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ABREVIATURAS

A : aceite

ABAP : CgH1sNe.2CIH, 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina)dihidrocloruro
Abs : absorbancia

ABTS : acido 2,2 azino bis(3-etilbenzo tiazolin-6 sulfénico), agente oxidante
ADN : acido desoxirribonucleico, genética

aprox : aproximadamente
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CAT : catalasa, enzima antioxidante

CH3OH : metanol
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CuS0..5H,0 : sulfato de cobre pentahidratado

cm : centimetro (102 m)

DPPH : 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
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G: gel
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Gpx : glutatién peroxidasa

GR : glutation reductasa

GSH-Px : glutation peroxidasa

GSH-T : glutation transferasa

GST : glutation transferasa



G6PDH : glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

H : Hiperjarabe (extracto vegetal)

h luz / dia : hora de luz por dia

HO- : radical hidroxilo
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H.O : agua

H,0; : perdxido de hidrogeno

J i jarabe

Kcal : kilocaloria

Kg : kilogramo

KNaC4H40¢.4H,0 : tartrato soédico potasico

L : litro

MDA : malondialdehido

mg : miligramo

mL : mililitro

mm : milimetro

min : minuto

NaCl : cloruro sddico

NADPH : nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (reducido)
NADPH ox : enzima oxidasa de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NaH.PO..H;0O : fosfato monosédico hidratado

NaOH : hidréxido de sodio

Na:HPQ, : fosfato disddico anhidro
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NO : 6xido nitrico

N. de la A. : nota de la autora

OGG1 : 8-oxoguanina glicosilasa, enzima reparadora de ADN dafado por especies reactivas de
oxigeno



OH : hidroxilo, grupo fendlico antioxidante

8-oxoGua : 7,8-dihidro-8-oxoguanina, base oxidada mutagénica
ONOOH : acido peroxinitroso

ONOO- : anién peroxinitrito

O; : oxigeno

~O2: radical anién superéxido

P : preservantes

pH : potencial de hidrogeniones

ppm: partes por millén =mg /L

p /v : peso /volumen (proporcion)

R : romero/manzanilla (extracto vegetal)

RL : radical libre

RSE : resonancia de espin electronico

s : segundo

Se-Gpx : glutation peroxidasa dependiente de selenio

SH : grupo tiol

SOD : superéxido dismutasa

t: tiempo
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RESUMEN

El caracol terrestre comln es un gasterépodo con concha de calcio en espiral, cuerpo prolongado y tentaculos cefélicos. Para
desplazarse requiere de la secrecion de un mucus o baba, que al solidificar le sirve como un soporte que lo aisla del ambiente desfavorable
(operculacion). El caracol y su secrecién de mucus tienen aplicacion desde tiempos inmemoriales en la medicina popular. La utilizacién de
la secrecion pedial del caracol en cosmética, dermatologia y medicina ha ido, desde entonces, en constante aumento. Sin estudios formales
previos publicados, podria poseer propiedad antioxidante, por lo que se evalla, en este estudio, la capacidad antioxidante de tres productos

elaborados con secrecion pedial por medio de la técnica DPPH y contenido fendlico por medio de Folin-Ciocalteu.

La protecciéon antioxidante en los sistemas biolégicos involucra a una gran variedad de componentes quimicos de origen enddgeno (que
viene genéticamente incorporado) y exégeno (del ambiente adquirido), que interaccionan mediante efectos sinérgicos y complementarios,

siendo un mecanismo muy flexible y eficiente.

En el caso de los compuestos de interés de la secrecion pedial de Helix aspersa Miller, servirian para atenuar la accion perjudicial de los
radicales libres sobre la piel expuesta al medio, como también en el caso de una tos con produccién de moco por la irritacion de un resfrio o
bronquitis, por el contenido de Alantoina, Acido Glicélico, Acido Glucurénico (datos no publicado), y la enzima SOD, que favoreceria la
proteccion ante radicales libres del tipo "O,, tanto en Helix aspersa, como en humanos, en los productos elaborados e incluidos en este
estudio: Melihel, Amelixil e Hiperjarabe.

Brieva et al. (2008) cometen un error al confirmar que la baba de caracol contiene Glutatién transferasa, ya que se encuentra en las
visceras del animal, por lo que utilizan el organismo completo para generar el producto probado en la regeneracion epidérmica humana, ya
que no se encontré Selenio en muestra de baba sola (datos no publicados).

La Capacidad Antioxidante de Hiperjarabe > Amelixil > Melihel en el método DPPH, y en el calculo tedrico Melihel > Hiperjarabe > Amelixil.

En el contenido fendlico (Folin), Hiperjarabe > Amelixil > Melihel, y en el calculo teérico Hiperjarabe > Amelixil > Melihel.

Los polifenoles de la baba se complementan con los polifenoles agregados con las materias primas vegetales, como aceite, extracto

alcohdlico de romero/manzanilla, jarabe (de miel de abejas) y el extracto Hiperjarabe (plantas medicinales mucoliticas).

Melihel y Amelixil son buenos productos con alta capacidad antioxidante. Sus materias primas no son toxicas y la baba o secrecion pedial
de caracol es potenciada bioldgicamente de acuerdo a la edad de los caracoles y su dieta alimenticia para aumentar la cantidad de
alantoina, acido glicdlico, acido glucurénico, y posiblemente, su contenido antioxidante. No se practica maltrato animal. Melihel y Amelixil

podrian clasificarse como “artesanales”.

Seria necesario practicar un nuevo analisis para determinar el tipo de antioxidantes contenido en la secrecién pedial de caracol (qué tipo de

polifenoles se encuentran).

Palabras Claves: caracol de tierra, secrecion pedial, capacidad antioxidante.
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SUMMARY

The common snail is a gastropod with calcium shell in a spiral shape, extended body and cephalic tentacles. To move itself
requires the secretion of mucus or slime, which to solidify serves as a support which isolates the unfavourable environment (capping). The
snail and its mucus secretion are employed from immemorial time in folk medicine. The use of snail secretion pedial in cosmetics,
dermatology and medicine has been, since then, constantly increasing. However, no formal studies have been previously published
regarding their antioxidant capacity. So, it is evaluated in this study, the antioxidant capacity of three products made pedial secretion through

DPPH technique and phenolic content by Folin-Ciocalteu.

Antioxidant protection in biological systems involves a variety of chemical compounds of endogenous origin (which is genetically
incorporated) and exogenous (acquired from the environment), which interact with and complementary synergy, being a very flexible and

efficient mechanism.

In the case of compounds of interest of Helix aspersa Miiller pedial secretion, serve to attenuate the harmful action of free radicals on the
skin exposed to the environment, as in the case of a cough with mucus production by irritation a cold or bronchitis, for the content of
Allantoin, Glycolic Acid, Glucuronic Acid (unpublished data), and SOD enzyme, which favor the protection against free radical “O., both in

Helix aspersa, as in humans, in the products developed and included in this study: Melihel, Amelixil e Hiperjarabe.
Brieva et al. (2008) make a mistake by confirming that the snail contains Glutathione transferase, and found in the viscera of the animal, so
the whole organism used to produce the product tested in human epidermal regeneration, and that was not found Selenium in slime snail

sample alone (unpublished data).

The antioxidant capacity of Hiperjarabe> Amelixil> Melihel in DPPH method, and the theoretical calculation Melihel> Hiperjarabe> Amelixil.

In the phenolic content (Folin) Hiperjarabe> Amelixil> Melihel, and in the theoretical calculation Hiperjarabe> Amelixil> Melihel.

The polyphenols from slime snail are supplemented with polyphenols added plant materials such as oil, alcohol extract of

rosemary/chamomile, syrup (with honey bee) and the extract Hiperjarabe (medicinal plants mucolytic).

Melihel and Amelixil are good products with high antioxidant capacity. Its raw materials are nontoxic and slime or snail secretion is enhanced
biologically according to the age of the snails and their diet to increase the amount of Allantoin, Glycolic Acid, Glucuronic Acid, and possibly
its antioxidant content. Animal abuse is not practiced. Melihel and Amelixil could be classified as "craft" (hand-made products).

It would be necessary to perform further analysis to determine the type of antioxidants contained in the slime snail (what type of polyphenol

found).

Keywords: land snail, pedial secretion, antioxidant capacity.

12



I INTRODUCCION

1.1) Helix aspersa Miiller, Caracol de tierra:

El caracol de jardin Helix aspersa Muller es un invertebrado perteneciente al Phillum Mollusca (mollus,
del latino "blando"), Clase Gastropoda (que se arrastra gracias a un aparato motor situado debajo del vientre),
Subclase Pulmonata (respiracion aérea por pulmones en vez de branquias), Orden Stylommatophore (dotados
de centros nerviosos especiales en cuatro tentaculos retractiles que salen del extremo de la cabeza), Familia
Helicoidal (concha en espiral, univalva), Género Helix, Especie aspersa (segun Miiller, su determinante),

Nombre Comun caracol de jardin, caracol Petit - gris, caracol Chagriné, caracol Cagonille, caracol Zigrinata.

Se piensa que el grupo Moluscos aparece hace ya unos 500 millones de afos, y en particular los helicidos, ya
se consumian por el hombre hace unos cuantos milenios. Existen varias especies extendidas por el mundo
como por ejemplo Helix pomatia, H. lucorum, H. aspersa, H. aspersa maxima, etc., aunque otras especies ya

estan por extinguirse si no se pone atencién en ello.

Entre las caracteristicas generales del caracol de jardin Helix aspersa Miller, se puede observar que la longitud
de la concha univalva varia entre 20 - 35 mm aprox., con una altura de 25 - 40 mm aprox. (en zonas favorables
se encuentran individuos de dimensiones mayores). El color de fondo de la concha es gris 0 amarillento, con
tiras de color oscuro, a veces, interrumpidas. La forma de la concha es cénica (conohélice, con 3 - 4 espirales),
globosa y panzuda, muy convexa en la parte superior y no presenta el orificio columelar. La abertura es oval,

oblicua y pronunciada. El cuerpo es de color oscuro, tendiendo al negro, adornado de manchitas mas claras.

