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V. RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar la digestion in vitro de proteina extraida del
caracol Pomacea flagellata para determinar sus propiedades bioactivas. Las muestras
fueron recolectadas, depuradas y procesadas para extraer la proteina mediante punto
isoeléctrico, que posteriormente fue sometida a digestion simulada en fases oral, gastrica
e intestinal. Se midié el_grado de hidrdlisis (TNBS), la liberacion de péptidos, actividad
antioxidante (DPPH, ABTSs"FRAP), actividad antihiperglucémica (inhibicion de a-
amilasa), inhibicion de acetileolinesterasa (AChE), actividad hemolitica, indice de
hidrofobicidad y capacidad de carga bioactiva (curcumina y quercetina). Los resultados
mostraron que la hidrdlisis proteica fue minima en la fase oral, aumenté moderadamente
en la gastrica (max. 8% a 120 min)y alcanzé valores estables de 37-39% en la intestinal.
La liberacion de péptidos fue maximaen la fasedntestinal (~900 ug/uL), significativamente
mayor que en la gastrica (~250 pg/pL) y nula en la oral-En antioxidantes, el ensayo ABTS
presenté la mayor actividad (97-100% en la fase intestinal), seguido de DPPH (max. 44%
a 30 min intestinal) y FRAP (max. 51 uM ET/*ug a 30 minsntestinal). La inhibicién de ao-
amilasa fue mas alta en la fase intestinal (93% a 60 min), mientras que la inhibicion de
AChE se detecto en todas las fases (max. 57% en fase gastrica). No se observo actividad
hemolitica en ninguna fase. El indice de hidrofobicidad fue mayor en la fase intestinal
(176 a los 120 min), sugiriendo alta interaccion con membranas. La carga bioactiva
mostré afinidad por curcumina y quercetina, con mayores valores en fases)gastrica e
intestinal. En conclusion, los péptidos generados durante la digestion de Psflagellata
presentan notables propiedades antioxidantes, antihiperglucémica y actividad inhibidora

de acetilcolinesterasa con potencial en el manejo de trastornos neurodegenerativos, .sin

Xii



toxicidad hemolitica, lo que sugiere su potencial aplicacion nutracéutica y terapéutica,

aunque sﬁcomienda evaluar su seguridad por la alta hidrofobicidad observada.
A\
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VI.ABSTRACT

The objecCtive of the research was to evaluate the in vitro digestion of protein extracted
from the snail Pomacea flagellata to determine its bioactive properties. Samples were
collected, depurated, and processed to extract the protein through isoelectric point
precipitation, which” was then subjected to simulated digestion in oral, gastric, and
intestinal phases. The degree of hydrolysis (TNBS), peptide release, antioxidant activity
(DPPH, ABTS, FRAP), /" antihyperglycemic activity (a-amylase inhibition),
acetylcholinesterase (AChE) “inhibition, hemolytic activity, hydrophobicity index, and
bioactive loading capacity (curcumip“and quercetin) were measured. Results showed that
protein hydrolysis was minimal in the ‘oral phase, increased moderately in the gastric
phase (max. 8% at 120 min), ands€ached stable values of 37-39% in the intestinal phase.
Peptide release was highest in the int€stinal phase (~900 ug/uL), significantly greater than
in the gastric (~250 ug/uL) and absent in the @ral~phase. Regarding antioxidants, the
ABTS assay showed the highest activity (97=100%"in_the intestinal phase), followed by
DPPH (max. 44% at 30 min intestinal) and FRAP (max. 51 yM ET/ pg at 30 min intestinal).
a-Amylase inhibition was highest in the intestinal phase (93%,at 60 min), while AChE
inhibition was detected in all phases (max. 57% in the gastric phase), No hemolytic activity
was observed in any phase. The hydrophobicity index was highest in\the intestinal phase
(176 at 120 min), suggesting high interaction with membranes. Bioactive loading showed
affinity for curcumin and quercetin, with higher values in gastric and intestinalphases. In
conclusion, peptides generated during P. flagellata digestion exhibit notable antioxidant,
antihyperglycemic, and acetylcholinesterase inhibitory activity with potential (in® the

management of neurodegenerative disorders, without hemolytic toxicity, suggesting their

Xiv



potent?@utraceutical and therapeutic application; however, safety evaluation is

recomma?d due to the high hydrophobicity observed.
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VIl. INTRODUCCION

Uno de los problemas que mas ha afectado a la sociedad mexicana en los ultimos afios
es la creciente\incidencia de Enfermedades No Transmisibles (ENT). Las ENT con mas
repercusion a nivel hacional son las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus
y el cancer(INEGI, 2023), En la situacion actual, surge la necesidad de combatirlas y uno

de los enfoques para mitigar su incidencia es la prevencion (Secretaria de Salud, 2022).

Actualmente existen diversos’'métodos para evitar la aparicion de ENT, uno de ellos es el
consumo de péptidos bioactivos: (PB) de diversas fuentes alimentarias por medio de
suplementos. Estos PB pueden“ser.de origen vegetal como la soja, maiz, trigo, arroz,
cebada y girasol; y animal, siendo las‘de la leche y productos lacteos las de mayor interés
junto con la de huevo, carne y musculo.de pescado (Mulero et al., 2011). Existe evidencia
cientifica de que los PB tienen_efectos fisioldgicos beneficiosos, debido a que son
capaces de influir en la salud, ayudando a/reducir el riesgo de aparicion de ciertas
enfermedades crénicas (Bao y Wu;.2021; Luis_.et al., 2016). A pesar de lo anterior, no
existen a nivel internacional estandares de consume-para PB, sin embargo, su uso se
justifica por estudios in vitro e in vivo de'los_efectos que estos tienen (Baquero, et al.,
2025)

Los caracoles son un alimento que ha sido consumido«por el ser humano desde la
antiguedad, sirviendo como una fuente de proteinas de facil @ceeso. Pomacea flagellata
€s una especie de caracol, también conocida por el nombre des“tote o “caracol de rio”.
Este caracol es una especie endémica del estado de Tabasco(De esta especie se
conocen datos sobre su informacion nutrimental, en la que destaca su alte contenido de
proteinas. Sin embargo, no existe informacion sobre la actividad biolégica que podria
existir de la hidrélisis de sus proteinas (De Jesus-Navarrete y Tun, 2016; Ramirez-Mufioz
et al., 2021; Vazquez-Silva et al., 2011).

Por lo antes expuesto, este trabajo consistié en evaluar la potencial bioactividad de los

péptidos obtenidos de la hidrdlisis de P. flagellata.



VIIl. MARCO TEORICO

8.1. Pomacea flagellata
8.1.1. Origen y distribucién

Los caracoles de género Pomacea son originarios del continente americano. Cuenta con
17 especies vivas! Estasfamilia se encuentra distribuida desde el sur de Estados Unidos
hasta Argentina. Tambiensse ha encontrado otras especies de esta familia en India, Sri
Lanka, Tailandia y en Egipto, extendiéndose hacia el interior del continente (Vazquez-
Silva et al., 2011).

En México se puede hallar dos especies: Pomacea flagellata y Pomacea patula
catemacensis. La especie P. flagellata se puede encontrar en los estados de Veracruz,

Tabasco, Campeche, Yucatan y Chiapas, como se ilustra en la Figura 1. Esta también es

, "tote”,

conocida por distintos nombres como “caracol manzana caracol de rio”, “caracol
de pantano”. En el estado deChiapas se _le conoce como “tango” y en Veracruz,

“tegogolo” (Ramirez-Munoz et al., 2021;.Vazquez-Silva et al., 2011).

B Estados con
presencia de P.
flagellata

Figura 1. Distribucion de P. flagellata en México.

Nota. Adaptacion con datos obtenidos de Vazquez-Silva et al., (2011).



87.2. Taxonomia

El géneto”Romacea pertenece a la Familia Ampullariidae, caracterizada por contener
caracoles anfibios con un pie movil muy carnoso. Los caracoles presentan tres
estructuras basieas: la concha, el opérculo y la masa visceral, representado en la Figura
2. El nombre del . género deriva del griego Poma el cual significa manzana. Este género
se caracteriza por comprender especies con conchas globosas, en forma de “manzana”
y con aberturas ovales amplias, como se muestra en la Figura 3. Las conchas estan
formadas principalmentée._de calcio y variaran en tamafo dependiendo de la especie. El
color de las conchas puedesser de color amarillo hasta marrén. Debido a que cuentan
con branquias, los caracoles pueden encontrarse sumergidos en agua (Pissia et al., 2021;

Vazquez-Silva et al., 2011).

Opérculo

Figura 2. Estructura basica de los caracoles.

Nota. Imagen generada con GeminiAl, (2025).



Figura 3. Concha de P. flagellata.

Nota. Adaptado de “MRyRR0277 Pomacea flagellata’ por Martha Reguero y Arnulfo Rodriguez, (s.f.),
(https://bdi.conabio.gob.mx/fotoweb/archives/5037-Colecci%C3%B3n-
Z001%C3%B3gica/Animales/Invertebrados/MRYRR0277%20Pomacea%20flagellata.jpg.info) CC-BY-NC-
ND.

8.1.3. Valor nutritivo

De P. flagellata existe informacion relagionada a su contenido nutrimental, de la cual
destaca su alto contenido de proteina. Con~72.7%, P flagellata solo es superado en
contenido proteico por el caracol marino Nucella lapillus.y por el terrestre Helix aspersa,

tal como se ve en la Tabla 1 (Ramirez-Mufioz et al., 2021),

Tabla 1.
Contenido nutrimental de Pomacea flagellata, Nucella lapillus y Helix aspersa (g/100 g en base seca).

