ha evidenciado la
existencia de una mayor cantidad de ROS en estos
pacientes en comparacién con hombres fértiles
(37), en adicién a estos resultados otras investiga-
ciones han determinado que los pacientes y
donantes con parametros normales en la movili-
dad espermatica tienen una menor formacion de
ROS respecto a los que presentaban una movili-
dad espermadtica anormal (38), sin embargo
niveles bajos de especiesreactivas de oxigeno, son
necesarias para el proceso de capacitacidon y
fecundacion (39).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue establecer los efectos que tiene la borra de
café sobre la calidad seminal, determinando in
vitro los cambios que esta puede generar sobre la
movilidad y los pardmetros funcionales de los
espermatozoides humanos.

>>> MATERIALESYM ETODOS
Muestras seminales

Se incluyeron 16 muestras de semen de
voluntarios aparentemente sanos con una edad
promedio de 24 afios (20 a 28 afios), sin hijos, con
parametros seminales normalesy que no fumaran,
la muestra seminal fue recolectada mediante
masturbacion después de un periodo de abstinen-
ciasexualde2as5diasyseevaluaron en un maximo
de 2 horas después de su recoleccién (40). Cada
individuo firmé un consentimiento informado
aprobado por el Comité de Bioética, Facultad de
Medicina, de la Universidad de Antioquia, después
deleeryentenderel propdsito delainvestigacion.

A cada muestra de semen se le realiz6 la
cuantificacién de la movilidad por medio de micro-
scopia a partir del lineamiento establecido por el
manual de andlisis seminal de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS): movilidad tipo |
(progresiva), movilidad tipo Il (no progresiva),
movilidad total (1+11) y movilidad tipo 111 (esperma-
tozoidesinmdviles).

Incubacion directa de los espermatozoides y la
diluciéndelaborrade café en PBS

Revista Bioanalisis | Febrero 20211 110 ejemplares

En viales de 1.5 mL se realizé una dilucién
de los residuos del café seco (borra de café) con
tampon fosfato salino (PBS, Gibco, Grand Island,
NY, EE. UU.)auna concentracién de 1.5 mg/mL. Se
prepard una solucion madre con el propdsito de
realizar todos los ensayos con similares condicio-
nes y por lo tanto evitar alguna posible variacion
enlaborraseguinlapreparacionolatemporadade
preparacion. Se prepard una dilucién 1:2 de la
muestra seminal con la borra de café y como
control negativo la muestra de semen fue diluida
1:2 con PBS, se incubaron durante 2 horas a 37°C,
cada 30 minutos se cuantifico al microscopio la
movilidad espermatica por duplicado.

Evaluacién de las propiedades funcionales de los
espermatozoides

Aproximadamente 1 x 10° espermato-
zoides fueron incubados con borra de café y PBS
durante 60 minutos a una temperatura de 37 °C,
con el propdsito de determinar los parametros
funcionales espermaticos mediante citometria de
flujo: potencial de membrana mitocondrial, produ-
ccidn de especies reactivas de oxigeno y lipopero-
xidacidon delamembrana celular.

Evaluacién de potencial de membrana mitocon-
drial (PMM)

Se evalud usando la tincion con yoduro de
3,3'-di- hexiloxacarbocianina (DiOC6, Molecular
Probes Inc., Paises Bajos), un colorante lipofilico,
catidnico y selectivo para mitocondrias de células
vivas, este se caracteriza por mostrar el estado del
potencial de la membrana mitocondrial. El yoduro
de propidio (IP, Molecular Probes Inc., Paises
Bajos) se utilizé como tincién para discriminar los
espermatozoides necréticos/muertos (37, 41). Los
datos fueron analizados como el porcentaje de
espermatozoides vivos con alto y bajo PMM y de
espermatozoides necréticos/muertos.

Evaluacion de especies reactivad de oxigeno
(ROS)

Se evaluaron midiendo los niveles intra-
celulares de ROS (H202, HO-ONNOO-) esperma-
ticos, utilizando 2',7'-diclorofluoresceina diaceta-
to (DCFH-DA) con IP para excluir los esperma-
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tozoides necrdticos/muertos. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de espermato-
zoides negativos para IPy positivos para DCFH-DA
molécula de sefal permeable no fluorescente,
altamente sensible a cambios de oxidacién/ redu-
ccion(41).