Difundido en zonas de clima mediterraneo, e incluso, aclimatado en zonas de calor con influencia marina
(Serrano, 2001), se alimenta casi exclusivamente durante las horas nocturnas. Su habitat natural comprende
terrenos calizos (pH 6,5 - 8,5), como también jardines, parques y zonas cultivadas. Al ser xerodfilo, vive
preferentemente en zonas soleadas, secas y de escasa vegetacion, y en particular, en las zonas marinas
(Marasco y Murciano, 2000; Serrano, 2001). Su vida es relativamente breve (4 - 5 afos), aunque han existido

casos en que pueden durar mas de 8 anos en cautiverio.

Su morfologia externa, de acuerdo a Galindo y Suarez (1997), se pueden distinguir dos partes bien
diferenciadas: la concha y el cuerpo. La Concha es univalva, globulosa y enrollada en espiral en distintos
planos, generalmente de derecha a izquierda (dextrorsa) y excepcionalmente a la inversa (sinistrorsa). El eje
columelar, compacto en Helix aspersa Miiller, termina en una extremidad superior o apice y en otra inferior u
ombligo, situado debajo del reborde terminal o peristoma. La concha, con 3, 4 5 espiras segun la especie,
presenta estrias o lineas de crecimiento, paralelas al eje, y bandas coloreadas perpendiculares u horizontales a
las estrias. El limite entre espiras se denomina linea de sutura. La concha es producida por el manto (repliegue
del tegumento que recubre la masa visceral) a partir de calcio absorbido de los alimentos, siendo su

composicion de un 98 - 99% de sales minerales y 1 - 2% de materia organica (conquiolina). Estructuralmente,
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se halla constituida por tres capas: una externa o periostraco compuesta por una fina pelicula de materia
organica (conquiolina), otra media 0 mesostraco formada por laminas prismaticas, impregnadas de compuestos
célcicos cristalizados (tipo calcita) en el seno de una matriz proteica y otra interna o endostraco, conjunto de
laminas superpuestas, formadas alternativamente, por carbonato calcico cristalizado (tipo aragonito) vy

conquiolina.

El Cuerpo esta recubierto por el tegumento, consta de cabeza, pie y masa visceral. En la cabeza se hallan dos
grandes tentaculos oculares superiores y, debajo de los mismos, otros dos tentaculos tactiles de menor tamanio.
En posicién antero - ventral se distingue la boca limitada por un labio superior bilobulado, dos labios laterales y
un labio inferior. El orificio genital se encuentra sobre la region lateral derecha, en el limite terminal de la

cabeza, detras de la base del tentaculo ocular.

El pie, region corporal sobre la que reposa el cuerpo del animal, es de forma alargada y representa la mitad del
peso corporal. Dada su estructura de fibras lisas y células secretoras de una sustancia mucosa llamada mucina
o limacina (Marasco y Murciano, 2000), corrientemente conocida como "baba", procedente de la glandula del
pie y collar del manto, muy cercana al poro excretor (pneumostoma), debajo de la concha (diseccién propia;
Campion, 1961), los caracoles poseen una lenta, pero potente capacidad de desplazamiento mediante
reptacion. En la regiébn media superior derecha del pie, por debajo del peristoma, desembocan los orificios

respiratorio, excretory el ano.

La concha se encuentra fuertemente unida al pie por el musculo columelar.

En la masa visceral recubierta por el manto y situada en la concha, se encuentran los aparatos digestivo (con

una voluminosa glandula digestiva o hepatopancreas), circulatorio, respiratorio, excretor y reproductor.

En su morfologia interna, el Aparato Digestivo esta conformado por la Boca, que esta constituida por un bulbo
bucal musculoso, provisto dorsalmente de una mandibula denticular quitinosa, denominada radula (con esto
raspa el alimento vegetal). Es una especie de peine quitinoso que se encuentra envuelto dentro de la
membrana que conecta con el componente del aparato digestivo inmediato a la boca, el eséfago y, luego se
abre en un amplio y largo estémago fusiforme, el cual va seguido por un infestino de gran longitud con una
doble circunvolucion alrededor del hepatopancreas que termina en el ano. Adosadas a las paredes estomacales
se encuentran dos glandulas salivares, blancuzcas y multilobuladas, que desembocan en el bulbo bucal,
mientras que la tercera glandula digestiva (hepatopancreas), formada por dos I6bulos, lo hace entre el

estébmago y el intestino.

El Aparato Circulatorio, compuesto de Corazén, situado en posicion dorsal, se encuentra protegido por el
pericardio. Consta de una auricula piriforme anterior y de un ventriculo alargado posterior del que nacen dos
aortas; la anterior, que irriga al pie y la region cefalica, y la posterior al hepatopancreas y al ovotestis. Ambas

aortas dan origen a las restantes arterias originandose un sistema vascular arterio - venoso formado por una
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extensa red en la que se intercalan senos venosos o lagunas sanguineas, ya que la circulacion es sencilla y

abierta.

El Aparato Respiratorio, con el principal érgano constituido por la cavidad paleal, que forma un saco pulmonar o
“pulmoén” que comunica con el exterior por el orificio respiratorio o pneumostoma. Se encuentra tapizado por
una gran cantidad de vasos finamente ramificados en los que se produce la hematostis y que confluyen en la
vena pulmonar por la que circula sangre o hemolinfa oxigenada, cuyo pigmento es la hemocianina. Como
complemento a la respiracion pulmonar, los caracoles poseen una respiracion cutanea importante (la concha es

porosa, existe un contacto aéreo con el manto).

El Aparato Excretor, de tipo nefridiano con un solo rifién u érgano de Bojanus, de color gris amarillento, situado
entre el corazén y el recto. Su morfologia es triangular con dos partes claramente diferenciadas, una
propiamente excretora y otra consistente en una vejiga de acumulacién, de la que parte un fino canal excretor

que termina en el orificio del mismo nombre, al lado del ano.

El Aparato Reproductor, es el mas voluminoso y complicado de los érganos que posee, ocupando gran parte de
la cavidad visceral de los Helicidos adultos. Comprende tres partes: una porcidn inicial hermafrodita, otra
intermedia, constituida por las vias genitales masculinas y femeninas, y otra terminal en la que se unen dichas
vias para finalizar en un 6rgano genital comun. La primera porcién esta constituida por una glandula sexual
hermafrodita u ovotestis, productora de gametos masculinos y femeninos con diferente secuencia temporal. La
gonada se continia por un conducto flexuoso, denominado canal hermafrodita, que desemboca en una
dilatacién o "camara de fecundacién”, donde también lo hace la glandula de la albimina. La porcion intermedia
se inicia en la citada camara, a partir de la cual parte un grueso canal festoneado (ovispermiducto), formado por
la yuxtaposicion de otros dos, el oviducto y el espermiducto, que después se separan. El espermiducto se divide
para dar origen, por una parte, a un largo canal deferente que termina en un pene dilatado y hueco provisto de
un musculo retractor, y por otra, a un conducto ciego helicoidal, también largo y muy fino, denominado flagelo,
en el que se aglomeran los espermatozoides en forma de un filamento llamado espermatéforo. El oviducto
termina en una dilataciéon que recibe, a su vez, por una parte la bolsa del dardo unida a los dos grupos de
glandulas multifidas, y por otra el canal del receptaculo seminal o espermateca. La bolsa del dardo es
evaginable y aloja un dardo, en forma de aguja prismatica, de naturaleza calcarea, que sirve de 6rgano
excitador y fijador durante la copula (es capaz de atravesar a la pareja para la copulacion). En la porcion
terminal se reunen los conductos genitales masculino y femenino, formando un vestibulo genital comdn o

vagina que termina en el orificio genital situado cerca de la base del tentaculo ocular derecho.

El Sistema Nervioso se compone de dos partes: el sistema simpatico o neumogastrico y el sistema central. El
sistema simpatico que inerva la mayor parte del tubo digestivo, comprende un par de ganglios bucales,
colocados debajo del bulbo del mismo nombre y unidos por dos cordones que se comunican con los ganglios

cerebroides.
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El Sistema Nervioso Central se halla constituido por un sistema de ganglios anteriores dispuestos en forma de
collar periesofagico comprendiendo los ganglios cerebroides, los ganglios pedios y el sistema visceral,
compuesto por un par de ganglios pleurales unidos a tres ganglios viscerales, este conjunto constituye el
complejo cerebro - pleuro - pedio. De cada uno de los citados grupos parten nervios y conectivos que los unen
a otros ganglios. Los ganglios cerebroides inervan los tentaculos, labios y boca y los restantes la cavidad paleal,

el saco visceral, el pie y el musculo columelar.

El Organo de los Sentidos compuesto de un tegumento se halla provisto de células neuroepiteliales, repartidas
por toda la superficie, esencialmente a nivel de los tentaculos, de los labios y del borde del pie. Dichas células
constituyen los érganos sensoriales tactiles y posiblemente olfativos.

En el extremo de cada uno de los dos tentaculos mayores se hallan los ojos, con un pequefio poder visual,
fundamentalmente foto-receptor. En su estructura se distingue: una cérnea, un cristalino, un cuerpo vitreo y el
correspondiente nervio optico.

Los oftocistos, situados a nivel de los ganglios pedios, son unas formaciones esféricas recubiertas por dos
capas en cuyo interior se encuentran tres pequefios corpusculos calcareos (otolitos) bafiados en el seno de un
liquido fisiolégico. Constituyen el érgano del equilibrio y probablemente estan relacionados con el sistema

auditivo.

La Fisiologia de acuerdo a Galindo y Suarez (1997):

Funcion de la concha:

La concha desempefia principalmente un papel defensivo frente a los depredadores y a las condiciones
adversas del medio (calor, frio, viento, luz, sequia, etc.), asimismo, es un eficaz elemento de proteccion ante la
gran sensibilidad del caracol al grado higrométrico ambiental, el cual es capaz de afectar a la coloracién y a la
resistencia de la concha: un ambiente humedo la oscurece y hace fragil, mientras que la sequia la aclara y
endurece. Se estima que el grado 6ptimo de hidratacion del caracol es de un 86%.