. Humedad Proteina Grasa Cenizas
Especie
(%) (%) (%) (%)
P. flagellata 88.6 72.7 1.8 8.9
Nucella lapillus 73.7 82.3 8.5 8.0
Helix aspersa 82.5 73.5 3.3 6.1

Nota. Adaptacién de datos de Ramirez-Munoz, et al., (2021).


https://bdi.conabio.gob.mx/fotoweb/archives/5037-Colecci%C3%B3n-Zool%C3%B3gica/Animales/Invertebrados/MRyRR0277%20Pomacea%20flagellata.jpg.info
https://bdi.conabio.gob.mx/fotoweb/archives/5037-Colecci%C3%B3n-Zool%C3%B3gica/Animales/Invertebrados/MRyRR0277%20Pomacea%20flagellata.jpg.info

8.2. Péptidos bioactivos

Existen diversas definiciones para péptidos bioactivos (PB). Este término se refiere a
péptidos formados por aminoacidos naturales que presentan diversas combinaciones y
secuencias lineales o circulares, y que suelen estar compuestos por entre 2 y 20 residuos
de aminoacidos. Jambién se han reportado PB con una longitud de mas de 50 residuos
de aminoacidos. Les PB han captado el interés de diversos sectores, ya que se pueden
utilizar como productos nutricionales y alimentos funcionales, y son considerados seguros

para el consumo humano_(Bao y Wu, 2021; Ye et al., 2022).

Los PB pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion
sistémica, pudiendo ejercer ¢funciones especificas a nivel local, en el tracto
gastrointestinal y a nivel sistémico.\Los PB influyen en el metabolismo de las células y
funcionar como vasorreguladores, faetores de crecimiento, inductores hormonales y

neurotransmisores (Mulero et al., 2011).
8.2.1. Propiedades

Los PB presentan distintos tipos de actividad bioftncional pero se destaca principalmente

la actividad antioxidante.
8.2.1.1 Actividad antioxidante

Los radicales libres son moléculas que se generan de manera constante en las células y
que normalmente son neutralizados por los sistemas antioxidantes naturales del cuerpo.
De forma normal, los seres vivos pueden producir y eliminar radicales libres debido a la
degradacion que ocurre durante el catabolismo en los ciclos metabdlicos. Cuando se
acumulan radicales libres conduce a la oxidacién, provocando daios en los tejidos, la
alteracioén de las rutas metabdlicas, en los genes y aumentando la posibilidad de adquirir
enfermedades como el cancer, diabetes y trastornos en el sistema nervieso (Lorenzo et
al., 2018)

Los organismos producen moléculas con efecto antioxidante. Existen diversas sustancias
consideradas antioxidantes, entre ellas esta la catalasa (CAT), el glutation (GPH)\la
familia de enzimas glutation peroxidasa (GPx), la glutation-S-transferasa (GST) y. la

superéxido dismutasa (SOD). ElI consumo de antioxidantes exdgenos podria ayudar
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previniendo el dafo por la oxidacion cuando los oxidantes son menores a la cantidad de

sustaneias.que generan radicales libres (Mulero, et al., 2011).

Los mecanismos de accion de los péptidos con actividad antioxidante son la eliminacion
de radicales libres, la quelacion de iones metalicos y la inhibicion de la peroxidacién
lipidica, dependiendo del tipo reaccion que presenten para eliminar la oxidacion celular,
como se ilustra en la'Figura 4. El mecanismo de accion por eliminacion de radicales libres
consiste en eliminar las especies reactivas de oxigeno/nitrogeno (ROS), ademas de otros
radicales como el anién_superoxido (O?) y el radical hidroxilo (OH), esta eliminacion
consiste en la transferencia,de atomos de hidrogeno (HAT) y la transferencia de un solo
electron (SET). Por otro lado; la quelacion de metales presenta actividad cuando el
desequilibrio idnico de metales favorece la generacion de radicales libres mediada por
metales, lo que promueve modificaciones en las bases nitrogenadas del ADN e
incrementa la peroxidacion de lipidos:.Susactividad se calcula midiendo capacidad para
quelar Fe?* y Cu?*, evitando la redaccion con el oxigeno molecular o para mantener la
valencia de la molécula. La peroxidacion lipidica es la oxidacién degradativa de lipidos,
en especifico, acidos grasos insaturados, iniciada_por radicales libres y que tienden a
propagarse por reaccion en cadena. Los péptides \antioxidantes actuan directamente
contra la peroxidacion interrumpiendo la cadena propagativa y evitando que se generen

ROS. Esta informacién se resume en la Figura 5 (Zhu, (et al., 2022).
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Figura 4. Mecanismo antioxidante é/ ptidos bioactivos.

Nota. Imagen generada con ManuslA, (@)‘y adaptada de los datos de datos de Zhu, Y., et al., (2022).
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8.2.1.2.7Actividad antihiperglucémica por a-amilasa

La diabetesymellitus es una condicion metabdlica que se caracteriza por niveles elevados
de glucosasen sangre de manera cronica, originada por la interaccién entre factores
genéticos y habites de vida poco saludables. Aunque existen diversos farmacos sintéticos
efectivos para gestionar esta hiperglucemia, es comun que los pacientes diabéticos
experimenten efectos .secundarios. Por ello, hay una creciente necesidad de nuevos
tratamientos que puedanscontrolar este desorden metabdlico con menor incidencia de

efectos adversos en la salud (de Paulo Farias, et al, 2021).

La a-amilasa, una enzima digestiva segregada por las glandulas salivales y pancreaticas,
descompone los enlaces glicosidicos a-1,4 presentes en carbohidratos complejos, ya
sean lineales o ramificados, transformandolos en oligosacaridos. Su funcion principal
radica en la digestion del almidon, y restringir su actividad contribuira a disminuir los picos

de glucosa en la hiperglucemia después.de las comidas (Berraquero-Garcia et al, 2023).

Mecanismos cinéticos«de-inhibicidnsenzimatica por péptidos
INHIBICION COMPETITIVA INHIBICION N© COMPET /I INHIBICION MIXTA

Union al Sitio Activo Union al Sitio Alostérico Unién simultanea
Sitio activo + Alostérico
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S C\Sliojtérico \:\’s.
Sitio Activo Sitio Activo Sitio Activo
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Inhibidor (T) ¢ E+1 ES +
L\_/\
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Sitio Activo) itie, Activo
//\

Figura 6. Mecanismos cinéticos de inhibicidon de péptidos inhibidores de a-amilasa.

S Sustrato (S) 0 Inhibidor (I) ‘ Sitio Activo

Nota. Imagen generada con ManuslA, (2025) y adaptada de Hamadou, (2025).



Las enzimas y los péptidos bioactivos pueden actuar sobre la a-amilasa y a-glucosidasa
intestinaleés, que hidrolizan polisacaridos complejos en azucares simples de facil
absorcidn«#La inhibicidn ocurre por mecanismos competitivos, no competitivos o mixtos
segun su estruetura y la afinidad de unién del péptido como se muestra en la Figura 6
(Hamadou, 2025).

8.2.1.3 Inhibiciéon de‘la-enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La enzima acetilcolinesterasa(AChE) es responsable principalmente de descomponer la
acetilcolina (ACh), asi como.-algunos otros ésteres de colina que actuan como
neurotransmisores. La ACh se ‘enCuentra en varios puntos del sistema nervioso y tiene
un papel crucial en la actividad cortical, el flujo sanguineo cerebral, la cognicion, el
aprendizaje, las actividades relacionadas con las tareas y la memoria, entre otros (Dai et
al., 2022).

Durante la transmision normal de”senalesyentre neuronas, la ACh se libera en la
hendidura sinaptica y se une a receptores especificos en la membrana de la célula
receptora. La AChE, también presenteen esa membrana, interrumpe esta sefal
hidrolizando la ACh. La colina resultante se_recogede _nuevo por la neurona emisora, y
se sintetiza nueva ACh mediante un proces6_enzimatico./Cuando se inhibe la AChE, la
ACh se acumula en la hendidura sinaptica, lo que*provoca cambios en la
neurotransmision. Los inhibidores de la AChE que se hidrolizan en horas (inhibidores
reversibles) se han utilizado con fines médicos en el tratamiente, de una variedad de
trastornos del sistema nervioso central, en particular la enfermedad de Alzheimer
(Masondo et al., 2019).

Los péptidos bioactivos han demostrado potencial para inhibir la AChE“de forma mas
selectiva y segura, disminuyendo los efectos secundarios que poseen medicamentos
sintéticos, tal como el donepezilo, rivastigmina y galantamina (Asen et al., 2022).

8.2.1.4 Actividad hemolitica

La hemdlisis se define como la degradacion prematura de los gldbulos rojos antes.de

alcanzar su vida util normal de 120 dias. La actividad hemolitica es la capacidad de una
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sustancia para romper los globulos rojos. Los glébulos rojos son las células sanguineas
que transportan oxigeno a los tejidos del cuerpo. Cuando se lisan los glébulos rojos, se
libera la hemoglobina, una proteina que transporta el oxigeno (Delvasto-Nufiez et al.,
2021).

Diversas enfermedades se identifican por un recambio excesivo de glébulos rojos, como
la hemdlisis, ya sea como causa principal en trastornos genéticos relacionados con la
hemoglobina, alteraciones en las membranas celulares o déficits enzimaticos, o como
una consecuencia adquirida vinculada a transfusiones, infecciones, enfermedades

autoinmunes y estrés mecanico (Vallelian et al., 2022).

La citotoxicidad de nuevos compuestos debe ser evaluada para interactuar con sistemas
biolégicos humanos in vivo. Un pase‘inicial para este tipo de evaluaciones suele consistir
en medir el grado de dafio que el compuesto causa a la membrana de los eritrocitos,

llevando a la liberacion del contenido intracelular (Saebg et al., 2023).
8.2.1.5 indice de hidrofobicidad

La interaccion hidrofébica en las proteinas desempefia un papel fundamental en la
configuracion y solidez de las estructuras proteicas naturales. Este fendmeno se
manifiesta como una atraccion entre moléculas que carecen de afinidad por el agua
cuando se encuentran en un entorno acuoso. La naturaleza hidrofébica o hidrofilica de
las cadenas laterales de los aminoacidos juega un rol fundamental en definir la naturaleza
de las interacciones entre péptidos y proteinas (Cserhati y Szégyi, 1995; Schmidtchen et
al., 2014).