Evaluaciéon de lipoperoxidacion de la membrana
celular (LIPOPX)

Para evaluar el estado de lipopero-
xidacidon de la membrana celular espermatica se
usé el colorante BODIPY (581/591) C11 (Molecular-
Probes Inc., Paises Bajos) de acuerdo con el
método propuesto por Aitken et al. (42). Los
resultados se expresan como el porcentaje de
espermatozoides que exhiben la respuesta de
fluorescenciaverde.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis descriptivo determi-
nando los valores de mediay rango de la movilidad
espermatica evaluada cada 30 minutos durante las
2 horas de incubacidn a las que se expusieron los
espermatozoidesalaborrade café. Losresultados
de citometria de flujo fueron analizados mediante
el programa FlowJo (TreeStar, Inc. Oregon, USA).
Adicionalmente, se realizé una prueba Wilcoxon
para la comparacion de los grupos, todas las
determinaciones se realizaron mediante el progra-
ma estadistico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.) y se considerd
un nivel minimo de significancia del 95%, valor p de
0.05.

>>> RESULTADOS

El analisis del efecto de la borra de café
sobre los espermatozoides, fueron divididos
segun el tipo de movilidad I (progresiva), Il (no
progresiva), I+11 (movilidad total) y 11l (inmdviles),
se compararon en funcién del tiempo con respec-
toal control negativo.

Se observaron cambios significativos en
la movilidad tipo I, I+l y IIl, en los cuales se
presenta una disminucién delamovilidad en mues-
tras que fueronincubadas sin el estimulo desde los
30 minutos y un aumento de la movilidad en las
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muestras incubadas con la borra de café (Figura 1
A-By Figura 2 A-B). El mayor efecto de la borra de
café sobre la movilidad tipo | de los espermato-
zoides se observé entre los 60 (49,81 +16,51) y 90
minutos (48,63 * 12,97) post incubacién (Tabla 1),
en contraste, la muestra control desde los 30
minutos (38,8 +14,98) evidenciaun descenso enla
movilidad espermatica, esta tendencia se manifes-
t6 de forma significativa entre el control y la borra
de café en los mismos tiempos para la movilidad
total y para los espermatozoides inmdviles (Tabal

1).

> > Figura 1. Movilidad espermatica tipo I. A.
Evaluacién del efecto de la borra de café (1.5
mg/mL) en proporcidn 1:2 sobre la movilidad espe-
rmatica tipo | en funcién del tiempo (30, 60, 90 y
120 minutos). B. Consolidado delos resultados.
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> > Figura 2. Movilidad espermatica total. A.
Resultados del efecto de la borra de café (1.5
mg/mL) en proporcién 1:2 sobre la movilidad
espermadtica total en funcién del tiempo (30, 60,
90 y 120 minutos). B. Consolidado de los resulta-
dos.
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> > Tabla 1. Valores consolidados para la
movilidad espermatica. Evaluacidon en porcentaje
de la movilidad tipo I, I+I1 y Ill de los esperma-
tozoides incubados con la borra de café (1.5
mg/mL) en funcién del tiempo.

Movilidad |
30 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos
Medi Borra Control Borra Control Borra Control BorraControl
Ssla 49,53 38,8 49,81 38,69 4863 37,06 47,73 37,47

15,04 1498 16,51 1597 12,97 14,8 12,83 14,5

Movilidad I+l

Media| 60,67 55,13 59,69 52,38 59 50,5 54,8 49,93
ps (10,85 10,28 12,68 13,68 9,338 13,4 11,39 11,49

Movilidad IlI
Media| 3887 44,4 39,38 47,19 40,25 48,94 43,67 49,53
DS |10,97 10,38 12,79 1364 9,518 1355 11,13 11,53

La borra de café incremento el potencial
de membrana mitocondrial (14.4%) respecto a la
muestra sin estimulo (7.9%, p=0,03, Figura 3A), no
obstante, no se encontré una diferencia significa-
tiva en los valores de intensidad media de fluores-
cenciaentre estas poblaciones (Figura3B).

> > Figura 3. Pruebas espermaticas funciona-
les. Evaluacion del porcentaje de celulas con
potencial de membrana mitocondrial alto (PMM,
A, p=0,03) e intensidad media de fluorescencia (B,
p>0,05). Distribucién (C) e histograma represen-
tativo (D) del porcentaje de espermatoozides
positivos para la lipoperoxidacion de lamembrana
espermatica(p>0,05).
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Al evaluar la produccion de ROS de las
muestras seminales no se observaron diferencias
significativas al comparar los valores obtenidos

para las muestras con el estimulo en contrapo-
sicién a aquellas que no lo tenfan (p>0.05, Figura

30).