La retraccion del cuerpo en el interior de la concha, como respuesta a estimulos adversos, se efectua gracias a
varios musculos, especialmente al columelar. El crecimiento en longitud y reparacion de dafios, tiene lugar a
partir del manto, completandose su papel protector con la formaciéon de un velo membranoso (epifragma u

opérculo) en las épocas de letargo, siendo generalmente mas grueso en invierno que en verano.

La Alimentacion:

Los alimentos (vegetales, en general) son cortados y triturados entre la mandibula superior y la radula,
mediante movimientos alternativos de vaivén. La deglucion se ve favorecida por una secreciéon mucosa de las
glandulas salivares (neutra o alcalina) desprovista de actividad diastasica (que degrada el almidén), segun
algunos investigadores, o poseedora de una enzima para el desdoblamiento de glucidos y proteinas y la
saponificacion de los lipidos, las células de absorcién, donde se acumulan glucégeno y grasas y las células
calcareas, lugar de almacenamiento del fosfato de calcio que juega un papel en la formacién de la concha y del
opérculo (en las especies de epifragma calcareo, como por ejemplo, H. pomatia). El intestino carece de

glandulas digestivas y soélo representa un papel de eliminacion de excretas, aunque la flora intestinal es capaz
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de desdoblar la celulosa.

La Circulacion:

La hemolinfa o "sangre" de los Helicidos, es un liquido viscoso e incoloro que adquiere coloracion azulada en
contacto con el aire debido a la presencia del pigmento respiratorio, hemocianina, cuya estructura quimica es la
de una cromoproteina no porfirinica con una riqueza en cobre que oscila entre 0,17 — 0,26%. La hemolinfa, una
vez oxigenada en el pulmodn, llega a la auricula del corazén a través de una vena pulmonar, pasa al ventriculo
desde donde es impulsada a las aortas y distribuida por el sistema vascular, asegurandose asi la irrigacion de
los diferentes tejidos, érganos y glandulas corporales, a través de los senos venosos que se contindan con las
venas, retornando nuevamente al pulmoén, repitiéndose el ciclo circulatorio. El ritmo cardiaco es de tipo
midgeno, que varia segun la temperatura ambiental, oscila entre 20 - 35 contracciones / minuto a 12 - 14°C,
pero puede elevarse a 100 - 110 contracciones / minuto a 38°C o descender a 8 - 10 contracciones / minuto

cuando el animal se halla a temperaturas de letargo invernal.

La Respiracion:

Los caracoles tienen una forma de respiracion similar a la de los animales superiores, con movimientos de
inspiracion y espiracion, y ritmo de 3 - 4 por minuto, mediante apertura y cierre de los dos labios del
pneumostoma. El aire penetra en el pseudopulmén, oxigena la sangre de sus finas ramificaciones vasculares y
seguidamente es expulsado, una vez efectuada la hematosis. La respiracion pulmonar se refuerza con una
respiracion cutanea, favorecida por una sustancia mucosa epidérmica, que en determinados casos puede

representar el 43 - 80% de la respiracion total, lo que proporciona una gran resistencia a fendmenos de hipoxia.

La Excrecioén:
La eliminacion de productos metabdlicos de desecho se lleva a cabo merced a la filtraciéon del érgano de

Bojanus o rifidn y, sobre todo, a través de las paredes del intestino.

La Reproduccion:

Aunque el caracol es hermafrodita (tiene los érganos genitales masculinos y femeninos), la fecundacién
requiere indispensablemente una cépula reciproca, ya que es insuficiente en autofecundarse.

La edad de madurez sexual depende esencialmente de la temperatura, humedad y luminosidad ambientales,
asi como de la época de nacimiento. El caracol comun en condiciones naturales alcanza su madurez sexual a
los 8 meses, aunque no se reproduce hasta los 12 0 14 meses; en criaderos con condiciones favorables (15 -
20°C, 80 - 85% HR, 8 - 10 h luz/dia), 8 - 12 meses. La reproduccion de los caracoles comprende 5 fases:

cépula, fecundacion, puesta, incubacion y eclosion.

Los Sentidos:
El tacto es el sentido mas desarrollado y generalizado en toda la superficie tegumentaria no recubierta por la
concha, sobre todo en los tentaculos, en la porcion anterior del cuerpo y en la boca, que permiten una gran

sensibilidad a los contactos, la temperatura y el grado higrométrico.
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Por lo que se refiere al olfato, los caracoles son capaces de distinguir tenues olores hasta una distancia de 50
cm aproximadamente, aumentando si se trata de sustancias o alimentos con olores pronunciados. La
percepcion tiene lugar a través de toda la superficie corporal y especialmente a nivel de tentaculos y labios. El
sentido del gusto es muy variable y parece que va asociado al del olfato con posible localizacién preferente en
la cavidad bucal.

La sensibilidad auditiva, nula pero ligada a la del equilibrio, se lleva a cabo a través de otocistos y otolitos.

El sentido de la vista esta poco desarrollado, aunque los Helicidos son capaces de percibir objetos de escasa
coloracion a distancias de 2 - 6 cm, y de distinguir la luz de la oscuridad, ya que su actividad depende en gran
medida del fotoperiodo.

Los Ritmos Biolégicos:

La vida de los caracoles en la naturaleza se caracteriza por tener tres fases de diferente actividad bioldgica:
vida activa, estivacion e hibernacién, dependientes de las condiciones higrométricas y térmicas del ambiente.
La estivacion es un estado letargico, como respuesta a los periodos secos del lugar. Su duracién puede llegar a
ser hasta de 4 meses, anualmente, durante los cuales el caracol disminuye o incluso llega a paralizar su

metabolismo de acuerdo con la humedad ambiental.

La hibernacioén, que coincide con las bajas temperaturas invernales y otros factores como la disminucién del
fotoperiodo, es un periodo de letargo mas pronunciado y duradero que el de estivacion. Durante este tiempo, se
paralizan las funciones digestivas y la frecuencia cardiaca se reduce a 3 contracciones por minuto a 0°C,
viviendo el caracol a expensas de sus reservas, especialmente del glucogeno almacenado en el

hepatopancreas. En esta etapa adelgazan bastante.

Tanto en la fase de estivacion como en la de hibernacion los caracoles se retraen dentro de su concha y
segregan un disco mucoso incoloro, que se solidifica en contacto con el aire, para taponar el orificio de la

concha: es el epifragma, que en el caso de H. aspersa es mucoso, mientras que en el H. pomatia es calcareo.

Segun algunos autores, las fases de estivacion e hibernacion, pero sobre todo esta ultima, corresponden a un
fenémeno de reposo fisioldgico interno necesario para la recuperacion de los érganos reproductores y las

funciones sexuales.

Cuando las temperaturas aumentan y la humedad ambiental es adecuada, el caracol sale de su letargo invernal

con un apetito desmedido, a consecuencia de las pérdidas energéticas sufridas en la fase anterior.
Durante la vida activa se produce un rapido crecimiento de los caracoles jévenes supervivientes de la

hibernaciéon y una recuperaciéon de los animales adultos que, posteriormente, comenzardn su periodo

reproductivo.
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2.1) Propiedades del caracol:

Las propiedades de los caracoles como alimento, comparando con otras carnes de deleite comun:

vacuno, pollo, pescado y ostras (por cada 100 gramos de carne). Esta tabla es universal, por lo que se puede

encontrar en casi todos los paises que consumen caracoles (Schmidt-Hebbel et al., 1992; Herrera, 2003):

Contenido Nutricional Animal
*Caracol Vacuno Pollo Pescado Ostra
Lipidos (g) 0,5-0,8 10-12 12 1,50 1,10
Calorias (Kcal) 60 — 80 160 — 170 120 - 200 70 - 100 65 - 80
Proteinas (g) 13-15 21-23 17-18 15-20 12
Agua (%) 70 -85 65-72 70-72 75 - 82 78 - 82
Sales minerales (mg) 1,5-2,0 0,9 0,8-1,0 0,25 0,29

*Rico en calcio

Tabla 1: Contenido Nutricional de alimentos animales, comparativo entre carne de caracol, vacuno, pollo, pescado y ostra.

Como puede verse en la Tabla 1, el caracol aporta muy pocos lipidos. A pesar de ser pariente de las ostras, la

preparacion de los caracoles debe ser libre de aderezos grasos para mantener su contenido lipidico.

Los caracoles pueden consumirse por personas de todas las edades y estados (embarazadas y en lactancia,
adultos y jovenes). Ademas, contienen casi un 40% de los aminoacidos esenciales. Basta un platillo de unos 10
caracoles grandes, para suministrar la cantidad necesaria. Por lo tanto, la carne de caracol es nutritiva, sana y
exquisita.

Otra propiedad interesante de los caracoles es la baba, limacina, mucina o secrecién pedial, utilizada para
cosmética y medicina. Al respecto, no hay publicaciones cientificas que presenten los componentes en la

secrecion pedial de Helix aspersa M.

En un examen libre que se realizd en el afo 2004, la baba analizada (que esta potenciada biolégicamente de

acuerdo a las condiciones controladas en un estudio previo; Herrera, 2002) contiene varios compuestos:

— Alantoina: involucrado en la regeneracion de tejido epidérmico humano.

- Acido glicélico: exfolia, retira el tejido celular epidérmico viejo o muerto.

- Acido glucurénico: producto de excrecion celular.
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- Cobre, Hierro, Cinc: importantes minerales indispensables para la vida.

- Polifenoles*: equivalentes Acido galico. A pesar de poseer polifenoles, la capacidad antioxidante

resultante es negativa, lo que motiva la realizacion de este presente estudio.

De acuerdo a la propaganda comercial ligada a los ya varios productos con baba de caracol, los examenes no

arrojaron la presencia de proteinas Colageno (ni Elastina), tampoco mineral Selenio**.

En épocas de antafo, por tradicion cultural (en conversaciones particulares con los abuelos descendientes de
italianos y espafoles), se utilizaban los caracoles por su baba para suavizar la garganta de resfrios, bronquitis y
gripes. Se tomaban caracoles sanos y activos, se lavaban bien, se encerraban en un par de platos hondos con

azucar por un dia, y se hacia beber el jarabe resultante.