Las proteinas son cadenas de aminoacidos que tienen areas hidréfobas, hidréfilas y con
carga ionica. El indice de hidrofobicidad indica la propension de una molécula a evitar el
contacto con el agua y se determina por su solubilidad en un disolvente organico
(Bergfreund, et al., 2021)

La hidrdlisis de proteinas puede modificar la hidrofobicidad de su superficie al exponer
regiones hidrofébicas que normalmente se encuentran dentro de la estructura compacta

de las proteinas (Moghadam et al., 2020).

8.2.1.6 Carga bioactiva
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En décadas recientes, se ha generado interés en la integracién de compuestos bioactivos
a los suplementos alimenticios. Sin embargo, los compuestos suelen presentar baja
solubilidad“acuosa y poca estabilidad, las cuales reducen su eficacia. Las proteinas y los
aminoacidos/destacan por sus propiedades ya que resuelven las limitaciones actuales,
demostrando su“potencial en el transporte de moléculas. Los grupos funcionales de
cadena lateral proporcionan sitios para acoplamiento de compuestos bioactivos (Wang,
et al., 2025).

La carga bioactiva se refiere a la capacidad de las proteinas y sus fragmentos obtenidos
mediante hidrdlisis para unir0 alojar compuestos bioactivos. Los fragmentos de proteinas
obtenido por hidrolisis tienen Unasmejor habilidad para unirse a compuestos bioactivos en
comparacion con la proteina nativa: Esto se vuelve aun mas efectivo a medida que se
incrementa el tiempo de hidrdlisiss” Esta mejora se debe a que tienen mas areas
hidrofébicas en su superficie. Compuestos bioactivos como la curcumina y la quercetina

son moléculas que prefieren unirsea las*partes hidrofobicas (Moghadam et al., 2020).

8.3. Obtencidén de péptidos bioactivos

Se han desarrollado diferentes procesos para, producirestos PB, que incluyen métodos
como la sintesis quimica, fermentaciones microbianas, |a hidrdlisis enzimatica in vivo o
in vitro, e incluso combinaciones de estas técnicas. La forma-mas comun de producir PB
es a través de la hidrdlisis enzimatica de moléculas de proteina completas. Ademas de
los microorganismos vivos, también se han utilizado enzimas preteoliticas de fuentes
bacterianas y fungicas para generar PB a partir de diversas proteinas (Hernandez-
Ledesma et al., 2011).

El uso de proteinasas de calidad alimentaria derivadas de microbios disponibles
comercialmente para hidrolizar las proteinas alimentarias es ventajoso ‘yasque estas
enzimas son econdmicas y seguras, y los rendimientos del producto son-muy altos
(Martinez-Medina et al., 2019).
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873.1. Hidrdlisis enzimatica in vitro

La hidralisis enzimatica es un proceso controlado, suave y de alta especificidad. Se
controlan factores como el pH, temperatura y la concentracién de sustrato. Es el método

mas comun para-producir PB (Ulug et al., 2021).

La digestion en el cuerpo humano es un proceso esencial que tiene como objetivo reducir
el tamafio de los alimeéntos y transformarlos en nutrientes asimilables por las células del
cuerpo. Los ensayos de“digestion in vitro (DIV) replican las condiciones fisiologicas de la
digestion in vivo que ocurre\en el organismo. Este método es ampliamente utilizado
debido a su rapidez, bajo Costo y capacidad de reproducibilidad. Los ensayos de DIV
permite obtener informacion ¢'sobre la bioaccesibilidad, la biodisponibilidad y la
digestibilidad (Madalena et al., 2022).

La DIV se basa en los conocimientos(actuales de la fisiologia humana relacionados con
el funcionamiento del sistema digestivo. Por lo general, se simulan las etapas oral,
gastrica e intestinal del proceso-digestivo,,y en menor medida se reproduce la
fermentaciéon bacteriana. No obstante, existe’la_limitaciéon de los eventos que ocurren
durante la digestion no pueden ser reproducidosiCompletamente, debido a las complejas
interacciones alimento-organismo. Ademas, se debensconsiderar los factores de la edad,
género, estado de salud, enfermedades. y’ genética: Asimismo, se regulan otros
parametros como la concentracion y composicion de las-€nzimas, temperatura, el pH y

los tiempos de incubacion y agitacion mecanica (Gonzalez, 2016).

8.3.2. Fermentaciones microbianas.

Otro de los métodos para formar PB es mediante el uso de microorganismos. La
fermentacién es un antiguo método de conservacion de alimentos en el'guesse pueden
formar PB. Los productos fermentados generalmente se producen mediante fermentacion
natural y controlada de bacterias del acido lactico. La fermentacion es un método
economico, sin embargo, el rendimiento es bajo y el método no es selectivo. Algunas de
las cepas utilizadas son las Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente Lactobaeillus

plantarum) en leche entera de bovino. Ademas, otros estudios también apoyan el uso de
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diferentes bacterias acido-lacticas como L. helveticus, L. rhamnosus, L. paracasei y L.

casei para.dnducir la liberacién de péptidos (Lorenzo et al., 2018).

En otros estudios se han obtenido péptidos de Bacillus subtilis en carne de sardina, bienio
cebra, gobio y.aya. También se han obtenido PB a partir de desechos de camaron
mediante fermentacion de Pediococcus acidolactici. Basicamente, para obtener PB por
este medio, es relevante considerar la materia prima, la especie y cepa de los

microorganismos (Ulug et7al., 2021)

8.3.3. Sintesis quimica.

La hidrdlisis quimica presenta lassventajas de ser sencilla y barata en comparacion con
los otros métodos. Se utilizan acides o _alcalinos para romper los enlaces peptidicos y
producir péptidos y aminoacidos libres: Este método tiene sus desventajas, como que la
dificultad para controlar la hidrolisis, obteniendo diversos compuestos quimicos. También,
el uso de disolventes y las condiciones extremas de pH y temperatura disminuye las
cualidades nutricionales y baja bioactividad:»La hidrolisis alcalina de las proteinas
alimentarias forma derivados del aminoagido lisingalanina, que es altamente indeseable

en los alimentos (Ulug et al., 2021).
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IX.JUSTIFICACION

Las enfermedades No Transmisibles afectan a gran parte de la poblacion en el pais,
afectando el estilo de vida de miles de personas al ano. Muchas de estas enfermedades
pueden prevenirse con un estilo de vida activo y una alimentacién balanceada. Los
péptidos bioactivos_ plantean una alternativa para prevenir el desarrollo de estas
enfermedades. No obstante, la mayoria de los estudios realizados se han centrado en la
busqueda de péptidos.en_fuentes tradicionales, tales como lacteos o soya, dejando de

lado a los alimentos no coenvencionales.

P. flagellata es una especie dé caracol de agua dulce consumida en zonas muy
especificas del estado de Tabasce. Generalmente es posible encontrarlo en los rios del
estado y su produccion para consumo.esta limitada a pequefia escala. Esta especie poco

aprovechada se considera una fuente/potencial de péptidos bioactivos.

Si bien existe literatura relacionada a su morfologia, enfermedades parasitarias y su
produccion en cautiverio; es poca‘la.investigacion relacionada a la carne y sus efectos en
el ser humano, limitandose a analisis.bromatologico, microbiolégico y su uso en la cocina
gourmet. Dada la informacién anterior,ses importante determinar las propiedades
bioactivas de la carne de P. flagellata y.recabar dates sobre su uso potencial en la
prevencion de ENT por medio de una digestion in vitroy técnica seleccionada por su

selectividad y rapidez.

La informacién recabada aportara informacién sobre los beneficios de su consumo y su
incorporacion en la dieta tabasquefa en la prevencion de enfermedades, asi como a el
aumento en la escala de produccion de este molusco. Por ende,\ el objetivo de esta
investigacion es evaluar las propiedades bioactivas de los péptidos-obtenidos por

digestion in vitro de la carne de P. flagellata
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X. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La proteéina de Pomacea flagellata tiene propiedades bioactivas al ser sometidos a una

digestion in‘vitro?
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XI.HIPOTESIS

El efecto’bioactivo de los péptidos obtenidos por digestion in vitro de la proteina de P.

flagellata tienen ademas del potencial antioxidante y antihiperglucémica, la capacidad de
inhibir la enzima acetilcolinesterasa.
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Xll. OBJETIVOS

General

e Evaluarlas propiedades bioactivas de los péptidos obtenidos por digestion in vitro

de proteina de P, flagellata.
Especificos

e Determinar el grado.de hidrdlisis durante las fases de simulacion de la digestion in
vitro de proteina de P flagellata.

e Evaluar la actividad antioxidante, antihiperglucémica e inhibicion de Ila
acetilcolinesterasa de los péptidos obtenidos en la simulacién de la digestion in
vitro.

e Determinar la actividad hemolitica, el indice de hidrofobicidad y la carga bioactiva

de los péptidos obtenidos en lasfases de digestion.
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Xlll. METODOLOGIA

Recoleccion
de muestra

—

Y

Extraccion de

proteina
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Figura 7. Metodologia empleada para el analisis de’P. flagellata.

13.1. Métodos
La metodologia seguida se muestra en la Figura 7.
13.1.1. Recoleccion de muestra

Las muestras se obtuvieron de la Division Académica Multidisciplinaria de\los Rios de la
Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco, ubicada en Tenosique. Una veZ obtenidas las
muestras de los caracoles, fueron depuradas en agua purificada (8 y 12 dias).sin. darles
alimento y posteriormente se separaron de su concha y eviscerados para obtener el
musculo (750 g). El musculo obtenido fue lavado con agua purificada abundante!y
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después”escaldado a 85°C durante 10 minutos (562.5 g) con el propésito de inactivar

enzimas‘endogenas. La cantidad de muestra inicial se redujo un 25%.