Finalmente, el estado de la lipoperoxida-
cion de la membrana espermatica no evidencio
alteracion en las muestras con el estimulo y aun-
que la diferencia con respecto al grupo control es
estadisticamente no significativo (p>0,05), las
muestras con el estimulo si mostraron un menor
porcentaje (Figura 3C) de espermatozoides con
lipoperoxidaciéon de la membrana y una menor
intensidad media de fluorescencia (Figura3D).

>>> DISCUSION

En el presente estudio, se realizé la evalu-
acioninvitro del efecto delaborra de café sobrela
biolégia espermatica, los hallazgos de este estudio
evidencia que la borra de café (1.5 mg/mL) afecta
positivamente lamovilidad.

La borra de café contiene niveles de
cafeina variables (arabica (0.5%) o robusta (0.2%) ,
existen estudios en los cuales se evidencia que la
administraciéon oral de 5 mg/kg o 300 mg de
cafeinainduce una concentracién plasmatica de 10
pg/mL (43,44), otros demuestran que el consumo
diario de 240-300 mg de cafeinaes equivalenteala
ingesta de 3-7 mg de cafeina/kg de peso corporal
en un adulto (45), Beach et al., evaluaron la
capacidad que tiene la cafeina de excretarse en el
semen, comparandolo con las concentraciones de
cafeina en sangre, evidenciando que la cafeina
puede equilibrar su concentracion entre la sangre
y los drganos accesorios de la reproduccidn
logrando asisersecretadaen el eyaculado,asuvez
determinaron que una dosis de hasta 400 mg de
cafeina no afectan la concentracién, ni el volumen
espermatico (46), el consumo de café/te durante
las ultimas 24 horas antes de la eyaculaciéon en 209
pacientes evidencio como resultado mas significa-
tivo la disminucién en la fragmentacion de ADN
espermatico (47), ademas estudios in vitro en
muestras seminales de jabali congelados y descon-
gelados por cafeinay adenosina, demostraron que
la cafeina incrementa la incidencia de penetracion
al oocito, también se evidencio que la cafeina
logro un efecto mucho mayor en la capacitacion
de los espermatozoides y permitid la reaccion




acrosémica espontanea(48).

La cafeina es un compuesto que se encu-
entra ademadas del café, en él te, las bebidas
carbonatadas, medicamentos no prescritos y
otros alimentos (cacao, helado y tortas). La cafe-
fna cruza con facilidad las membranas bioldgicas
(gastrointestinal, hematoencefalica y place-
ntaria) lo que le permite distribuirse rdpidamente
por todo el cuerpo (49), ademds cuenta con la
capacidad de hidrolizar las grasas logrando
producir acidos grasos libres y de inhibir la
lipoperoxidacion que se da por medio de los
radicales hidroxilo (OH), peréxidos (ROO) y
moléculas de oxigeno en estado de excitacion
(oxigeno singlete) (49, 52). El café también cuenta
con componentes como el 4cido clorogénico el
cual se encuentra conformando entre 70-350 mg
de una taza de café de 200 mL de los cuales son
absorbidos en el intestino alrededor del 33%
(53,54), este compuesto cuenta con gran capaci-
dad antioxidante en todas las presentaciones de
produccidon como el café verde, tostado y subpro-
ductos relacionados (pulpa, mucilago, pergamino

yborra)(54).

La borra se obtiene a partir de la prepara-
cién del café soluble y representa la parte inso-
luble del grano de café tostado que en la actuali-
dad se presenta como un problema de contamina-
cion para la industria cafetera dificil de ser degra-
dado y que necesita de mucho tiempo para ser
eliminado parcialmente por la accién microbiana
(55), por estarazdn se han estudiado posibilidades
en la utilizacién de la borra de café para la produ-
ccion de biocombustibles, de proteinas y hongos
comestibles, ademas de variables como medio
para la elaboracién de papel (55) y basados en los
resultados de este estudio como un activador de
espermatozoides humanos.