En casos de hidropesia (acumulaciéon anormal de liquido seroso en cualquier cavidad del cuerpo, o su

infiltracion en el tejido celular), se hacia consumir caracoles, como también para los partos.

En los casos de Ulceras, se recomendaba tragarse un caracol sin cascara en ayunas, antes lavandolo bien con

agua. Por accién de los acidos del estémago, el caracol comenzara a borbotear secrecion pedial.

También la baba de caracol fue utilizada para depilar vellos del cutis femenino, para curar hemorragias, hernias,
trastornos de ojos (Gabriélidés A., 1932), heridas, verrugas (se duda de que cure todos los tipos de papilomas
en la piel), suavizar arrugas, cicatrices, queloides, espinillas, estrias (aun rojas se quitan, las blancas solamente

las atenua bastante en un lapso minimo de uso continuado de 5 afos), lineas de expresion, etc.

Por lo tanto, debido a la utilidad del extracto de secrecién pedial de caracol de jardin Helix aspersa Miller para
productos cosmetolégicos, dérmicos y medicinales (Bonnemain, 2005), por la propiedades curativas que posee
tedrica y observacionalmente, y, a la gran proliferacion de estos organismos que existen en nuestro pais
(considerados por algunos como plaga, especie introducida desde Europa) sin destino productivo muchas
veces, se ha puesto atencidén en la posible capacidad antioxidante de la secrecidén pedial por determinados

compuestos como la Alantoina.

* **N. de la A. Anélisis de Polifenoles, DPPH y metales, realizados en Abril del 2004 en Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad

de Valparaiso.
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3.1) Radicales Libres:

Los Radicales Libres son atomos, moléculas, o iones con (uno o varios) electrones desapareados, en
su orbital mas externo (Boveris, 2005; Magder, 2006; Pala y Tabakgioglu, 2007; Maldonado et al., 2010). Esta
caracteristica hace que sean muy reactivos, ya que tienden a captar un electrén de otros atomos o moléculas,
con tal de estabilizarse electroquimicamente (Rahman, 2007). En los sistemas bioldgicos, estas estabilizaciones
se producen con moléculas adyacentes, tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos y
derivados de éstos (Halliwell, 1989). Muchas veces las reacciones continian, amplificandose la alteracion
(Luna, 2012). La mayoria de los radicales libres que danan sistemas biolégicos se conocen como Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) u (ERNSs, en el caso del nitrégeno)(Magder, 2006; Pryor et al., 2006; Rahman,
2007; Maldonado et al., 2010).

Table Free radicals, nonradical oxidants, and nonradical
thiol-reactive species

Free radicals
Superoxide anion radical
Nitric oxide
Hydroxyl radical
-CCls
Nonradical oxidants
Hydrogen peroxide
Hydroperoxyfatty acids
Aldehydes
Quinones
Peroxynitrite
Disulfides
Nonradical thiol-reactive chemicals
Conjugated aldehydes, e.g., acrolein
4-Hydroxynonenal, malondialdehyde
Quinones
Epoxides
Zn**, Hg?*, other metal ions

Tabla 2. Radicales Libres, oxidantes no radicales, y especies reactivas de tiol no radicales (Jones, 2008).

Como puede observarse en la Tabla 2, en general, los Radicales libres pueden ser originados por el Oxigeno
(radical anién superoxido, radical hidroxilo), por el Nitrégeno (radical 6xido nitrico), ser precursores de radicales
libres, como oxidantes no radicales (peroxido de hidrégeno; hidroperoxidos de acidos grasos); y también
quimicos reactivos del grupo tiol no radical (disulfuros, 4 — hidroxinonenal, quinonas, iones metdlicos), etc.
(Drége, 2002; Jones, 2008).

En los sistemas biolégicos, los radicales libres se producen endégenamente por la necesaria respiracion celular
mitocondrial (aerobios), actividades enzimaticas y del sistema inmunolégico (Jones, 2008; Comporti, 2010). De
manera exoégena, como ejemplos de la formacion de radicales libres en la actualidad humana y de cierto modo,

influyendo en los organismos vivos (Vargas et al., 2007), se encuentran: la contaminacién del aire, suelo, agua
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por procesos industriales, agricolas, domésticos, trafico aéreo, terrestre, maritimo (combustibles fésiles, metales
pesados, pesticidas, otros quimicos); sobreexposicion a radiaciones ultravioletas, y/o a otras radiaciones
ionizantes; habitos téxicos, medicamentosos (drogas, anestésicos, otros), habitos de alimentacién (comida

altamente procesada, otros).

Volviendo a la célula, los mecanismos de generacion de radicales libres, de los tipos especies reactivas de
oxigeno y de nitrdgeno, pueden ser varios y como resultado normal de su fisiologia (Halliwell, 2006; Vargas et
al., 2007). Pueden generarse en mitocondrias, reticulo endoplasmatico, linfocitos, neutréfilos, endotelio, entre
otros, en consecuentes reacciones de Haber-Weiss y Fenton o dismutacién de superdxido. Pueden provenir de
un origen no enzimatico ademas, donde involucra reacciones con tioles, quinonas, flavinas, mioglobina, etc.;

como también enzimatico, por accion de xantina y aldehido oxidasas, citocromo P-450, NADPH oxidasa.

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O;), en lo que se conoce como estado
triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccion baja a temperatura fisioldgica; sin
embargo por reacciones puramente quimicas, por acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o
radicales libres altamente reactivos) que son capaces de originar dafo celular. Por lo tanto se debe mencionar
que si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones del organismo, no se deben olvidar

los muchos efectos toxicos que produce (Fridowich, 1978; Halliwell, 2000).

La respiracion celular es la principal fuente de RL, especificamente, a nivel de la cadena de transporte de
electrones, que es la ultima etapa de produccién de protones de alta energia, y cuyo pasaje a través de la
membrana interna mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la energia necesaria para formar el
adenosin trifosfato. En este proceso de fosforilacién oxidativa, el oxigeno actia como aceptor final de
electrones, adquiriendo en mas del 95 % de estas reacciones, un total de 4 electrones con produccién de 2
moléculas de agua, proceso realizado por citocromo oxidasa. Una consecuencia directa de este proceso es que
entre los nutrientes iniciales y la generacion de energia al final del proceso, se forman varias moléculas con
diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas pueden entregar 1 6 2 electrones al oxigeno y producir
intermediarios parcialmente reducidos, tales como el (radical) anién superéxido (O2) y el peréxido de hidrégeno
(H20>), que son productores de RL. La citocromo oxidasa es un gran complejo y ensablado de multiproteinas,
que catalizan varios pasos de esta reduccion y porque también deben sostener especies tdxicas del oxigeno
parcialmente hasta que sean reducidas totalmente a agua (Halliwell, 2006; Jones, 2008; Kunwar y Priyadarsini,

2011), y obteniendo el tan apreciado ATP.

En la Figura 1, se puede observar la confluencia de los caminos quimicos iniciados con O, y con NO
en la formacion del radical HO- (Boveris, 2005). Por un lado, la reduccion mitocondrial del O, a H,O, produce

parcialmente O, y H,O., que por reacciones con iones metalicos como el Fe, provocan la generacién de HO-.
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Por otro lado, la autooxidacion de la ubisemiquinona (UQH-) a ubiquinol, del complejo mitocondrial Ill, que
genera O2", como también la autooxidacion de la flavina del complejo |. También, mitocondrialmente, se produce
por una interaccion de los complejos | y IV, al parecer como un control respiratorio celular, NO, que compite con
el O,, puede reaccionar con O, originando peroxinitrito (ONOO-). Este a su vez, se protona a acido
peroxinitroso (ONOOH) y oxidar y nitrar dafiando proteinas, lipidos y ADN, donde genera también HO- (reaccion
en cadena). Finalmente, el proceso de lipoperoxidacion, originado por este potente radical comun para los

mecanismos referidos en principio, que se deterioren lipidos de las membranas celulares, fracturandolas.

Otra fuente importante de radicales libres en una célula, es el agua. 80% de una célula estd compuesta de
agua. No hay duda que una rutina de la quimica metabdlica en cada célula produce legiones de radicales libres
cada hora, en el proceso de “vivir’. Debido a la radiacién ionizante a la que se exponen las células (Pala y
Tabakgioglu, 2007). La radidlisis del agua produce radicales HO- directamente involucrando al ADN celular (Pala
y Tabakgioglu, 2007).

LA CADENA BIOLOGICA DE REACCIONES DE RADICALES LIBRES

Atajo de Cadenas —Poderoso

Camino de

Camino de
Beckman-Radi-Freeman

Fenton/Haber-Weiss

R.
ROO-
Proceso de
0. lipoperoxidacion

Figura 1: Esquema de las reacciones de radicales libres en los sistemas biolégicos (Boveris, 2005).

La produccion de estas especies reactivas, tanto de oxigeno como de nitrdgeno, tiene propdsitos fisiolégicos
innumerables (Madger, 2006; Pala y Tabakgioglu, 2007).

Algunos de ellos son:

— Las especies de hierro son cofactores de citocromos P-450 y de las hemoperoxidasas.

— EINO- esta involucrado en la regulacién del tono vascular.
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El H.O, esta involucrado en la sintesis de las hormonas tiroideas.

Algunas mutaciones inducidas por especies reactivas pueden ser de importancia para los procesos
evolutivos permitiendo una respuesta adaptativa a las condiciones cambiantes del ambiente.

Las especies reactivas afectan la transcripcion de genes (en mamiferos, mas de 100 genes son
regulados por el estado redox celular), la tasa de crecimiento, la proliferacién celular, el rol de sefialética
celular.

El mecanismo de defensa de los fagocitos contra organismos invasores involucra especies reactivas
como el radical anién superoéxido, el perdxido de hidréogeno, el acido hipocloroso, lo cual resulta muy

efectivo.
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4.1) Estrés oxidativo:

La definicion en general de Estrés Oxidativo es la formacion superior y/o eliminacion insuficiente de las
moléculas altamente reactivas como las especies reactivas del oxigeno, del nitrégeno, o los precursores de
éstos (Crespo-Retes et al.,, 2010), por lo que trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-

funcion en cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado (Ames et al., 1993).

