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RESUMO  

 

Desde que foi introduzido no Brasil na d®cada de 80 o caracol africanoAchatina꜡fulica 

espalhou-se por todo o país. Alguns pesquisadores associam ao muco cutâneo desta espécie, 

parte do seu grande sucesso adaptativo. Objetivando conhecer melhor as propriedades do 

muco do caracol africano e sugerir novas formas de aproveitamento visando o controle deste 

caracol exótico invasor, este trabalho realizou a caracterização química da concha, do caracol 

sem concha e do muco do caracol africano coletado em Alagoas e avaliou a ação cicatrizante 

de uma solução de muco, já comprovada para pele, em úlceras em córneas cirurgicamente 

produzidas em coelhos. Os caracóis asselvajados foram mantidos em laboratório utilizando-se 

uma nova metodologia desenvolvida especialmente para a manutenção de caracóis 

arborícolas, com sensíveis melhorias na higienização, na redução do tempo gasto para o 

tratamento diário e na diminuição do estresse dos animais. Esta metodologia foi descrita no 

XXII EBRAM em 2011, em Fortaleza e publicada na forma de artigo científico sob o nome 

ñNew breeding management for snails (mollusca: gastropoda: pulmonata) in plastic boxes 

(recipients/conteiners)ò. Foram realizadas as seguintes an§lises: a composi­«o mineral do 

caracol sem concha, da concha e do muco; a composição centesimal do muco liofilizado e a 

capacidade antioxidante avaliada através da atividade sequestradora do radical livre 2,2-

difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Em relação aos resultados, a composição de macro e 

micronutrientes presentes no caracol sem concha, na concha e no muco do A. fulica foi 

determinada para 23 nutrientes, 5 macronutrientes (Ca, P, Na, K e Mg) e 18 micronutrientes 

(Al, As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Si, Sr, V, Zn, Co, Sb e Se). Na composição 

centesimal obtiveram-se os seguintes dados: matéria seca (91,72 ± 1,85), umidade (8,28 ± 

0,97), cinzas (31,1 ± 0,35), proteína bruta (49,97 ± 3,21), carboidratos (8,15 ± 1,43), calorias 

totais (242,48 ± 53,23), lipídeos em 100 g (2,5 ± 0,44) e colesterol (50,2 ± 0,3); o muco não 

demonstrou capacidade antioxidante em nenhuma das amostras analisadas. Para orientar a 

escolha da concentração de muco ideal para o tratamento das lesões do experimento in vivo, 

foram testadas in vitro soluções com as seguintes concentrações 0.01 mg mL-¹, 0.03 mg mL-¹, 

0.06 mg mL-¹ e 0.125 mg mL-¹. A viabilidade celular foi aferida através do método MTT e 

Tripan Blue. Não foram observadas diferenças estatísticas entre as concentrações testadas, 

portanto, a concentração escolhida para ser a base para o preparo da solução oftálmica foi 

aquela que, graficamente, melhor estimulou a proliferação celular (0,125 mg mL-1). No 

experimento in vivo, a evolução das lesões de córneas nos 18 coelhos, divididos em três 

grupos de 6 animais: o grupo controle, o grupo muco e o grupo tratado com o epitelizante 

epitegel, foi acompanhada pela medição do percentual de cicatrização das áreas das 36 lesões, 

através de 144 macrofotografias tiradas ao longo do experimento, às 0, 24, 48 e 72 h. Para a 

realização do experimento, aprovado pelo comitê de ética da UFAL, processo nº 

010190/2011-85, foi utilizada uma lâmina de bisturi para escarificar o epitélio corneano 

circunscrito previamente por um bisturi circular (punch n° 5) e o protocolo anestésico 

utilizado teve 3 etapas: tranquilização com acepromazina (0,05 mg / kgPV/IM), anestesia com 

cloridrato de cetamina (12mg/IM/kgPV) e anestesia local com cloridrato de proximetacaína 

0,5%. Em relação aos resultados, não houve diferenças estatísticas entre os grupos muco e 

epitegel; a solução oftálmica à base do muco (0,125 mg 25 µL) teve um desempenho 

semelhante ao epitelizante epitegel 10 g (Gel Oftalmológico Dexpantenol 50 mg g-1, controle 

positivo), um dos melhores medicamentos disponíveis no mercado para o tratamento de 

lesões de córnea. No entanto, ambos apresentaram significância em relação ao resultado do 

grupo controle, que apresentou um maior tempo de cicatrização. Com 72 h, das 12 lesões do 

grupo controle, apenas 2 (16,66%) estavam cicatrizadas; do grupo epitegel, apenas 8 

(66,66%) estavam cicatrizadas e do grupo muco todas (100%) estavam cicatrizadas. 