Los musculossescaldados se enfriaron a temperatura ambiente, luego almacenados a
temperatura de~refrigeracion (4-6°C) y posteriormente congelados (-18°C) para su

transporte a la Division Académica de Ciencias Agropecuarias para ser analizadas.
13.1.2. Extraccion de la proteina

La muestra congelada (565 g) a -18°C se liofilizé durante 120 h a -50°C y a una presién
de 0.5 mbar en una LEMONECH LM-HFD-4. Luego, la muestra fue sometida a una
reduccion en el tamafo de particulas por medio de molienda en un molino Hamilton
Beach 80350R y desgrasado conshexano, en una relacion soluto-solvente 1:6 y se aplico
agitacion orbital a 300 rpm en un BIGBIll Digital, ThermoLyne, durante 90 min. El hexano
residual fue eliminado por evaporacidn expuesto al ambiente. Finalmente, se aplicaron
lavados con metanol frio. La proteina se\dejo por 1 h a temperatura de refrigeracion para

eliminar el solvente residual.
13.1.3. Digestion in vitro

La proteina previamente extraida fue “digerida inwvitro, siguiendo la metodologia de
Gonzélez et al. (2021) para simular las (condiciones_oral, gastrica e intestinal. Se
realizaron dos tomas de muestra en la fase oral en los-minutos 0 y 2, respectivamente,
mientras que en la fase gastrica e intestinal fueron hechas 5'tomas de muestras en los
minutos 0, 30, 60, 90 y 120.

En la fase oral se simulé el liquido salival (KCI 15.1 mmol/L, KH2P©4'3.7 mmol/L, NaHCO3
13.6 mmol/L, MgCl2(H20)s 0.15 mmol/L, (NH4)2:CO3 0.06 mmol/L; y HCI 1.1 mmol/L;
CaClz2:(H20)2 a una concentracion de 1.5 mmol/L y de enzima a-amilasa (para obtener
una actividad de 75 U/mL). Las muestras fueron incubadas por 2 min-a«<37 °C con
agitacion a 80 rpm en un bano seco JOANLAB, DB100.

La fase gastrica fue simulada mediando la adicion de liquido gastrico simulado,
compuesto por KCI 6.9 mmol/L, KH2PO4 0.9 mmol/L, NaHCO3s 25 mmol/L, NaClA47.2
mmol/L, MgCl2:(H20)s 0.1 mmol/L, (NH4)2:CO3 0.5 mmol/L y HCI 15.6 mmol/L; por

CaClz2:(H20)2 a 0.15 mmol/L y una solucion de pepsina porcina con una actividad de 2
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000 U/mL. El valor del pH se ajustd a 3.0 con 1 mol/L de HCI. Las muestras se incubaron

en un bafio de agua con agitacion a 37°C durante 2 h.

La fase intestinal fue simulada por medio de la emulacion del liquido intestinal elaborado
con KCI 6.8 mmol/L, KH2PO4 0.8 mmol/L, NaHCO3s 85 mmol/L, NaCl 38.4 mmol/L,
MgClz:(H20)s 0.33"'mmol/L y HCI 8.4 mmol/L); con CaClz:(H20)2 a una concentracién de
0.6 mmol/L, una solucion de pancreatina con una actividad de 100 U/mL y una solucion
de bilis de 10 mmol/L{ Elwvalor del pH se ajustd a 7.0. Las muestras fueron incubadas a
37°C durante 2 h y con agitacion. Al finalizar el tiempo se inhibid la actividad enzimatica
al someterla en un bafio @100°C y se congeld la muestra liquida hasta su analisis

correspondiente.
13.1.4. Grado de hidrélisis TNBS

El grado de hidrolisis de la muestra hidrolizada se obtuvo mediante la metodologia de
Gonzaélez et al. (2021); una muestra de cada fase de la digestion in vitro (DIV)fue diluida
en NaHCOs3 a pH 8.5. Luego se ahadio acide sulfénico 2,4,6-trinitrobenceno (TNBSA) al
0.1% y fue incubado a 37°C durante(2\h. Después se anadié dodecilsulfato sédico (SDS)
al 10% y HCI 1 mol/L a las muestras y+se midid-la absorbancia a 335 nm en un
espectrofotometro VELAB, VE5100UV. El grado “de*hidrdlisis fue calculado como el

porcentaje de enlaces peptidicos rotos respecto al total, empleando la siguiente ecuacion:

h -
HD(%) = (M) x 100

total

Donde:

¢ hmuestra €S €l numero de enlaces peptidicos rotos en la muestra después de cada
fase de digestion in vitro
¢ htotal €S €l numero total de enlaces peptidicos en la muestra después~de la fase

intestinal.
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13.2. Determinacién de propiedades bioactivas
13:241. Actividad antioxidante
13.2.1.1 DPPH

Este analisis se. realizd de acuerdo con Lépez-Pedrouso et al. (2021), para obtener la
capacidad de captura del radical DPPH se mezclé 1 mL de la muestra diluida (3 mg/mL)
con 1 mL de DPPH a 0-4,mmol/L en etanol al 95%. Tras una intensa agitacion, la mezcla
se dejo reposar en oscuridad durante 10 min y fue centrifugada a 10 000 g durante 5 min
para separar los componentes’ insolubles. Se leyd la absorbancia de la muestra en el

espectrofotometro a 517 nm y. se'expresaron en % de captura.

13.2.1.2 ABTS

La metodologia ABTS se realizé segun-el método de Lopez-Pedrouso et al. (2021). Una
vez elaborada la solucion ABTS el procedimiento consistié en mezclar 970 uL de la
solucién de ABTS con 30 pL de la'solucion de.proteina (3 mg/mL) y su incubacién durante
10 minutos. Después se midi6 la absorbancia a°734 nm y se presentaron los resultados

en % de captura.
13.2.1.3 FRAP

Esta determinacion se realizé con base en la’metodolégia descrita por Lopez-Pedrouso
et al. (2020), el reactivo FRAP se preparé combinando un tampon acetato 0.3 M a pH 3.6,
2,4 ,6-tripiridil-s-triazina a 10 mM en HCI 40 mM y FeCl3:6H20 a.20 mM, en una proporcién
de 10:1:1 (v:v:v). Se mezclaron 870 L de esta solucién FRAP _con 30 pyL de muestra.
Seguidamente se incubd durante 20 minutos a 37°C en la oscuridadyy,la absorbancia fue

medida a 593 nm. Los resultados se expresaron en uM equivalente ET/ug.

13.2.2. Determinacién de actividad antihiperglucémica por a-amilasa

El ensayo de actividad antihiperglucémica fue realizado segun el método de Ying-Yuan y
Chen (2016). Se incubaron 100 yL de muestra con 500 uL de tampodn fosfato de“sodio
0.02 M (pH 6.9, en NaCl 6 mM) que contenian una soluciéon de a-amilasa a 0.5 mg/mL.

Después, se anadieron 500 pL de una solucion de almidén al 1% en un tampdn de fosfato
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de so0die’0.02 M (pH 6.9 con NaCl 6 mM) a cada tubo. La mezcla resultante se incubé a
25 °C durante 10 min, y se detuvo la reaccién agregando 1.0 mL de reactivo de acido
dinitrosalieilico: En seguida, la mezcla se calent6é en un bafio de agua hirviendo durante
5 minutos y luego se enfrio a temperatura ambiente. Posteriormente, se diluyo la mezcla
afiadiendo 10 ml¥de agua destilada y se midié su absorbancia a 540 nm. Los resultados

se expresaron en parcentaje segun la siguiente ecuacion:

St oon (%) = AC* — AC™ — (AS — AB) 100
nnitoicron 0) — AC+_AC_ X

Donde:

AC* es la absorbancia cuando la.ehzima actua sin interferencia.

AC- es la absorbancia cuando la enzima no actua.

AS es la absorbancia cuando la enzimaraetua en presencia de muestra.

AB es la absorbancia del blanco.

13.2.3. Determinacion de lasinhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE)

El ensayo de inhibicion de la AChE se realiz6 siguiendo la metodologia Faraone, et al
(2019), la cual se basa en la reaccion descrita por Ellman. Selincubaron 40 uL de enzima
AChE (0.10 U/mL) y 40 pL de ioduro de acetilcolina 15 mM en upasolucién PBS 0.1 M a
pH 8.0. A esta mezcla se le afiadieron 40 yL de la muestra. Luego/fueron agregados 40
ML acido 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenceno-sulfonico (DTNB) a 3 mM en PBS. la
incubacion se realizd a 37°C por 20 minutos. Seguidamente las muestras fueron medidas
en el espectrofotometro a 412 nm. Como control positivo de inhibicion se utilizo el farmaco
donepecilo a10 yM en PBS, empleado en el tratamiento de Alzheimer y‘Parkinson,
mientras que como control negativo se utilizd PBS. Los resultados se expresaron en

porcentaje segun la siguiente ecuacion:

Abs de la muestra

Inhibicion (%) = (1 - )x 100

Abs de control
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13:24. Determinacion de actividad hemolitica

En el ensayo’ de actividad hemolitica se siguidé la metodologia empleada por Lépez-
Nahuatt et al.((2020). Se empledé sangre humana obtenida de adultos sanos y no
fumadores a través, de una puncién en la vena del brazo, recolectada en tubos
heparinizados. Se evalué cada etapa de la digestién. El procedimiento consistio en
agregar solucion Alsever (2% de glucosa, 0.8% de citrato de sodio, 0.42% de cloruro de
sodio, 0.055% acido citricoya los péptidos de cada fase de la digestion y los eritrocitos
en cada tubo de ensayo, evitando danar las células. Luego, se incubd la mezcla a 37°C
durante 60 min en un bafio de agua. Después, se centrifugaron los tubos a 3 000 g
durante 4 min a temperatura ambiente y se tomd 1 mL del sobrenadante para su lectura
en un espectrofotometro a 415 nm. _Los resultados se expresaron en porcentaje de

hemdlisis usando la siguiente ecuacion;

. Muestra —gontrol negativo
Hemolisis (%) = ( — - ) 00
control positivo'—scontrol negativo

Donde:
Muestra es la absorbancia de la muestra.
Control negativo es la absorbancia del control negativo.