De acuerdo a Jones (2008), ha redefinido el concepto, contando con dos diferentes consecuencias
mecanisticas, el dafio macromolecular, y la interrupcion del circuito redox de tiol, que lleva a sefialética celular
aberrante y control redox disfuncional. Como se muestra en la Figura 2, el dafio macromolecular es
comunmente considerado en términos de mecanismos oxidativos ligados a radicales libres. Los radicales libres
son pequefias, difusibles moléculas que difieren de las moléculas biolégicas en que ellas tienen un electréon
desapareado. El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, que
resultan en un dafio macromolecular y una desorganizacion de la sefialética y control redox. Se han focalizado
investigaciones en los mecanismos de dafo macromolecular por radicales libres (de un electrén)(izquierda).
Aqui se pone atencién en el mecanismo alternativo que involucra oxidantes de dos electrones (derecha).
Basados en la cinética de la xantina oxidasa, muestra que la reduccién univalente del O, a radical anion
superoxido es siempre una fraccion menor de la reduccion bivalente hacia H.O,, que puede anticipar la
predominancia de los oxidantes de dos electrones durante el estrés oxidante. Aunque la velocidad arbitraria de
la generacién de oxidantes es igual a 1000, quizds 900 podrian ser de oxidantes de dos electrones y sélo 100
podrian corresponder a oxidantes de un electron. Los mecanismos de barrido de los radicales libres son
eficientes y los convierten en oxidantes no radicales. La velocidad de la produccidén de oxidante podria ser
particionada; si los barredores de radicales son >90% efectivos, entonces podria haber una velocidad de dafio
macromolecular de <1 y una velocidad de produccion de oxidantes de dos electrones igual a >999. Por lo tanto,
los oxidantes no radicales contribuyen a la patologia de las enfermedades por la desorganizacion de la
sefalética redox y de los mecanismos de control, la patologia puede correlacionarse con el dafio
macromolecular y aun siendo relativamente insensible a los barredores de radicales libres. Los oxidantes no
radicales (por ejemplo, aldehidos conjugados) también causan dafio macromolecular, que pueden desorganizar

la sefialética redox y las vias de control (no mostradas).

Los radicales libres tienden a ser reactivos y pueden participar en reacciones en cadena en donde un evento de
iniciacion de un solo radical libre puede ser propagado para dafiar a multiples moléculas. Los acidos grasos
polinsaturados, que son abundantes en las membranas celulares, son dafiadas oxidativamente por reacciones
en cadena de radicales libres cuando se exponen al O, en presencia de trazas de iones metalicos
(lipoperoxidacion). Por estudio previos, un sélo evento de iniciacion puede dafar oxidativamente 200 a 400

moléculas de lipidos antes que dos radicales se neutralicen y se termine la secuencia de la reaccion.
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Ya han pasado 40 afios donde se ha esclarecido la quimica de los procesos de los radicales libres sobre los
sistemas biolégicos y mostrado importante informacion sobre las defensas antioxidantes de los mismos. Los
dafios oxidativos, en general, parecen estar ligados a los eventos de iniciacion de los radicales libres y no como

una consecuencia de las reacciones en cadena (Jones, 2008).

Una diferencia importante entre los estudios de radicales libres aislados y en accién sobre los sistemas
biolégicos, seria que se generan mas oxidantes no radicales en éstos ultimos que radicales libres en si. Un
ejemplo de esto es la bien estudiada actividad de la xantina oxidasa, que produciendo el radical anién
superoxido (30% del flujo), el producto predominante es el perdxido de hidrogeno (por la dismutacion del
anterior y que es muy eficiente en transformar oxidantes radicales libres en oxidantes no radicales libres). Los
radicales libres de Oxido nitrico y de anién superdxido reaccionan para generar el oxidante no radical,
peroxinitrito. El oxidante no radical de dos electrones, peréxido de hidrégeno se produce a 1 — 4% de la

velocidad de consumo del oxigeno, y es importante como oxidante.

De esta manera, si el estrés oxidativo produce oxidantes radicales y no radicales, los oxidantes no radicales son
importantes en cantidad en una enfermedad, por lo que el dafio macromolecular seria dependiente del radical
libre, correlacionandose con el dafo patolégico, pero, seria irrelevante al proceso de la enfermedad. La nueva
comprension que se debiera considerar ahora es el oxidante de dos electrones como un componente de estrés

oxidativo que se distinga del daino macromolecular mediado por radicales libres.

Imbalance in prooxidant and
antioxidant reactions

1000
l 100 900 ]
Free Radical >99 Non-radical
Intermediates oxidants
<1 >999
Macromolecular Disruption of redox
damage signaling and control

Figura 2: Dos mecanismos de estrés oxidativo (Jones, 2008).
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Una observacion central es la de los residuos de cisteina sensibles a redox, que experimentan reacciones
reversibles de 6xido-reducciéon de dos electrones, comunes en las proteinas (recambio oxidativo de 0.5% de
tioles celulares por minuto). Con mucha evidencia disponible, finalmente, Jones indica que, la funcién de los
elementos tioles son sensibles a redox en la sefialética y control de virtualmente todos los aspectos de la vida,
incluyendo la regulacion energética, estructura citoesquelética, transporte, proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. La interrupcion de estas sefaléticas redox y control por oxidantes no radicales libres de dos
electrones podria darnos mas pistas sobre las patologias ligadas al estrés oxidativo, y es necesario identificar

los elementos redox cruciales y comprender su fisiologia; por tanto, su posible terapéutica.

Sobrevivir a un ambiente oxidante es en realidad uno de los mayores desafios que enfrentan los organismos
vivos. El concepto que nos entrega gradualmente a una forma de “oxidacion” organica llevé a la Teoria de los

Radicales Libres del Envejecimiento (Pryor et al., 2006).

Las especies reactivas, generadas en situacion de estrés oxidante, pueden iniciar procesos patoldgicos graves
y favorecer su progresién debido al impacto que tienen estas especies (tanto de oxigeno, como de nitrégeno),
ademas se han asociado a muchas patologias en el ser humano, como: procesos reumaticos, patologias de
tipo gastroentéricas, renales, neuroldgicas, endocrinas, broncopulmonares, entre muchas otras (Maldonado et.
al., 2010), que al fin y al cabo son la aceleracion del envejecimiento y posterior riesgo de muerte (Monaghan et
al., 2009; Garratt et al., 2011).
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5.1) Antioxidantes:

El término Antioxidante es muy utilizado actualmente, pero muy pocas veces bien definido para los
sistemas bioldgicos. Por tanto, se ha propuesto que “Antioxidante es cualquier sustancia que presente en
concentraciones muy pequefias comparadas con las de una biomolécula oxidable, disminuye o evita la
oxidacion de ésta ultima” (Halliwell, 2000, Hicks et al., 2006; Garcia, 2008). El antioxidante al colisionar con el
RL le cede un electrén oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil menos téxico y que en algunos

casos como la vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros antioxidantes.

La proteccién antioxidante en los sistemas biolégicos involucra a una gran variedad de componentes quimicos
de origen enddégeno (que viene genéticamente incorporado) y exégeno (del ambiente adquirido), que
interaccionan mediante efectos sinérgicos y complementarios, siendo un mecanismo muy flexible y eficiente
(Leighton et al., 1999; Velasquez et al., 2004; Monaghan et al., 2009).

Pueden clasificarse en:

Primarios:
— Previenen la formacion de nuevos radicales libres, convirtiéndolos en moléculas menos

perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la formacién de radicales libres a partir de
otras moléculas. Las defensas antioxidantes de nuestro organismo son indispensables para
preservar nuestra salud. De aqui surge la necesidad de conocer la maquinaria con que cuentan los
seres vivos para protegerse del dafo oxidativo. Nuestro cuerpo tiene un eficiente sistema
antioxidante para defenderse de las especies reactivas del oxigeno. Son multiples los mecanismos
antioxidantes con que operan los organismos vivos dependiendo de la especie dafiina y del sitio

donde se produce.

Ejemplos:

— Glutation peroxidasa (Gpx), que convierten el peréxido de hidréogeno (H.O.) y los

lipoperdxidos en moléculas inofensivas antes de que formen radicales libres.

— Catalasa, que convierte el H,O, en agua y oxigeno.

— Glutation reductasa, también convierte H.O, en agua y oxigeno, como fuente de
electrones reductores la NADPH.

— Glutation S transferasa. Cataliza la detoxificacion de especies reactivas por el traspaso
de grupo -SH del glutation para apagarlos.

— Proteinas que se unen a metales (ferritina, transferritina) y limitan la disponibilidad de

hierro necesario para formar el radical HO-.
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Secundarios:

— Capturan los radicales libres evitando la reaccién en cadena. Los antioxidantes dietarios son

compuestos que ingerimos a través de la dieta, disminuyen los efectos adversos de las especies

reactivas del oxigeno en el cuerpo humano. Son claves para el control de enfermedades crénicas

ya que al ser ingeridos su aporte es facilmente modificable, lo que tiene un enorme significado en

medicina preventiva. No obstante existen diferencias importantes en su comportamiento tanto

quimico como bioldégico dentro de los organismos.

Algunos de estos antioxidantes dietarios estan bien establecidos como la vitamina C, vitamina E, carotenoides,

y otros particularmente novedosos como es el caso de los polifenoles (Harborne y Williams, 2000).

El consumo de estos productos de origen natural estd asociado al bajo riesgo de incidencias y mortalidad de

cancer y a menores indices de mortalidad por enfermedad coronaria de acuerdo a diversos estudios

epidemiologicos (Hertog et al., 1992; Knekt et al., 1996). Los fenoles, especialmente los flavonoides y los

antocianos muestran una gran capacidad para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo (Heim et
al., 2002; Espin, et al., 2000; Kuskoski et al., 2003; Moyer et al., 2002). Poseen actividades anti-inflamatoria,
antialérgica, antitrombdtica, antimicrobiana y antineoplasica (Prior et al., 1998; Ross & Kasum, 2002; Sanchez-
Moreno, 2002; Satué-Gracia et al., 1997).