Demonstrou-se desta forma, a capacidade de cicatrização do muco do A. fulica também para 

o tratamento de úlceras de córnea e a sua ação específica, além de acelerar a recuperação das 

lesões nos animais, não produziu em nenhum deles, uma única cicatriz visível. Resta saber, 

exatamente, o seu mecanismo de ação junto ao conjunto de etapas da cicatrização da córnea, 

especialmente, se detém ação estimulante sobre a reprodução das células tronco, responsáveis 

pela regeneração deste epitélio. 

Palavras-chave: Composição mineral. Composição centesimal. Efeito cicatrizante. Ação 

antioxidante. Proliferação celular. Muco. 

 

 

 



ABSTRACT  

 

Since it had been introduced in Brazil dating back to the 80s, the Great African Snail 

Achatina fulica has spread all over the country.  Some researchers associate its incredibly 

good adaptation success to the dermal mucous of this species. With the objective and the aim 

of better knowing and understanding the dermal mucous of the Great African Snail and also 

suggesting new forms of taking advantage of it with a view to controlling this invading and 

exotic snail, this study work carried out the chemical characterization of the shell, of the snail 

without the shell and of the dermal mucous of the Great African Snail in the State of Alagoas, 

Brazil, and also evaluated and assessed the scarring/healing action of a solution from the 

mucous, already confirmed for skin tissue, in corneal ulcers surgically produced in rabbits. 

The wild snails were kept in a laboratory utilizing a new methodology specially developed for 

keeping arboreal snails in laboratory, with sensibly improved hygienic conditions, reduction 

of the time spent for the daily treatment and reduction of animal stress. This methodology has 

been described in details at the XXII EBRAM in 2011, in Fortaleza, State of Ceará, Brazil, 

and published in the form of a scientific article under the name ñnew breeding management 

for snails (molusca: gastropoda: pulmonata) in plastic boxes (recipients/containers)ò. The 

following analyses were carried out: the mineral composition of the snail without its shell, of 

the shell and of the mucous; the centesimal composition of the lyophilized mucous and the 

anti oxidizing capacity evaluated through the seizing activity of the free radical 2,2-diphenyl-

1-picryl-hydrazyl (DPPH). With regards to the results, the macro and micro minerals 

composition present in the snail without a shell, in the shell and in the dermal mucous of the 

A. fulica was determined for 23 nutrients, 5 macro-nutrients (Ca, P, Na, K and Mg) and 18 

micro-nutrients (Al, As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Si, Sr, V, Zn, Co, Sb and Se). 

With regards to the centesimal composition, the following data was obtained: dried matter 

(91.72 ± 1.85), humidity (8.28 ± 0.97), ashes (31.1 ± 0.35), crude protein (49.97 ± 3.21), 

carbohydrates (8.15 ± 1.43), total calories (242.48 ± 53.23), lipids in 100 g (2.5 ± 0.44), 

cholesterol (50.2 ± 0.3). The mucous did not show anti oxidizing capacity in any of the 

analysed samples. For the experiment in vivo, the evolution of the corneal lesions on the 18 

rabbits, divided in three groups of 6 animals: the control group, the mucous group and the 

group treated with the ophthalmic solution Epitegel, was accompanied and monitored by the 

percentage measurement of scarring/healing of the 36 areas of scarring through 144 macro 

photographs taken along the experiment at 0, 24, 48 and 72 hours. To carry out the 

experiment, duly approved by the Ethical Committee of UFAL (The Federal University of 