En cuanto a utilidades dirigidas al ambito
de la salud no existe evidencia cientifica que mues-
tre la implementacion de la borra de café, sin
embargo, investigadores como Félix O et al., han
demostrado al valorar la actividad antioxidante y
el contenido de metabolitos antioxidantes en
muestras de café pergamino tipo Arabica, que en
el proceso de tostacion de grado medio se da un
aumento en el contenido de metabolitos secunda-
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rios como fenoles y flavonoides, ademas de
aumentar la actividad antioxidante (56), con esta
misma idea Fonseca Garcia L et al. al evaluar Ia
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
totales en café y subproductos del mismo, han
obteniendo en muestras comerciales y muestras
sin tostar registros positivos de fenoles totales y
capacidad antioxidante (57), asi mismo en un
estudio publicado en 2013 en el cual se buscaba
recuperar antioxidantes naturales de la borra de
café, se determind que todos los residuos recolec-
tados mostraban grandes cantidades de fenoles
totales y una alta capacidad antioxidante en
extractos que usaron como disolvente el etanol
(58), por el contrario, elincremento de latempera-
turay el tiempo por encima del grado medio en el
proceso de tostidon genera un efecto negativo
sobre la actividad antioxidante, esto se evidencio
en la demostracién de Bernard A. Goodman et al.,
el cual expone el café instantaneo a unas tempera-
turas de 27-77 °C otorgandole caracteristicas pro-
oxidantes que le permiten comportarse como
fuente deradicaleslibres paralamoléculade acido
ascérbico(59).

Los cambios significativos observados en
el presente estudio sobre la movilidad esperma-
ticapueden obedecerala existencia de concentra-
ciones altas de antioxidantes en la borra de café,
segun el estudio realizado por B. Rodriguez-
Alonso et al., sobre 78 muestras seminales eviden-
cio que en todas aquellas que contenian un nivel
elevado de estrés oxidativo se presentd un incre-
mento en la fragmentaciéon del ADN espermatico
con una progresion de 2.5% por cada hora
transcurrida en comparacién con las muestras que
tenfan una estabilidad en la fragmentacién del
ADN(60), el estrés oxidativo altera la capacidad
fecundante, y los antioxidantes contrarrestan el
efectonocivodelosradicales(61).

El estrés oxidativo se genera cuando los
niveles de ROS exceden la capacidad antioxidan-
te, aunque las ROS tienen un papel primordial
durante una seria de eventos espermaticos, su
aumenta afecta la calidad seminal, causando
infertilidad (36,62,63). El aumento del estrés oxi-
dativoresulta enlaalteracidn de las caracteristicas
espermaticas al inducir la peroxidacidn lipidica de
la membrana plasméatica de los espermatozoides,
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la oxidacidn de espermatozoides cruciales protei-
nas y fragmentacion del ADN espermatico, lo que
llevaalainfertilidad masculina (64-66).

Reciente dos trabajos publicados por dos
de los grupos mas prestigiosos en los antioxidan-
tes y la fertilidad (67,68), confirman el papel
importante que juegan los antioxidantes. El profe-
sor Aitken (67)reafirma la importancia de contro-
lar el estrés oxidativo en muiltiples eventos, incluso
algunos de estilo de vida modificables, lo cual
permitir repercutir positivamente sobre la calidad
seminal, mientras que el otro grupo demuestra
que el tratamiento con antioxidantes durante tres
meses mejora la calidad seminal, parametros
convencionales y funcionales, en hombres con
infertilidad idiopatica (68).

Finalmente, en los espermatozoides las
mitocondrias son organulos de mucha importan-
cia, tienen como funcidn principal el producir ATP
(69), dafos en su estructura se relacionan con una
disminucidén drastica de la movilidad espermatica
(70), algunos de estos dafios se relacionan con la
producciéon de ROS (71), en el presente estudio se
observd que los espermatozoides que se encon-
traban con el estimulo de la borra de café presen-
taron un mayor PMM lo que sugiere que los extra-
ctos de borra de café generan una mayor actividad
mitocondrial esto viéndose reflejado en el aumen-
todelamovilidad espermaticatipoly I+.

>>> CONCLUSIONES

La borra de café, seguramente debido a
los compuestos antioxidantes, afecta positiva-
mente la movilidad espermatica aumentando el
potencial de membrana mitocondrial. Porlo tanto,
esto es un paso inicial en la busqueda de un suple-
mento de origen natural que aumente la calidad
seminalinvitro.
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