Ejemplos:

Vitamina E o alfa-tocoferol. Antioxidante membranario liposoluble; previene la oxidacion
de los lipidos. Aumenta su accion en presencia de zinc. Actua especificamente con el
oxigeno singulete y el radical del &cido graso poliinsaturado.

Vitamina C o acido ascorbico. Antioxidante del plasma hidrosoluble; poderoso inhibidor
de la oxidacion de lipidos, regenera a la vitamina E y es protector de los efectos del
tabaco. Actua especificamente con el radical anién superéxido y el radical hidroxilo.
Beta-caroteno (precursor Vitamina A, antes de ser ingerido y procesado en la mucosa
del intestino delgado, y almacenado en higado en forma de ésteres de retinol).

Acido urico.

Bilirrubina.

Albumina.

Melatonina. Es un antioxidante potente que altera la actividad de la enzima superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa y glutatién reductasa e inhibe la actividad de la sintasa
de 6xido nitrico. Se ha reportado que es capaz de neutralizar el radical hidroxilo, radical
peroxilo, oxigeno singulete, 6xido nitrico y proteinas oxidadas (Reiter et al., 2000;
Korkmaz et al., 2009; Tan et al., 2010).
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— Estrégenos. Capturan radical hidroxilo y modulan actividad de NADPH oxidasa (que
genera radical anion superoxido)(Dantas et al., 2002; Prokai et al., 2003; Uttara et al.,
2009; Qin et al.,, 2010; Borras et al., 2010), reduciendo la lipoperoxidacion de las
membranas celulares.

— Polifenoles: flavonoides y no flavonoides. Retardan la degradacion oxidativa de los
lipidos. Actian como queladores de metales, antimutagenos y anticarcinogénicos
(Gharras, 2009).

— Compuestos glucosinolatos (isotiocianatos), organo-azufrados (dialil-disulfido).

Terciarios:

— Reparan las biomoléculas danadas por los radicales libres.

Ejemplos:

— Enzimas reparadoras de ADN (endonucleasas, exonucleasas). Metionina sulféxido
reductasa (primer paso en la oxidacion de metionina, reversible por accion de
reductasa; segundo paso, genera sulfonas, irreversible). El hecho de reciclamiento por
reductasas de estos residuos de metionina corresponderian a un mecanismo de

proteccion frente a un dafo oxidativo (Andresen et al., 2006).

Finalmente, como puede observarse en la Tabla 3, se pueden medir especies reactivas, defensas antioxidantes,
dafio oxidativo y de reparacion, para determinar marcadores redox que permitan la interpretacién de la
etiologia, fisiopatologia y el pronéstico de muchos de los padecimientos cronicos-degenerativos, lo cual es
necesario aumentar el numero de indicadores bioquimicos para comprender un poco mejor la condicion y asi
permitir un diagnéstico mas acertado, y eficacia de su tratamiento (Quintanar y Calderén, 2009; Delgado et al.,
2009).
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Tabla 3. Métodos para estimar especies reactivas de oxigeno, defensas antioxidantes, dafno oxidativo y mecanismos de

reparacion.

Método

Especies reactivas de
oxigeno (EROs).

Resonancia electronica de
espin (RSE) con trampa de
espin*®

Citdmetro de flujo

Defensas antioxidantes.

Ensayo indirecto con
espectrofotometria

Ensayo indirecto con
espectrofotometria

Prueba de los Laboratorios
Kirial (KRL)

Prueba de absorbente de
oxigeno

Capacidad antioxidante
equivalente a Trolox

Capacidad antioxidante total

Dafio oxidativo.
Dafio a lipidos
HPLC o GC

Ensayo TBARS (especies
reactivas al acido
tiobarbiturico)

Medicion

Intermediarios reactivos
de radicales libres

Oxigeno singlete, radical
anion superoxido, H.O,,
peroxinitrito, radicales
hidroxilo.

Actividad superoxido
dismutasa (SOD)

Actividad catalasa (CAT)
o glutatiéon peroxidasa
dependiente de Se

Defensas antioxidantes
en glébulos rojos

Capacidad antioxidante

Capacidad antioxidante

Capacidad antioxidante
no enzimatica total

Isoprostanos

Malondialdehido (MDA)

Muestra

Sangre, tejidos

Sangre,
diferentes
tejidos

Gloébulos rojos

Diferentes
tejidos (por
ejemplo: higado,
musculo)
Sangre

Plasma, yema

Plasma, suero

Plasma

Plasma, orina,
tejidos, fluido
seminal,
condensado de
exhalado

Plasma,
eritrocitos,
huevo,
diferentes
tejidos (higado,
corazén)

Almacenaje | Principio de la prueba y comentarios.

de muestras*

No

Si

No

Si

Si

Agrega un atrapador de molécula que
reacciona con EROs para formar radicales
mas estables que se pueden medir por RSE.
Requiere un costoso espectrémetro RSE

Usado en combinaciéon con pruebas que
fluorescen cuando se oxidan por EROs
especificos; mucho mas sensible que las
pruebas espectroscoépicas.

SOD de la muestra compite con el citocromo
¢ por el radical anién superoxido; la actividad
se estima como cambios en la absorbancia a
550 nm.

La actividad se determina por la desaparicion
del radical libre. Las muestras necesitan ser
congeladas a -70°C  inmediatamente
después de la diseccion. Requiere de
muestras terminales o biopsias.

El tiempo necesario de hemdlisis 50% de
todos los glébulos rojos cuando atacan los
radicales libres. Mide principalmente la
resistencia membranal a los oxidantes, por
esta razon, esta muy ligado a la vitamina E.
Requiere de  globulos frescos, no
congelados.

Evaluacién colorimétrica de capacidad
antioxidante no enzimatica para prevenir la
oxidacion por acido hipocloroso.

Evaluacién colorimétrica de la capacidad de
apagar y decolorar radicales libres
cromogénicos.

Evaluacion colorimétrica de la capacidad de
apagar y decolorar radical ABTS+; la
medicion se compara a estandares interno
(Trolox, analogo de vitamina E).

Medicién de isoprostanos en plasma y orina
son una medicién de “cuerpo completo”, pero
es propenso a lipoperoxidacién por artefacto
durante el almacenaje (reducida por la
congelacién inmediata de almacenaje a
-80°C, y la adicion de antioxidantes e
inhibidores enzimaticos).

La determinacion de MDA
espectrofotométricamente luego de la
reaccion con acido tiobarbiturico (TBA). Es
simple y barato, pero potencialmente
inadecuado ya que TBA reacciona con otros
compuestos; la oxidacién durante la
preparacion puede ocurrir también. Algunas
modificaciones pueden reducir los
problemas.
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HPLC con deteccion de MDA
fluorescencia y UV-Vis

HPLC

CG

Dafio a proteinas.

MDA

Etano, pentano

Ensayo de carbonilos Grupos carbonilos de

HPLC

Dario a ADN.
GC-MS

Ensayo
electroforesis  en
individual

Reparacion.

Espectrofotometria

proteinas

Semialdehidos gamma-
glutamico y
aminoadipico

Un amplio rango de
bases modificadas en
una sola muestra de
ADN

cometa Rotura de cadena de
célula ADN

Actividad de proteosoma

Plasma, suero o Si
condensado de
exhalado.

Plasma Si

Condensado de Si
exhalado

Tejido o plasma  Si

Plasma

Diferentes Si
tejidos

Linfocitos y No
diferentes tipos
de tejidos

Plasma y Si
diferentes
tejidos

Aducto MDA-TBA se identifica por HPLC
luego de un paso de deproteinizacion. Las
condiciones de reaccion involucran la
incubacion a alta tempratura, aunque una
potencial oxidacion durante la preparacion
de la muestra puede ocurrir. Usando
diaminonaftaleno en vez de TBA elimina
arbitrariedades, que es menor en muestras
de exhalado.

Plasma libre de proteina es directamente
inyectada a HPLC y es mucho mas rapida la
elucion de MDA lo que permite un analisis
rapido. El método es preciso y robusto, y la
cantidad de plasma necesario es pequefio.

El etano y pentano son estables por
productos de lipoperoxidacion del
condensado de exhalado. El método ha sido
usado para evaluar “el cuerpo completo” de
lipoperoxidacion.

Los productos de la oxidacion de proteinas
contienen grupos carbonilos, medidos
espectrofotométricamente, HPLC-UV, ELISA
o Western blot/Electroforesis luego de la
reaccion con 2,4 — dinitrofenilhidracina. Los
carbonilos son buenos biomarcadores por su
relativamente facil formacion durante el
estrés oxidativo y alta estabilidad.

Mide las mejores contribuciones a los
carbonilos totales de las proteinas por HPLC
luego de la derivacion con fluoresceinamina,
o por HPLC fluorimétrico luego de la
derivacion con agente fluorescente.

Puede simultaneamente identificarse y
cuantificar las bases de nucleétidos
modificados. Existe riesgo de
sobreestimacion de dafio debido a oxidacion
de artefacto de muestras del ADN durante el
procesamiento de las muestras. Se requiere
de personal altamente especializado e
instrumentacion  sofisticada, y algunos
estandares internos que estan disponibles en
el mercado.

La extension del movimiento del ADN desde
células lisadas (visualizado por el uso de
ADN tefido fluorescente) en gel de
electroforesis depende de la rotura de la
cadena o] de cambios en el
superenrollamiento. También es posible
detectar bases oxidadas. Como las cadenas
estan rotas también ocurre reparacién de
ADN, pero la rotura no puede ser atribuida
solamente al dafio por oxidacion del ADN,
sino también a la inclusion de enzimas
especificas de la lesion, por lo que se debe
subsanar esta limitacion.

Mide la degradacién de fluoropéptidos (como
quimotripsina 'y como tripsina)  por
espectrofotometria.
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Ensayo cometa Actividad de OGG1 (8 — | Extractos de No Mide la actividad de OGGH1, la enzima en las
oxoguanina ADN | linfocitos células mamiferas que remueven la 8 —
glicosilasa) oxoGua, un indicador especifico del dafio

oxidativo al ADN. El ensayo crea la oxidacion
de 8 — oxoGua y entonces se mide la
actividad enzimatica de reparacion en el
extracto de células lisadas.