Alagoas), process no. 010190/2011-85, a scalpel blade to remove the corneal epithelium 

previously circumscribed by a circular scalpel (punch no. 5) and the anaesthetic protocol 

utilized comprised 3 steps: tranquilizing with acepromazine (0,05 mg / kgPV/IM), 

anaesthetizing with cetamine chlorydrate  (12mg/IM/kgPV)  and local anesthetizing with 

proxymethacaine chlorydrate 0,5%. For the orientation regarding the ideal choice for mucous 

concentration for the treatment of the lesions on the experiment in vivo, solutions were tested 

in the following concentrations: 0.01 mg mL-¹, 0.03 mg mL-¹, 0.06 mg mL-¹ and 0.125 mg 

mL-¹. The cellular viability was verified through the MTT and Tripan Blue methods. No 

statistical differences were observed between the tested concentrations; therefore, the chosen 

concentration to be the base for the preparation of the ophthalmic solution was the one that 

gratifyingly better stimulated the cellular proliferation (0,125 mg mL-1). With regards to the 

results, there were no statistical differences between the mucous group and the Epitegel; the 

ophthalmic solution based on the mucous (0,125 mg 25 µL) had a similar performance to the 

ophthalmic solution Epitegel 10g (Ophthalmological Gel Dexpantenol 50 mg g
-1

, positive 

control), one of the best available medicines in the market for the treatment of corneal 



ulcers/lesions. Nevertheless, both presented some significance regarding the result of the 

control group, which presented a longer scarring/healing time. With 72 hours, of the 12 

lesions of the control group, only 2 (16,66%) were scarred/healed; of the Epitegel group, only 

8 (66,66%) were scarred/healed and of the mucous groups, all (100%) were scarred/healed. It 

has been thus demonstrated the scarring/healing capacity of the A. fulicaôs mucous also for 

the treatment of corneal ulcers and its specific action, furthermore than merely accelerating 

the recovery of lesions in animals and it also did not produce, in any of them, a single visible 

scar. It is yet to be exactly known its action mechanism in conjunction with the set of steps of 

the corneal scarring/healing, especially if it detains a stimulating action over the reproduction 

of trunk cells, which are responsible for the regeneration of this epithelium.  

Key words:  Great African Snail. Achatina fulica. Mineral composition. Centesimal 

composition. Scarring/healing effect. Mucous.           
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1 INTRODUÇÃO  

De acordo com o Programa Global de Espécies Invasoras ï GIPS (2010, p. 1), o Brasil 

é um dos 17 países que concentram 70% de todas as espécies animais e vegetais catalogadas 

no planeta, engendrando entre 15-20%, de toda a biodiversidade e o maior número de 

espécies endêmicas. No entanto, nas últimas décadas, novas espécies exóticas invasoras tem 

sido mais uma ameaça a esta rica biodiversidade.  

Segundo Thiengo et al. (2006, p. 2) a Convenção sobre Diversidade Biológica (CDB) 

define como espécie exótica  aquela que se encontra fora de sua área de distribuição natural e 

como espécie exótica invasora, a que ameaça ecossistemas, habitats ou espécies. Segundo 

Souza (2009, p.35) por defini­«o, esp®cies invasoras ñt°m que enfrentar press»es seletivas 

novas bem como novas situa­»es de estresseò. 

De acordo com a International Union for Conservation of Nature. ï IUCN (2010), 

parceira do GISP, as invasões biológicas são a segunda maior causa de perda de 

biodiversidade no planeta.  

As principais espécies invasoras no Brasil são: Anthonomus grandis, Bemisia tabaci, 

Ceratitis capitata, Paratrechina longicornis (Insetos); Ambrosia artemisiifolia, Lespedeza 

cuneata, Bambusa vulgaris, Eichhornia crassipes, Elaeis guineensis, Leucaena 

leucocephala, Ricinus communis, Rottboellia cochinchinensis (Espécies Vegetais); 

Aristichthys nobilis, Carassius auratus, Cyprinus carpio, Hypophthalmichthys molitrix, 

Micropterus salmoides, Oncorhynchus mykiss, Oreochromis aureus (Peixes); Phyllorhiza 

punctata (Cnidário/ Medusa); Columba livia (Ave/ Pássaro); Ficopomatus enigmaticus 

(Anelídeo); Lepus europaeus, Mus musculus, Sus scrofa (Mamíferos); Trachemys scripta 

elegans (Réptil/ Tartaruga); Schizoporella unicornis (Briozoário); e até microorganismos 

como o Vibrio cholerae. Entre os moluscos tem o Mexilhão-dourado asiático, Limnoperna 

fortunei, e o Achatina fulica, popularmente conhecido como caracol africano, o alvo de 

nossa pesquisa. 