Control positivo es la absorbancia del control positivo.

13.2.5. Determinacion del indice de hidrofobicidad

El indice de hidrofobicidad fue determinado siguiendo la metodologia de'Mudgil et al.
(2020). El cambio de la hidrofobicidad causado por la digestion in vitro se evaluéusando
1-anilino-naftaleno-8-sulfonato (ANS) como agente de fluorescencia. Se prepararon
distintas concentraciones de las muestras entre 0.01 — 0.2 BSA E/mL mediante dilucion

con agua destilada a pH 8.0 (ajustado con NaOH 1.0 M). Posteriormente, se mezclaron
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4 mL descada muestra con 20 uL de solucion ANS (8 mM) y se incubaron en la oscuridad
durante-10.minutos. La intensidad de fluorescencia de estas combinaciones se midio con
longitudes<de,onda de excitaciéon y emision de 390 y 470 nm, respectivamente, usando
una abertura’de 10 nm. Luego, se generd una figura representando la intensidad de
fluorescencia en relacion con la concentracion de proteinas, utilizando la pendiente inicial

como indicador de;la hidrofobicidad de la superficie.

13.2.6. Determinacién de carga bioactiva

La metodologia empleada para-este ensayo fue la descrita por Moghadam et al. (2020)
para determinar la carga bioactiva. Se dispersé curcumina o quercetina en etanol
absoluto y luego se adicion6 una eonecentracion final de 0.5 mg/mL a las soluciones de
proteina hidrolizada (1:10, curcuminda o./quercetina: muestra). Las mezclas se agitaron

durante 12 h a 25 °C en la oscuridad.

Las mezclas fueron centrifugadas a1.500 g por,10 minutos para eliminar la curcumina o
quercetina descargada. El sobrenadante se mezclé con etanol absoluto para extraer la
curcumina cargada. La concentracion ‘de”curcumina cargada se determindé usando un
espectrofotometro y una curva estandar-etanodlica®de) curcumina (0.1 a 10 um/mL) y
quercetina (1 a 20 um/mL) por separado. Las absorbancias fueron leidas a 420 y 365 nm,

respectivamente.
La cantidad de carga bioactiva se calculé usando la siguiente eCuacion:

Cantidad cargada de curcumina o quercetina

Cantidad d =
antidad de carga (ug/mg) Cantidad total de contenido-de proteina

13.3. Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de'un solo
factor con un nivel de confianza del a=0.05. Cuando se encontraron diferencias
estadisticas significativas se aplicé la prueba de comparacién de medias de Tukey

(a=0.05). Los datos fueron procesados mediante el software GraphPad Prism 8.0.
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XIV. RESULTADOS

14.1. Grado de hidrélisis TNBS

En la Figura 8, se muestra el grado de hidrdlisis (GH) obtenido durante la fase oral (FO),
la fase gastrica (FG) y la fase intestinal (FI), revelando un nulo grado de hidrdlisis en la
fase oral con respeCto a las fases subsiguientes, lo cual es consistente con la limitada
accion de las enzimas~salivales sobre las proteinas. En la Tabla 2, se muestran las
concentraciones de péptidos generados por cada fase en diferentes tiempos. Este
resultado evidencia que elfprocesamiento enzimatico en esta etapa es insuficiente para
generar una hidrolisis proteica significativa. Por otra parte, durante la fase gastrica se
presentaron valores de GH entre 2.y 8%, es decir, de rompimiento de enlaces, alcanzando
su valor maximo en el minuto 120:(p.> 0.05). En contraste, la fase intestinal presenté
valores estadisticamente iguales, a partir del minuto 30 con un GH de 38%, sin que se
presentaran diferencias significativas (p=<0.05) entre los tiempos de la digestién en la

misma fase diferentes al minuto“cero.
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Digestion in vitro de proteina de Pomacea flagellata

Figura 8. Grado de hidrdlisis de las fases simuladas de P. flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias entre tiempos
de una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.
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Tabla 2.
Concentracion (ug/uL ) de péptidos generados en los diferentes tiempos de cada fase.

Fase/Tiempo

(min) 0 30 60 90 120
FO 0.00 - - - -
FG 0.00 35.98 +0.68 70.71 £ 2.52 112.98 + 0.67 145.28 £ 7.15
Fl 149.53.%3.04 74237 +14.28 750.14+12.82 752.03+9.70 734.85+13.30

Nota. Los valores representan‘el’promedio de tres repeticiones + DS.

14.2. Péptidos generados durante las fases de digestién in vitro de proteina de
Pomacea flagellata

En la Figura 9 muestra la evolueién de la liberacién de péptidos (ug/pL) durante la
digestion de la proteina de Pomacea flagellata, evaluada de las tres fases fisiologicas
simuladas: oral (FO), gastrica (FG).e’intestinal(FI). Los resultados revelan una clara
diferencia significativa (p<0.05) en la liberacion de-péptidos entre fases, teniendo mayor

dependencia del tiempo en la fase intestinal (p<0.05):

Durante la FO, no se detecto6 una liberacién significativa'de péptidos, independientemente
del tiempo. Esto es consistente con la limitada actividad proteolitica en esta etapa del

proceso digestivo in vitro.

En la FG, se observé un aumento significativo (p<0.05) en la liberacion de péptidos con
respecto al tiempo. A los 30 min se libera una cantidad “baja,. que aumenta
significativamente (p<0.05) a los 60 y 90 min, alcanzando un maximo a les 120 min (~250
Mg/uL). Este comportamiento se relaciona con la accién de la pepsina envmedio acido,
que favorece la hidrélisis de enlaces peptidicos, particularmente en residuos-aromaticos
e hidrofébicos (Vreeke, et al., 2023).

En la Fl, se evidencié la mayor liberacion de péptidos, con valores cercanos a 900-ug/uL
desde los 30 min hasta los 120 min, sin diferencias significativas (p<0.05) entre estos

tiempos. Este resultado sugiere que la actividad de las enzimas pancreaticas actua de
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manerasfapida en la fase intestinal debido a que la proteina de P. flagellata ya ha sufrido
cambios“en su estructura debido a su interaccidon con las condiciones acidas de pH,
enzimas ystemperatura de la fase gastrica, generando una rapida liberacién de péptidos

en las primeras-etapas entre 0 y 30 minutos (Santos-Sanchez, et al., 2024).

La comparacionsentre fases, indica que la fase intestinal tuvo una liberacion
significativamente 'mayor (p<0.05) que la fase gastrica y esta, a su vez, mas alta que la

fase oral, lo que refleja lasprogresion fisioldgica natural del proceso digestivo.
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Digestion in vitro de proteina de Pomacea flagellata

Figura 9. Péptidos generados por P. flagellata en la digestion in vitro.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculasy diferencias entre tiempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones’t DS.

14.3. Actividad antioxidante

14.3.1. DPPH

La Figura 10 muestra un efecto significativo (p <0.05) de actividad antioxidante en las tres
etapas de la digestién, con mayor evidencia en la fase intestinal. En la FO} la ‘mayor

captura de radical fue de 32% al minuto cero y luego disminuyd hasta 13% a los 60 min.
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La Fl aleanzo a los 30 minutos una captura de radical DPPH del 44% y cay6 al 8% a los
120 min«
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Figura 10. Capacidad antioxidante desDPPH de los péptidos P. flagellata en las fases simuladas.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia-entre fases y las mindsculas, diferencias entre tiempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones = DS.

14.3.2. ABTS

En la Figura 11, se muestran los resultados obtenidos delyensayo ABTS. Se observo
efecto significativo (p <0.05) entre fases de digestion, donde-€l.mayor efecto se presentd
en la fase intestinal. Durante la fase oral en el minuto 0 se present6 una captura del 20%
del radical ABTS. Por otro lado, en la fase gastrica se presentaronwalores oscilantes entre
55y 70%, siendo el valor mas alto correspondiente al minuto 90 y el'mas bajo al minuto
cero. Por ultimo, en la fase intestinal se presentaron valores de absoreion entre el 99%,

sin diferencias significativas en todos los tiempos.
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Figura 11. Captura del radical ABTS de los peptidos de P. flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias entre tiempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.

14.3.3. FRAP

Tal como se muestra en la Figura 12, en.da.digestién jin vitro se presentd actividad de
reduccion de hierro en las fases gastrica e intestinal. En_ la fase gastrica se alcanzaron
valores de 26 yM ET/ ug a los 120 minutos y un valor minimo de 13 uyM ET/ ug en el
minuto 30. Por su parte, la fase intestinal presentd valores mayores a la FG. El nivel mas
alto de actividad se presentd a los 30 minutos y alcanzé un valor de 51 yM ET/ ug

mientras que el dato mas bajo se presento al inicio de la fase con"28uM ET/ ug.
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Figura 12. Capacidad de reduccion del ion Fe (lll),a Fe (I) de los péptidos de P. flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diférencia ‘entre fases y las minusculas, diferencias entre tiempos de
una misma fase. Los valores representan.el-promedio de tres repeticiones + DS.
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14.4. Actividad antihiperglucémica

Como ses0bserva en la Figura 13, se presentd actividad de inhibicién de la a-amilasa en
las tres fases,de digestidon in vitro. Entre las fases se observo diferencia significativa
(p=0.05) En 1a_fase oral se presentdé en el minuto cero una actividad inhibitoria de a-
amilasa 72%. Por“otro lado, en la fase gastrica se registraron valores con diferencias
significativas (p<0:05).de actividad de inhibicion de a-amilasa en todos los tiempos,
siendo el dato mas alto de 76% en el minuto O y el menor de 28% a los 120 minutos. A
su vez, en la fase intestinal se presentd actividad significativa (p<0.05) entre los 0 y 30
minutos, siendo el menor lasactividad en el minuto 0, con 29% mientras que los valores

mayores (91%) se registraron‘a’partir de los 60 minutos sin diferencias significativas.