*Si hay o no muestras, pueden ser almacenadas; “No” indica que las muestras necesitan ser analizadas brevemente luego de la
coleccion (<2 dias)(Monagham et al., 2009).

En una revisién bilbiografica respecto de Antioxidantes en baba de caracol, se encontré en Espana en

” ok

el 2004, respecto a la eficacia del tratamiento intensivo con la secrecion de “Crypthomphalus aspersa” * en el
fotoenvejecimiento cutaneo (Tribd-Boixareu et al., 2004) y en un articulo respecto de las propiedades
regenerativas de la misma especie, también en Espafia (Brieva et al., 2008), afirmando que la secrecién pedial

contiene gran cantidad de proteinas, acido hialurénico, gran actividad antioxidante SOD y GSH-T.

Como previamente se realizdé un estudio libre de los compuestos existentes en la baba de caracol (metalicos
como cobre, fierro, cinc, no asi selenio, parte integral de las enzimas antioxidantes del tipo GSH-T), sugiere que
el producto que se ha analizado bajo las caracteristicas de baba de caracol para tratamientos de
fotoenvejecimiento cutaneo espafiol, resultaria del animal completo o se maltrata salvajemente (el maltrato
animal es un delito), vulnerando la integridad del caracol (riesgo de enfermedad) o simplemente filtrando un

jugo de caracol en pos de un “producto saludable”.

Ramos-Vasconcelos y Hermes-Lima (2002) estudiaron el hipometabolismo, defensas antioxidantes del tipo CAT,
SOD, Se-GPX, GR, GST y G6PDH y metabolismo de radicales libres en el caracol de tierra Helix aspersa, en
donde las mayores actividades antioxidantes del tipo CAT, SOD, Se-GPX, GR, GST y por supuesto actividad
G6PDH se originan del hepatopancreas y musculo del pie una vez que sale de la dormancia estacionaria e

inicia su actividad.

*N. de la A. Que por un error tipografico y taxondmico se habla de Cryptomphalus aspersa, segun Gerber (2000), pero no hay acuerdos al
respecto entre los investigadores malacdélogos, por los nuevos estudios moleculares (Wade et al., 2007) que, hacen que se continte
identificando como Helix aspersa, segun su determinante original, el naturalista danés, Otto Friedrich Miller, que lo caracterizé en 1774 y
equipos italianos liderados por Manganelli (2005) y ucranianos-rusos, liderados por Sverlova (2006), Egorov (2008), Sysoev y Schileyko
(2009) que no aceptan la interpretacién de Gerber.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Dada la aplicacion de preparaciones en base a la secrecion pedial de Helix aspersa Miller como
productos antienvejecimiento, se postula que los compuestos presentes en esta secrecion

poseerian propiedades antioxidantes.

OBJETIVOS

1.3) OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la capacidad antioxidante total de la secrecién pedial y de los preparados conteniendo

secrecion pedial de Helix aspersa Miller.

2.3) OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar la capacidad antioxidante total de los preparados, en particular, de la secrecién pedial, por el
método DPPH.

Evaluar el contenido fendlico de los preparados, en particular, la secrecion pedial, por el método Folin-

Ciocalteu.

Evaluar la contribuciéon de los distintos componentes (materias primas) a la capacidad antioxidante de

los tres productos elaborados con secrecion pedial.
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v MATERIALES Y METODOS

1.4) Muestras a analizar para DPPH y Folin-Ciocalteu:

Tres productos elaborados en base a baba de caracol potenciada biolégicamente: Melihel, Amelixil e

Hiperjarabe.

Ingredientes generales:

A = Aceite vegetal, sin preservantes, Natura®. 1 L.

B = Baba de caracol extraida de acuerdo a condiciones determinadas por estudio anterior (datos no
publicados). 1 L.

G = Gel base agua, Carbopol 940, pH 5.5 - 6.9. 1 Kg.

H = Hiperjarabe (extracto de hierbas medicinales). 500 mL.

J = Jarabe de azucar y miel de abejas. 500 g.

P = Preservantes de uso farmacéutico (sorbato de potasio, acido citrico y benzoato de sodio). 500 g.

R = Solucién alcoholica 40° de romero y manzanilla. 500 mL.

Melihel (gel de uso dérmico):

A = Aceite vegetal, sin preservantes, Natura®.

B = Baba de caracol extraida de acuerdo a condiciones determinadas por estudio anterior (datos no
publicados).

G = Gel base agua, Carbopol 940.

P = Preservantes de uso farmacéutico (sorbato de potasio, acido citrico y benzoato de sodio).

R = Solucién alcohdlica 40° de romero y manzanilla.

Amelixil (elixir mucolitico):

B = Baba de caracol extraida de acuerdo a condiciones determinadas por estudio anterior (datos no
publicados).

J = Jarabe de azucar y miel de abejas.

P = Preservantes de uso farmacéutico (sorbato de potasio, acido citrico y benzoato de sodio).

R = Solucién alcohdlica 40° de romero y manzanilla.
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B = Baba de caracol extraida de acuerdo a condiciones determinadas por estudio anterior (datos no
publicados).

H = Hiperjarabe (extracto de hierbas medicinales).

J = Jarabe de azucar y miel de abejas.

R = Solucién alcohdlica 40° de romero y manzanilla.

P = Preservantes de uso farmacéutico (sorbato de potasio, acido citrico y benzoato de sodio).

Los productos completos (Melihel, Amelixil e Hiperjarabe) tienen los siguientes porcentajes de sus materias

primas:

PRODUCTOS MELIHEL | AMELIXIL | HIPERJARABE
INGREDIENTES % % %
A 1,00 0,00 0,00
B 50,00 50,00 50,00
G 46,50 0,00 0,00
H 0,00 0,00 10,00
J 0,00 47,70 37,70
P 0,50 0,30 0,30
R 2,00 2,00 2,00
TOTAL % 100,00 100,00 100,00
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2.4) Reactivos Analisis Capacidad Antioxidante y Fenoles:

— DPPH, Radical libre, Sigma-Aldrich, para analisis.

— Folin-Ciocalteau (reactivo fenol), 2.0 N, Sigma, 500 mL.
— Na,COs, Sigma, 1 K, para andlisis.

— CH;0H al 80%, JT Baker, para andlisis.

— CuSO0..5H;0, Sigma, de analisis.

— KNaC4H406.4H:0, Mallinckrodt, 400 g, para analisis.

— TROLOX, Fluka Chemika, 5 g,298%, para andlisis.

3.4) Equipos:

— Espectrofotometro Cecil CE2041 2000 Series (Analisis Capacidad Antioxidante DPPH).
— Espectrofotométro UV-120-01 Shimadzu (Analisis Fenoles).

4.4) Analisis Estadistico de los datos:

Debido a que las materias primas son las mismas desde un comienzo para la fabricacion de las
muestras a analizar, sobre todo, Baba de caracol, extraida en condiciones controladas para mejorar la cantidad
de Alantoina (de acuerdo a estudio de la propia autora; Herrera, 2002), para la manufactura de productos
biolégicos en serie, no habrian diferencias estadisticas demostrables entre las muestras, porque son
dependientes unas de otras, no poseen variabilidad y por lo tanto, no existen medias comparables, por ser una

pseudoreplicacion simple (Hurlbert, 1984).

En el analisis de capacidad antioxidante por medio del método DPPH, se realizé sélo una medicién al ser un

ensayo largo y con disponibilidad limitada de reactivos. En el de contenido fendlico, se hicieron 3 repeticiones.
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5.4) Método de Folin-Ciocalteu, determinacién del contenido de grupos fendlicos totales:

El método de Folin-Ciocalteau mide los grupos OH en una muestra basada en el hecho de que aumenta
la absorcion de luz a medida que los grupos OH en una muestra aumentan. Por lo tanto, este método no mide

la cantidad exacta de polifenoles, porque los polifenoles no son los Unicos compuestos que tienen grupos OH.

El contenido total de fenoles fue estimado por la oxidacidon de éstos, de acuerdo a Singleton et al. (1999), donde
a 1 mL de muestra se le agregan 5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y luego de 7 min, se le incorporan 4 mL de
carbonato de sodio al 7.5% p/v. Se incuba a temperatura ambiente por 2 horas en oscuridad.

Se determina absorbancia a 740 nm por triplicado.

Se prepara una solucién de Trolox 5 uM.

Se obtiene el contenido de grupos fendlicos totales en Equivalentes Trolox (uM).
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6.4) Capacidad antioxidante mediante el método DPPH:

Se desarrollé en base al método descrito por Brand-Williams et al. (1995), y modificado por Kim et al.
(2002).
Se prepara el radical DPPH 50 uM en metanol al 80% cada vez que se va a proceder a la medicién
espectrofotométrica de la capacidad antioxidante de las muestras. En la cubeta de reaccion (3 mL), 2.9 mL de
solucion DPPH se le agregan 0.1 mL de cada muestra a analizar, la mezcla se homogeniza cuidadosamente y
se lee inmediatamente. Las mediciones de absorbancia a 517 nm se realizaron por cada minuto por 15 min. Se
ajustd antes de iniciar la lectura con un blanco de metanol al 80% y luego la lectura de una solucion de DPPH

con metanol al 80% como control.

Los Equivalentes Trolox (uM) resultantes de esta reaccion, se obtienen por medio de una curva de calibracion

“Equivalentes Trolox v/s DPPH”.
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\ RESULTADOS

1.5) Método de Folin-Ciocalteu, determinacién del contenido de grupos fendlicos totales:

Gréfico 1: Contenido total de Grupos fenélicos en Materias primas.