Segundo Venette e Larson (2004) apud GIPS (2010) em todos os países onde se 

estabeleceu, o clima é tropical, com temperaturas quentes e suaves durante todo o ano, além 

de alta umidade. 
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Graças ao seu grande poder adaptativo, o caracol africano está presente em todos os 

estados da federação. De acordo com Lobão, Toledo e Rocco (2002, p. 277), o caracol 

africano realiza autofecundação, gerando descendentes férteis. Sua característica em se 

enterrar alguns centímetros no solo, só corrobora para se que possa entender a difícil tarefa 

que é a sua erradicação. Tentativas mal sucedidas, de acordo com Agudo-Padron e Lenhard 

(2011) t°m levado o Brasil a assumir uma ñposi­«o de destaque, devido ao acelerado processo 

de extinção de caracóis nativos endêmicos no continente sul-americano [...] muitos deles raros 

e end°micos [...] s«o os mais amea­adosò.  

Neste contexto, a presente dissertação visa investigar novas utilidades para Achatina 

fulica no Brasil, como forma de seu aproveitamento racional, o que poderá corroborar, 

inclusive, para o seu correto controle na natureza, muito embora o grande risco proclamado 

por diversos pesquisadores ao longo desses 24 anos após a sua introdução, não tenha passado 

at® agora, apenas de um ñrisco potencialò. 

Entre as suas principais utilidades, Thomé, Gomes e Picanço (2006, p. 41) citam que 

os caracóis são importantes na polinização e disseminação de sementes e esporos que ficam 

aderidos ao muco ou são expelidas nas fezes, contribuindo ainda para a reciclagem de 

nutrientes, como o cálcio, pois são consumidos como alimento pelas planárias, anfíbios, aves, 

répteis e insetos. É um bioindicador devido à sua sensibilidade à poluição, servindo inclusive 

para o lazer, pois se presta como animal de estimação, além de material instrucional para 

educação ambiental. Os caracóis são utilizados para pesquisa científica experimental e para a 

zooterapia, já que a sua criação é muito simples. 

Os caracóis terrestres são fontes de proteínas, particularmente, o Archachatina 

marginata (Swainson, 1821), considerados como uma iguaria em alguns países na África, 

principalmente na Nigéria. De acordo com Ademolu et al. (2004), o desmatamento, a 

destruição do seu habitat e a coleta indiscriminada para o consumo humano, tem levado a 

rápida redução das populações de caracóis terrestres gigantes em seus locais de origem.  

Na pesquisa de Ademolu et al. (2004), entre todos os minerais encontrados na casca 

dos caracóis (cálcio, magnésio, zinco), o ferro foi o que apresentou maior concentração, 

qualificando sua utilização para o tratamento de anemias-ferropriva. 
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Segundo Taguchi (2011), o suco digestivo do caracol africano tem enzimas, bactérias 

e fungos importantes, capazes de quebrar moléculas de celulose, resultando na produção de 

açúcares. O pesquisador destaca que esta espécie pode vir a assumir, um importante papel 

para a segunda geração de etanol brasileiro, onde se espera poder até dobrar a produção de 

etanol sem aumentar a área de cana-de-açucar plantada. 

O muco auxilia o caracol africano na sua locomoção, na captura de alimentos, na 

reprodução, na proteção contra a desidratação, além de apresentar outras utilidades, como a 

defesa contra predadores e microorganismos, por exemplo. No entanto, de acordo com Shim 

et al. (2002, p.891-892) o muco do caracol africano, por apresentar em sua composição o 

sulfato de acharan, um glicosaminoglicano recentemente isolado Kim et al. (1996), contribuiu 

para diminuir a hiperglicemia, o colesterol, os triglicerídeos e fortalecer o sistema 

imunológico de camundongos.  

Lee (2003) relatou que esse glicosaminoglicano, o sulfato de acharan, presente no 

muco do caracol também tem propriedade anti-tumoral potencial tanto in vitro como in vivo. 