E =

100 a4
@‘- - —_ . a )
= C . EE 0 min
@ * HO B

P g i

@ 80" ==l B 30 min
E o 9?, G i
E o ) / 55 = 60 min
X ] # 90 min
@ o % .
5 =Y
T 20— == 1
= B
— .fg
2 1H AV

=]

Digestion in vitro de proteina de Pomacea flagellata

Figura 13. Inhibicion de la enzima a-amilasa de los péptidos obtenidos en la‘digestion in vitro.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias entre tiempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.
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14.5. Inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La inhibicién de enzima acetilcolinesterasa se presentd en todas las fases simuladas con

valores significativos (p<0.05), como se aprecia en la Figura 14.

En la Figura 14 'se aprecia que no existe cambios significativos entre FO y FG. Mientras

que, si existe diferencia significativa en la FI con respecto a las otras dos fases.

En la fase oral se presento al inicié de la reaccion con una inhibicién del 55%. Por su
parte, en la fase gastricase presentd una inhibicién minima de 53% en el minuto cero y
una maxima de 57% a los(90minutos. No hubo diferencia estadistica entre la FO y FG.
Por ultimo, en la fase intestinal’hubo una disminucion significativa (p<0.05) del efecto
inhibidor.
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Figura 14. Actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de los péptidos de P.‘flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias=€ntre tiempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.
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14.6. Actividad hemolitica

Para las eondiciones dadas, los péptidos carecen de actividad hemolitica en las tres fases

de la digestién,in vitro, pues los valores no superaron el 2% de la lisis de los eritrocitos.

14.7. indice de hidrofobicidad

Como se observa en la Figura 15, se obtuvieron resultados significativos (p<0.05) para la
hidrofobicidad de los péptidos, se constatd diferencias (p<0.05) entre fases y entre los
tiempos de cada una. La fase oral presentd un indice de 92 en el minuto cero de la
digestion. Mientras tanto, la fase-gastrica presentd un valor minimo de 23 en el minuto 60
y un valor maximo de 62 a los-90"minutos. En contraste, la fase intestinal mostro
resultados elevados, con un valor minimo de 65 al minuto cero, de 138 a los 90 minutos

y un maximo de 176 a los 120 minutos:
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Figura 15. indice de hidrofobicidad de las fases de la digestion in vitro de P. flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias entrediempos de
una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.
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14.8. Carga bioactiva

A los péptidos obtenidos se les evaludé su capacidad para incorporar la curcumina y
quercetina £omo compuestos bioactivos. Como se ve en las Figuras 16 y 17, esta
capacidad se presenté de manera significativa (p<0.05) principalmente en las fases
gastrica e intestinals Para la fase oral, se presentd una carga bioactiva de curcumina de
2.1 yg/mg en el tiempo cero mientras que para la quercetina en el mismo tiempo se

registré una carga de4.3.4g/mg.

En la FG se presenté un~aumento significativo en el tiempo de la carga bioactiva
comparado con la Fl (p<0.05). Para la curcumina, en la FG se obtuvo un valor de carga
de 3.4 yg/mg a los 90 min y ungvalor de 2.4 ug/mg a los 60 min. En la quercetina (Figura
17), se presentd el comportamiento,opuesto, ya que el valor de carga fue de 4.6 ug/mg

en el tiempo cero y el minimo de 3.2 ug/mg a los 120 minutos de la FG.

Por ultimo, en la fase intestinal para,la curcumina se obtuvo el valor minimo de 1.5 ug/mg
en el tiempo 90 y un maximo de‘3-3»ug/mg,a los 120 min. Por su parte, la quercetina
obtuvo un valor de carga de 2.9 yg/mg.en el tiempo cero y un maximo de 6.1 yg/mg a los

60 min.
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Figura 17. Capacidad de carga de curcumina de los péptidos obtenidos por digestién in vitro de P.
flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia,entre fases y las minusculas, diferencias entre
tiempos de una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones + DS.
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Figura 16. Capacidad de carga de quercetina de los péptidos obtenidos por digestion in vitro;de'P.
flagellata.

Nota. Las letras mayusculas indican diferencia entre fases y las minusculas, diferencias entre
tiempos de una misma fase. Los valores representan el promedio de tres repeticiones £ DS.
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XV. DISCUSION

15.1. Grado de hidrélisis

En esta invegtigacion los resultados del GH, en las fases simuladas fue de 0% para la
fase oral (FO),'del 8% para la fase gastrica (FG) y del 38% para la fase intestinal. Estos
resultados comparados con la investigacion de Putra et al. (2018) sobre caracterizacion
de propiedades fisicoquimicas del caracol manzana Pomacea canaliculata afectadas por
diferentes proteasas. En.esta la pulpa de carne del caracol se tratd6 con dos enzimas:
alcalasa y papaina en sus‘temperaturas Optimas en agitacion. Al terminar encontré un
grado de hidrdlisis de 88.18 y 72.96%, respectivamente. Los resultados obtenidos por
Putra et al. (2018) mostraron sér superiores a los obtenidos en esta investigacion ya que
se trabajo con la enzima en sus eéondiciones 6ptimas, lo que permitié que tenga mayor
actividad sobre el sustrato con el queseacciona, que concuerda con el comportamiento
documentado por Mora y Toldra (2023):~Esta situacién no sucede con este trabajo, en

donde la hidrdlisis se asemeja a’lo' que sucederdurante el proceso de digestion.

Por otro lado, Gonzalez et al. (2021)y realizé. una digestién in vitro de un concentrado
proteico del hongo Pleurotus ostreatus./Las‘condiciones de la digestion in vitro fueron las
mismas empleadas en este trabajo. El grado de hidrélisis alcanzado por el hongo fue de
16.5+£2.5 %y 20.3 + 3.1 % en la digestion gastrica. Pof otro lado, en la fase intestinal se
alcanzo un grado de hidrdlisis de 76.2 £ 1.3 % y al final de la fase intestinal fue del 100
% para el concentrado proteico. Comparado con este trabajo, mostré un comportamiento
con mayor grado de hidrélisis, diferencias que se deben a la naturaleza y composicion de

las proteinas trabajadas.

Es evidente que en una digestion in vitro, el grado de hidrdlisis se vera afectado por
diversos factores como el tipo y concentracion de enzima, afectando los sustratos y la
velocidad de reaccién, de igual forma se vera afectada por las condiciones de
temperatura a las que se realiza el experimento y el pH empleado, como indica’ Santos-
Sanchez et al. (2024). En los resultados presentados se evidencia el nulo grado de
hidrolisis presentado en la fase oral debido a que la enzima y el sustrato no son los
adecuados: enzima a-amilasa y proteina. Mientras tanto, en la fase gastrica debido a la

presencia de pepsina porcina mostro un pequefo incremento, limitado por las
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condiciones simuladas, dado que el pH 6ptimo de la pepsina es de 1.5 a 2.0, como
sugiere-la literatura de Heda et al. (2023) y el simulado en este trabajo fue de 3.0. Por
ultimo, se.dieron las condiciones ideales de pH enzima-sustrato en la fase intestinal ya
que la pancreatina presentd un elevado grado de hidrodlisis debido a que el pH de 7
empleado es el.idoneo para la pancreatina, enzima reconocida por su amplia gama de
sitios de escision de proteinas, facilitando la hidrélisis como sugiere Serena-Romero et
al. (2023).

Con respecto a los péptidos generados por hidrolisis enzimatica por Chen et al. (1995),
mostraron que péptidos antioxidantes derivados de proteinas de suero presentaban
mayor eficacia cuando se genera un GH entre 20-40%, lo cual coincide con los valores

del 38% encontrado en esta investigacion.

Por su parte, la evidencia en el trabaje Udenigwe y Aluko (2012), indica que un GH
moderado (20-40%) es optimo para obtener péptidos con bioactividad, ya que GH mas

altos pueden romper excesivameénte los péptidos activos.

Segun lo reportado en el trabajo de{Chen et al. (1995), se ha demostrado que el tipo de
aminoacidos liberados durante la hidrélisis (como. tirosina, triptéfano, histidina y
fenilalanina) influye de manera significativa en la capa¢idad antioxidante de los péptidos,
tanto por su capacidad de neutralizar radicales libres“eomo por la estabilizacion de
especies reactivas del oxigeno. Esto resalta la importancia no solo del porcentaje de

hidrdlisis, sino también de la composicion especifica de los péptidos generados.

Por tanto, puede considerarse que un hidrolizado proteico consun GH del 36% y una
concentracion de 720 mg/L de péptidos bioactivos es una fuente potencialmente efectiva
de compuestos con actividad antioxidante, lo que sugiere aplicaciones potenciales en la
formulacion de ingredientes funcionales o nutracéuticos derivados de=proteinas de

caracol.
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15.2. Actividad antioxidante
15.2.1. DPPH

En este trabajo los valores superiores de captura de radical DPPH fueron encontrados
en la fase intestinal, con valor del 44% entre los primeros 30 minutos. En un trabajo de
Raynova et al. (2018), donde se evalua la actividad antioxidante de subproductos del
caracol Helix aspersa y emplearon los siguientes métodos para evaluar la actividad
antioxidante: DPPH, ABTS y FRAP. Encontraron que la actividad inhibitoria del radical
DPPH fue de 59.54%, que-fue superior a la fase intestinal en este trabajo. Estas
diferencias estan relacionadas alguna caracteristica estructural de los péptidos, como su
masa molecular, composiciones’de, aminoacidos, secuencias e hidrofobicidades como se

sugiere en la literatura de Zou et al\\(2016).