Abreviaturas: A=Aceite; B=Baba; G=Gel; H=Extracto Hiperjarabe; J=Jarabe; P=Preservantes; R= Extracto Romero/Manzanilla.
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Gréfico 2: Contenido total de Grupos fendlicos de los tres productos con secrecion pedial, experimental y teodrico.
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Abreviaturas: Materias Primas: A=Aceite; B=Baba; G=Gel; H=Extracto Hiperjarabe; J=Jarabe; P=Preservantes; R= Extracto

Romero/Manzanilla. Productos: Melihel=-BGRAP; Amelixil=BJRP; Hiperjarabe=BJRPH.
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Como puede observarse en el Grafico 1, las Materias primas presentan cierto contenido fendlico total

muy diferente cuando éstos se encuentran combinados en los Productos finales (Melihel, Amelixil, Hiperjarabe).
En relacién al Grafico 2 de comparacion entre los tres productos sobre contenido fendlico total,

experimental y tedrico (calculado desde los de las materias primas), se ve gran diferencia, a favor de los

experimentales (mas altos que los valores tedricos).
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2.5) Capacidad antioxidante mediante el método DPPH:

Gréfico 3: Capacidad antioxidante total de Materias primas, por medio de DPPH.

Capacidad Antioxidante por medio de DPPH (Equivalentes Trolox) de Materias Primas.
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Abreviaturas: A=Aceite; B=Baba; G=Gel; H=Extracto Hiperjarabe; J=Jarabe; P=Preservantes; R=Extracto Romero/Manzanilla.

Grafico 4: Capacidad antioxidante total de los tres productos con secrecion pedial, por medio de DPPH, experimental y teérico.
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Romero/Manzanilla. Productos: Melihel=-BGRAP; Amelixil=BJRP; Hiperjarabe=BJRPH.
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De acuerdo a los resultados en el Gréfico 3, la capacidad antioxidante de las materias primas y por

tanto, de los tres productos elaborados, no se correlacionan con los contenidos fendlicos totales de los mismos.

Posiblemente, la secrecidon pedial esté interactuando con las materias primas cuando se elaboran los

productos finales.

En el caso de la comparacién de los valores experimentales con los tedricos, en el Grafico 4, también

se ven grandes diferencias (alto contenido fendlico, baja capacidad antioxidante, en resultados experimentales).
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Tabla 4: Porcentaje de Contribucion Contenido Fendlico Total y Capacidad Antioxidante de los tres Productos (Melihel, Amelixil e

Hiperjarabe).

Porcentaje Contribucion Capacidad Antioxidante Productos finales

Melihel Amelixil Hiperjarabe
MateriasPrimas Folin (uM Trolox) DPPH (uM Trolox) Folin (uM Trolox) DPPH (uM Trolox) Folin (uM Trolox) DPPH (uM Trolox)
A <1 <1 - - - -
B 21 70 6 95 3 88
G 54 29 - - - -
H - - - - 52 8
J - - 87 4 40 3
P <1 <1 <1 <1 <1 <1
R 25 1 7 1 4 1
TOTAL % 100 100 100 100 100 100

En la Tabla 4 arriba presentada, el porcentaje de contribucion de la capacidad antioxidante en los

productos finales, gracias a sus materias primas, en el caso de la secrecion pedial B colabora con mas del 50%

(en DPPH), pero con bajo contenido fendlico 3-21%. Los extractos vegetales H y R y el jarabe J (con miel de

abejas) entregan gran contenido fendlico (%) pero bajo en capacidad antioxidante por medio de DPPH (%). En

el caso de gel G, su % de contenido fendlico y capacidad antioxidante por medio de DPPH son altos en relacion

al resto de las materias primas.
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\'/| DISCUSION

Es muy interesante observar que las materias primas poseen alto contenido fendlico pero baja
capacidad antioxidante en los productos finales.

De acuerdo a los resultados presentados, para el Folin realizado, el producto que posee una mayor
cantidad de grupos fendlicos es Hiperjarabe (experimental y tedrico), a pesar de que posee la misma cantidad
de baba de caracol (50%) que los otros dos productos que siguen en ese orden (Amelixil y Melihel), las
diferencias encontradas se deben a las distintas combinaciones de las materias primas. Melihel es un gel
(solido) a base de carbémero que a pH alto, se reestructuran sus diversos componentes y estabilizan sus
grupos funcionales, los cuales reaccionan con los reactivos reveladores de grupos fendlicos. En cambio,
Hiperjabare (liquido, al igual que Amelixil), se diferencia en el extracto vegetal H, donde la cantidad de grupos
fendlicos se dispara considerablemente, pero en el producto final, existe uno mucho mas bajo. A pesar de esto,
y tal vez, del bajo contenido fendlico de la baba de caracol, hay un mayor aporte de grupos fendlicos de

acuerdo a las combinaciones de los ingredientes para los tres productos.

Para la medicion de la Capacidad Antioxidante en Equivalentes Trolox (uM), Hiperjarabe tiene la mayor

cantidad mediante el método DPPH, siguiéndole, Amelixil y luego Melihel.

En el método DPPH y en el indice Folin, existe una reacciéon por transferencia de electrones, SET,
donde el antioxidante le transfiere un electrén al radical libre, metal o carbonilo, reduciéndolo (en el caso de
DPPH, el radical es el propio DPPH, un radical organico nitrogenado y estable; en Folin, el acido

fosfomolibdotungstico que oxida). Estas reacciones dependen del potencial del ionizacion.

Hay que tener claro ademas que el Folin muestra en general los grupos fendlicos totales que poseen
una muestra, y no qué tipos de moléculas antioxidantes posee. También por si solo, el Folin no entrega
informaciéon sobre las posibles interacciones sinérgicas o antagénicas de las moléculas presentes en las
muestras, y es indudable que en las muestras con baba de caracol, aumentan o disminuyen las cantidades de
los grupos fendlicos sin saber mas acerca del contenido, y aumenten su contenido cuando se encuentran todas
las materias primas en un producto final. En un andlisis a los quimicos puros como referencia, Acido glicélico y
Alantoina, tienen una capacidad antioxidante por medio de DPPH de 6.424 y 388 Equivalentes Trolox (uM),
respectivamente. Respecto de Antioxidantes enzimaticos, hay presencia de SOD pero no de CAT en la baba de

caracol (datos no publicados).

Respecto a qué tipo de polifenoles se encuentran en la baba de caracol, sélo Campion (1956) habla de
una “flavona”, que es el pigmento que le da la coloracion amarillo-naranja a la baba en un opérculo seco en los
estados de dormancia, por lo que habria que analizar posteriormente qué tipos de flavonoides podrian

encontrarse y si tienen mayor relacion con la capacidad antioxidante obtenida aca en este estudio.
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De acuerdo a la contribucién de las materias primas en los productos finales, la secreciéon pedial de H.
aspersa M. contribuye con mas del 50% en la capacidad antioxidante mediante DPPH, pero con bajo contenido

fendlico.
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Vil CONCLUSIONES

La Capacidad Antioxidante encontrada por medio del método DPPH, de los productos elaborados con
secrecion pedial potenciada biolégicamente, son bajos, tanto para Melihel, como para Amelixil. Hiperjerabe

posee una alta Capacidad Antioxidante pero, se vence antes de tiempo, por lo que se descarta su produccion.

Los polifenoles de la baba se complementan con los polifenoles agregados con las materias primas
vegetales, como aceite, extracto alcohdlico de romero/manzanilla, jarabe (de miel de abejas) y el extracto
Hiperjarabe (plantas medicinales mucoliticas). Lamentablemente, y quizas sea esa la razon, el producto
Hiperjarabe, al tener el extracto de plantas medicinales (a diferencia de Amelixil), interacciona negativamente
con los otros componentes del jarabe, por lo que dura menos tiempo (medio afo) que Amelixil (duracién de un
ano desde la fecha de elaboracion).

Melihel y Amelixil son buenos productos con alta capacidad antioxidante. Sus materias primas no son

téxicas y la baba o secrecién pedial de caracol es potenciada biolégicamente para aumentar sus cualidades.
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Vi PROYECCIONES

Es necesario practicar un nuevo analisis para determinar el tipo de antioxidantes contenido en la
secrecion pedial de caracol (qué tipo de polifenoles se encuentran, si existe alguno del tipo flavona), ya que los
analisis practicados en el presente estudio, no son suficientes, y tal vez, se obtenga mayor interrelacion
respecto de la capacidad antioxidante y el comportamiento de las distintas moléculas antioxidantes de los tres
productos elaborados con secreciones pediales de Helix aspersa Miiller, potenciados biolégicamente, tanto

materias primas por separado, como en su combinacion final.

También seria necesario analizar la capacidad antioxidante de la secrecion pedial a lo largo de un ano
para comparar contenido y capacidad antioxidante entre estaciones del afio, ya que estan relacionados los
componentes de interés en la secrecién, como Alantoina con Acido glicélico y Acido glucurénico a temperatura,

humedad ambiental y condiciones alimenticias.

Ademas, seria interesante disefiar, implementar y medir algun sistema in vivo por el cual probar los

productos y las propiedades descritas anteriormente.
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MISCELANEOS
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Figura 3: Productos estudiados con baba de caracol:
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Tabla 5: Contenido fendlico total Folin y capacidad antioxidante por medio de DPPH de las materias primas de los tres productos

con secrecion pedial.

Abreviaturas: A=Aceite; B=Baba; G=Gel; H=Extracto Hiperjarabe; J=Jarabe;

Tabla 6: Contenido fendlico total Folin y capacidad antioxidante por medio de DPPH de los tres productos con secrecion pedial

(valores experimentales).

Tabla 7: Contenido fenélico total Folin y capacidad antioxidante por medio de DPPH de los tres productos con secrecion pedial

(valores tedricos).

uM Trolox uM Trolox

MateriasPrimas Folin DPPH

A 215 247

B 152 5.118

G 429 2.294

H 11.372 2.294

J 2.314 265

P 48,7 10,6

R 4.526 935

P=Preservantes; R= Extracto Romero/Manzanilla.

uM Trolox uM Trolox
Productos Folin DPPH
Melihel
BGRAP 2.096 106
Amelixil
BJRP 2.244 173
Hiperjarabe
BJRPH 8.077 1.571

uM Trolox uM Trolox

Productos Folin DPPH
Melihel

BGRAP 368 3.647
Amelixil

BJRP 1.270 2.704

Hiperjarabe
BJRPH 2.176 2.907
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