Rocha Camargo et al. (2020) realizaron un estudio de actividad antioxidante en
hidrolizados proteicos de Micropogonias furnieri 'y Paralonchurus brasiliensis.
Encontraron que con las enzimasfalealasay.Protamex® valores de inhibicion del radical
DPPH de 28% con alcalasa y de(30% con” Protamex, mientras que Paralonchurus
brasiliensis presentd un porcentaje del 25% con alcalasa y 24% con Protamex. Estas
diferencias en los resultados se deben ada metodelogia empleada, ya que los péptidos
de esta investigacion al haber pasado por una hidrélisis~previa en la fase gastrica, han
sufrido cambios en su estructura y por ende, presentan, mas zonas con actividad

antioxidante, lo que esta en concordancia con las investigaciones de Zou et al. (2016).

Otra especie de caracol reportada de Nepture Volute por Li et al. (2021), donde para
comprender las funciones nutricionales y proteicas se realizaron’ analisis en su carne,
haciendo uso de métodos protedmicos y de digestidn in vitro con pepsina y tripsina. Se
reportd que los péptidos de esta especie presentaron una tasa de eliminacion de DPPH
del 23.28%, tras pasar por un proceso de digestion debido a la presencia de.daminoacidos
aromaticos, tal como la fenilalanina y acidos presentes que contribuyeronsa Jevitar la
oxidacion. De acuerdo con Li et al. (2021), las sales biliares simuladas posiblemente
ayudan a estabilizar los péptidos, manteniendo asi mayor inhibicion en el tiempo: Este

estudio presentd una inhibicion menor a la obtenida en este trabajo, se presume que esto
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se debea la diferencia en los métodos utilizados, a las enzimas con las que se trabajo y

al centrifdgado posterior.

15.2.2. ABTS

En el ensayo ABTS de, este trabajo en la fase intestinal se obtuvo un porcentaje de
inhibicion del radical de"99% durante toda la fase intestinal. En otros trabajos, como el de
Kostadinova et al. (2018)sobre el moco de caracol de jardin Cornu aspersum evalué la
actividad antioxidante de fraceciones peptidicas de distintos pesos moleculares: <5 kDa,
<10 kDa, <20 kDa y 10-30 kDa-con este método. Obtuvo una actividad antioxidante de
82.42 % en la fraccidn con un pesa.molecular <5 kDa. Kostadinova et al. (2018) sugiri
que el bajo peso molecular de los aminoacidos libres y péptidos es responsable de la alta
actividad antioxidante, hallazgo que explicaria la inhibicion del 99% de este trabajo, dado
que la proteina habria sido previamente hidrolizada en la fase gastrica y habria liberado

péptidos con un bajo peso molecular;

En otro trabajo como el de Raynova ‘et al. (2015); que trabajaron con el caracol Helix
aspersa, la actividad inhibitoria del ensayo ABTS fue de 62.31 %, cuyas cifras se situan
por debajo de los valores reportados en esta investigacion. Raynova et al. (2015) sugieren
que la diferencia puede deberse a que la estructura del radical impide la interaccién con

antioxidantes de alto peso molecular.

15.2.3. FRAP

Como se menciond anteriormente en el trabajo de Raynova et al. (2015), quienes
trabajaron con Helix aspersa, encontraron para el ensayo FRAP el valor de*3.68 uM ET/g
de proteina, valores muy inferiores a los obtenidos en la fase intestinal de“este trabajo
(51 uM ET/ ug). Estas diferencias se deben principalmente a los métodos para/purificar
las proteinas empleados en ambos trabajos, al pH trabajado y a que se realizo, una
digestion in vitro, proceso no realizado para H. aspersa. Raynova et al. (2015) supenen
que la diferencia en los resultados se debe al mecanismo de transferencia de electrones

que usa el método FRAP y a la especificidad de este. Otros autores como Sadowska-
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Bartosz#y Bartosz (2022) recalcan que el método FRAP por si tiene una cinética de
reaccion”lenta, lo que podria explicar el valor de 51 uM ET/ pg al tener la proteina
previamente_hidrolizada en la fase gastrica por 2 horas y posteriormente en la fase
intestinal. Por.ultimo, resaltan que el complejo Fe (lll) en el TPTZ presenta mayor afinidad

hacia la fase acuosa.

15.3. Determinacién-de actividad antihiperglucémica por a-amilasa

Chelladurai y Chinnachamy (2018) en su articulo, estudiaron las propiedades inhibitorias
de la a-amilasa de los extractos acuosos del tallo de Salacia oblonga a distintas
concentraciones: 10, 20, 40, 60,80 y 100 mg/mL. El método para realizar este ensayo
fue el método estandar, el DNS, misSmo que se realizd para esta investigacién. Ademas,
se utiliz6 como estandar el farmaco sintético acarbosa con una capacidad de inhibir la
enzima a-amilasa. Los resultados, obtenidos por Chelladurai y Chinnachamy (2018)
muestran un porcentaje de inhibieién de"59.46 + 0.04 %. Los resultados de esta
investigacion son superiores a los obtenidos en la.fase intestinal con un 91%, se presume
que existen diferencias dada la naturaleza proteica de.la muestra trabajada, y la hidrélisis
enzimatica realizada con pancreatina. Otros autores’como Yan et al. (2019) atribuyen una
mayor inhibicion debido a diferencias en\ las propiedades estructurales, incluida la
composiciéon de aminoacidos, la hidrofobicidad y la posicion en las regiones Ny C

terminales de la a-amilasa.

En otro estudio, realizado por Islam et al. (2021), estudiaron la actividad
antihiperglucémica de los hidrolizados de proteina de la tortuga galapago chino Chinemys
reevesii, la hidrdlisis se realizé con cuatro enzimas diferentes en sus condiciones éptimas:
alcalasa, tripsina, bromelina y Flavourzyme. La mayor inhibicion de la a-amilasa (76.89
%) se registré al utilizar hidrolizados obtenidos con bromelina y Flavourzyme. En este
trabajo P. flagellata presentd resultados superiores con 91% para la fase intestinal, que
podria deberse a su estructura, como sugiere Islam et al. (2021), ya que los\péptidos
poseen aminoacidos de cadena ramificada y residuos catidénicos que tienen preferencia

por enlazarse con a-amilasa.
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15.4. Determinacion de la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

Nuria et al. (2020) realizaron una investigacion sobre la actividad inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa de 13 verduras consumidas en etnias sundanesas y javanesas. Las
especies trabajadas, fueron: amaranto rojo, papaya, ensaladilla, pepino, jengibre
antorcha, guaje, berro, aralia Ming, albahaca, frijol comun, chayote, arbol colibri y frijol
largo. Los resultados mestraron que cuatro vegetales no presentaron actividad inhibitoria:
pepino, chayote, arbol colibrivy el frijol largo. Nuria et al. (2020) menciona que la actividad
inhibitoria parece tener relacién con la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides
con efectos antioxidantes y neuroprotectores. De los vegetales que, si presentaron
actividad inhibitoria, el vegetal que\obtuvo el resultado mas bajo fue el del frijol comun
con 8.9 % de inhibicién a 1 000 pg/mL,mientras que el porcentaje mas alto obtenido a la
misma concentracion fue el de la albahaca con 55.1%, seguido por la ensaladilla con
55.0%. En general, los resultades/obtenidos.por Nuria et al. (2020) son mas bajos que
los encontrados en esta investigaCion-en la fase gastrica con un 57%, posiblemente

debido a que solo se analizaron extractos etanélicos y no un hidrolizado.

Por otro lado, Ferreira et al. (2020), investigaron“latactividad inhibitoria de AChE en
extractos de etanol-agua del corcho y dorso‘de Quercus suber y encontraron que la
actividad inhibitoria de la AChE en los extractos fue .d€y,62% para el dorso a una
concentracion de 0.5 mg/mL mientras que la de los extractos’del corcho fue del 49% a 1
mg/mL y que ademas existe una relacion entre la concentracidn y la actividad inhibitoria.
Es posible notar que la actividad inhibitoria de AChE del hidrolizado de P. flagellata es
superior a aquellos extractos vegetales dado que no han pasade“por, el proceso de
hidrolisis y han sufrido cambios por influencia de factores como la temperatura, el pHy la

actividad enzimatica.

15.5. Determinacion de actividad hemolitica

Lopez-Nahuatt et al. (2020) realizaron un estudio con calices de jamaica y su-dso

potencial uso como aditivo alimentario. Los extractos acuosos de siete variedades de
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jamaicasfueron analizados y se le determind su actividad hemolitica. Los resultados
obtenides_mostraron que el grado de hemolisis del extracto de jamaica a 6 000 ug
TPC/mL fue de 10.8% mientras que, a las concentraciones de 1 000, 8 000 y 10 000 ug
TPC/mL los extractos de Nayarit mostraron porcentajes superiores, siendo estos de 12.7,
10.3 y 0.3%, respectivamente. Lépez-Nahuatt et al. (2020) encontrd que el porcentaje de
hemolisis fue directamente proporcional a la concentracion del extracto. Estos resultados
dan pauta para enténder_la razén del bajo porcentaje de hemolisis obtenido en este
trabajo, lo que sugiere’la-seguridad de la proteina para el consumo humano, asi como

fuente potencial de péptidos con bioactividad que son aplicables a la industria alimentaria.

El bajo porcentaje de hemdlisis.en este trabajo puede tener origen en la estructura del
péptido, ya que esta afecta la ‘hidrofobicidad y anfipaticidad que interactuan con las
membranas celulares. Si bien al” ser hidrolizadas las proteinas, deberia verse
incrementada la hidrofobicidad y la hemolisis, tal como indica Hollman et al., (2016). Este
no fue el caso para los péptidoside P flagellta, 1o que sugiere que las condiciones
gastricas e intestinales regulan la"composicion estructural que limitan las interacciones

péptido-membrana.

15.6. Determinacion del indice de hidrofobicidad

Dihort (2013), en su trabajo sobre el calamar gigante Dosidicus gigas, con el que se
realizaron concentrados proteicos presenta un analisis del indice de hidrofobicidad. Esto
se comprobo6 a pH 6.0, 6.5y 7.0 y a una concentracion de 3%_de NaCl en uno de los
geles elaborados. Los resultados de Dihort se presentan en la<Tabla 3, resultados
inferiores a los obtenidos en la fase intestinal de esta investigacion, que present6 una
hidrofobicidad relativa con un valor de 176 a los 120 minutos. El resultade,obtenido fue
posiblemente influenciado por el pH, como sugiere Dihort (2013), y debido a‘qQue no pasa

por un proceso de hidrolisis.
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Tabla 3.
Indice de hidrofobicidad de Dosidicus gigas a diferentes concentraciones y pHSs.

indice de hidrofobicidad
pH (intensidad de
fluorescencia)

Concentracion de proteina
(%)

6.0 69
0.02 6.5 66
7.0 65
6.0 94
0.03 6.5 64
7.0 67
6.0 105
0.05 6.5 69
7.0 69
6.0 90
0.06 6.5 75
7.0 67

Nota: Adaptacion de Dihort (2013).

Arceo (2022) en su trabajo de investigacion trabajé con las propiedades de gelificacidon
de una mezcla de aislados proteicos“vegetales”a_partir de chicharo y frijol comun. La
hidrofobicidad fue evaluada a pH 7. Arceo (2022) encontré que el aislado proteico de
chicharo presenté un mayor valor de hidrofobicidad (83) en comparacion con el frijol (con
valor de 50). También sugiere una relacion”inversa entre la solubilidad proteica y la
hidrofobicidad, debido a que el pH influencia la estructura de'las proteinas haciendo que
queden mas expuestas las zonas hidréfobas. Esta informacion.concuerda con los valores
encontrados en la fase intestinal del experimento, dado que ‘existe un aumento en las
zonas hidréfobas expuestas debido a la accion enzimatica de la fase-gastrica e intestinal,

permitiendo que el marcador ANS se fije.

Moghadam et al. (2020), hidrolizaron la proteina de la nuez persa (Juglansiregia L.) con
tripsina. EI cambio en la hidrofobicidad fue evaluado empleando ANS7como sonda
fluorescente. Se encontré que la hidrofobicidad en el tiempo O de hidrélisis-obtuvo un
valor de 13, a los 15 minutos fue de 21, a los 30 y 60 minutos de 22 y a los 120-minutos
fue de 24, siendo esta ultima la mayor. De igual forma, Moghadam et al. (2020) sugiere

que la hidrolisis de proteinas es capaz de modificar la hidrofobicidad ya que al hacer la
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ruptura.€nzimatica expone las areas hidréfobas en el interior de las proteinas, tal como

sucede-en.esta investigacion en las fases gastrica e intestinal.

15.7. Determinacién de carga bioactiva

En este trabajo se obtuvieron resultados de carga para curcumina de 3.4 ug/mg en la
fase gastrica a los 90/min.y de 6.1 ug/mg para quercetina en la fase intestinal a los 60
min. Comparado con otros trabajos, como el de Moghadam et al. (2020), que trabajaron
con nuez persa (Juglans regia L.) con tripsina obtuvieron un valor de 4.0 pg/mg para
curcumina a los 120 min y de10.6 pg/mg para quercetina al mismo tiempo de hidrdlisis.
Moghadam et al. (2020) afirmasQue la capacidad de cargar compuestos bioactivos
aumenta con el tiempo de hidrélisisty gue esta relacionada a su hidrofobicidad superficial.
La diferencia con los resultados de Moghadam et al. (2020) y los de este trabajo pueden
deberse a que ambas enzimas trabajadas actuan en diferentes sitios de la proteina,
mientras que el trabajo de referenciassolotrabaja con una. Ademas, puede tener origen

debido a la composicion de aminoacidos en su estructura.
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XVI. .CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Considerando los resultados obtenidos durante la digestion in vitro de la proteina de
Pomacea flagellata, se concluye que el proceso favorece de manera progresiva la
generacion de péptidos con propiedades relevantes, siendo la fase intestinal en la que se

refleja la mayor actividad de los parametros que se evaluaron.

El grado de hidrdlisis obtuvo mayor incremento en la fase intestinal a partir de los 30 min
y se mantuvo hasta los 120 min, lo cual indica que la ruptura de enlaces péptidos ocurre
tempranamente en esta fasery en consecuencia se confirma que esta etapa fue
determinante para la generacidén.masiva de péptidos, los cuales poseen mayores efectos

antioxidante por los tres métodos.evaluados.

La actividad antihiperglucémica, se.observo en las tres fases, sin embargo, se destaco
en la intestinal, lo cual indica que los peptidos con mayor porcentaje de inhibicion de alfa

amilasa, se obtienen de los 60 a les 120'min independientemente de la concentracion.

Respecto a la inhibicibn de la ehzima acetileolinesterasa, las tres fases presentan
actividad, particularmente en la fase gastrica y €Conwalores con no superan el 60 %, esto
indica que, con concentraciones menores.de péptidos de P. flagellata se obtiene mayor

inhibicion de la acetilcolinesterasa.

La evaluacién de actividad hemolitica demostré que los péptidos obtenidos carecen de

efecto hemolitico, lo que respalda su inocuidad biolégica.

Todo lo anterior, se respalda con el indice de hidrofobicidad, el cuakfue notable en la fase
intestinal, y que alcanzé un valor maximo a los 120 min, lo quecCsugiere una mayor

exposicion de residuos hidrofobicos conforme avanza la digestion.

La capacidad de carga bioactiva de los péptidos con la curcumina aumenta con el tiempo
en la fase gastrica, y en la fase intestinal la carga disminuyé. Y para el caso_de la carga
bioactiva con la quercetina, la actividad varié con el tiempo, lo que indica que los"péptidos

generados en esta fase poseen mayor afinidad por compuestos fendlicos.

Finalmente, con lo anterior se demuestra que con la proteina de P. flagellata se-han

generado péptidos bioactivos que tienen las propiedades previamente planteadas en esta
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investigacion y que, ademas de la actividad antioxidante y antihiperglucémica, también

presentaron la capacidad de inhibir la enzima acetilcolinesterasa,

Se recomienda la caracterizacion estructural de los péptidos bioactivos de la fase
intestinal mediante HPLC, para identificar la o las secuencias responsables de las

actividades evaluadas.

Es conveniente evaluar la actividad que los péptidos pueden tener sobre lineas celulares,

la actividad antihipertensiva, antiinflamatoria, inmunomoduladora, entre otras.

De igual forma, se recomienda optimizar las condiciones de simulacién de la digestion
para tener la garantia de generar péptidos de mayor indice de hidrofobicidad y en

consecuencia de mayor bioactividad.

Finalmente, después de avaluar lo anterior, aplicar los péptidos generados en matrices

alimentarias o en el desarrollo de suplementos o complementos alimenticios.
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XVIIILANEXOS

18.1. Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

AChE: enzima acetileolinesterasa
AThChl: Sustrato de sales de yodo
CAT: Catalasa

DIV: Digestion in vitro

ENT: Enfermedades No Transmisibles
g: Gravedad

GPx: Glutation peroxidasa

GST: Glutation-S-transferasa

PB: Péptidos bioactivos

SOD: Superdéxido dismutasa

TNBS: acido 2,4,6, trinitrobencenosulfénico
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Resumen de la Tesis:

El objetivo de la investigacion fue evaluar la digestion in vitro
de protefna extraida del caracol Pomacea flagellata para
determinar \sus propiedades bioactivas. Las muestras
fueron recolectadas, depuradas y procesadas para extraer
la"proteina mediante punto isoeléctrico, que posteriormente
fue sometida a‘digestién simulada en fases oral, gastrica e
intestinal., Se midi6 el grado de hidrélisis (TNBS), la
liberacién.de péptidos, actividad antioxidante (DPPH, ABTS,
FRAP), ‘aetividad" cantihiperglucémica (inhibicion de o-
amilasa), inhibicién de.aeetilcolinesterasa (AChE), actividad
hemolitica, indice de hidrofobicidad y capacidad de carga
bioactiva (curcumina (y . quercetina). Los resultados
mostraron que la hidrdlisis“proteica fue minima en la fase
oral, aumenté moderadamente en la gastrica (max. 8% a
120 min) y alcanzé valores estables de 37-39% en la
intestinal. La liberacion de péptidos fue maxima en la fase
intestinal (~900 ug/pL), significativamente mayor que en la
gastrica (~250 ug/uL) y nula en la oral:En antioxidantes, el
ensayo ABTS presentd la mayor actividad, (97-100% en la
fase intestinal), seguido de DPPH (max<44% a 30 min
intestinal) y FRAP (max. 51 yM ET/ pg a 30-min intestinal).
La inhibicién de a-amilasa fue mas alta en-Ja’fase intestinal
(93% a 60 min), mientras que la inhibicioh de AChE se
detecto en todas las fases (max. 57% en fase gastrica). No
se observo actividad hemolitica en ninguna fase. (El indice
de hidrofobicidad fue mayor en la fase intestinal (176,a los
120 min), sugiriendo alta interaccién con membranas: La
carga bioactiva mostré afinidad por curcumina y quercetina,
con mayores valores en fases gastrica e intestinal’ En
conclusion, los péptidos generados durante la digestion de
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P. flagellata presentan notables propiedades antioxidantes,
antihiperglucémica y actividad inhibidora de
acetilcolinesterasa con potencial en el manejo de trastornos
neurodegenerativos, sin toxicidad hemolitica, lo que sugiere
su potencial aplicacion nutracéutica y terapéutica, aunque
se recomienda evaluar su seguridad por la alta
hidrofobicidad observada.
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