Tempone (2007) avaliou o seu potencial anti-leishmania. Autores como Iguchi, Aikava e 

Matsumoto (1982), Martins et al. (2003, p.213), Sírio (2005), Lorenzi  (2006) e Santana 

(2012) vem descrevendo os efeitos antimicrobiano e cicatrizante do muco em pele de 

camundongos e coelhos. 

Segundo Muniappan (1990 apud GIPS, 2010) o caracol africano tem importância 

econômica como fonte medicinal e nutricional. Mead (1982), Upatham et al. (1988), Runham 

(1989), Monney (1994), Raut e Barker (2002 apud GIPS, 2010) citam que com o advento da 

criação em cativeiro, o africano vem sendo comercializado em todo o mundo e uma 

quantidade significativa vem sendo exportada para a Europa e América do Norte, a partir de 

Taiwan, além de outros países asiáticos. O seu interesse como comestível estimulou a sua 

criação em São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Paraná e Santa Catarina, segundo Teles 

et al. (1997 apud GIPS 2010). 

Nesta dissertação, além de se pesquisar a composição química do caracol africano 

(carne, muco e concha), avaliou-se o efeito cicatrizante do muco sobre úlceras de córnea em 

coelhos. Segundo Steele (1999) apesar da cicatrização da córnea apresentar semelhanças com 

a da pele, apresenta particularidades, como a regeneração da estrutura original, não  

comprometendo a visão. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quimicamente o caracol africano (Achatina 

fulica) encontrado no Estado de Alagoas, assim como verificar a ação cicatrizante do muco 

cutâneo desses animais na recuperação de úlceras em córneas de coelhos.  

2.2 Específicos  

1. Indicar nova técnica de manejo que permita manter sob boas condições, o 

Achatina fulica em laboratório; 

2. Analisar a citotoxicidade do muco; 

3. Analisar a capacidade antioxidante do muco do caracol africano; 

4. Analisar os principais macro e microminerais presentes na carne, concha e muco 

do caracol africano encontrado asselvajado no Estado de Alagoas;  

5. Indicar a concentração ideal de uma solução de muco que favoreça in vitro, a 

proliferação de células de córnea de coelhos em cultura; 

6. Indicar uma solução apropriada de uso oftálmico, para sua utilização nos 

experimentos in vivo em lesões cirurgicamente produzidas em córneas de coelhos;  

7. Analisar, in vivo, a ação cicatrizante da solução de muco em lesões em córneas de 

coelhos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 Contemporaneamente o caracol africano é encontrado em todos os estados brasileiros. 

O único ecossistema onde ainda não foi registrada a sua presença é o bioma Pampa. 

3.1 O Caracol Africano  

Embora seja nativo da costa leste da África (Quênia e Tanzânia) é encontrado, 

contemporaneamente, em todos os continentes, exceto na Antártida. É uma espécie muito 

resistente e capaz de modificar o seu ciclo de vida para se adaptar a distintas condições 

ambientais. Por conta disso, o Achatina fulica é apontado pela International Union for 

Conservation of Nature (2010) como uma ameaça à agricultura, tendo um impacto negativo 

sobre a fauna nativa, atuando ainda como vetor de doenças humanas. De acordo com 

Sankaran (2010, p.1), o caracol gigante africano é uma das 100 espécies invasores mais 

prejudiciais do planeta. Não sendo exigente quanto à alimentação, consome 500 diferentes 

tipos de plantas, incluindo fruta-pão, mandioca, cacau, mamão, amendoim e a maioria das 

variedades de feijão, ervilha, pepino e melão. Come areia, pedriscos, ossos de carcaças e até 

concreto. 

O filo Mollusca reúne perto de 100.000 espécies, constituindo-se no segundo maior 

filo animal, perdendo apenas para o filo Arthropoda com cerca de 891.000 espécies. De 

acordo com Lorenzi (2006, p. 30), o sucesso do filo Mollusca é atribuído à sua extrema 

adaptabilidade. De acordo com Ruppert, Fox e Barnes (2005 apud LORENZI; MARTINS, 

2008, p.31-32) todas as sete classes (Aplacophora, Polyplacophora, Monophacophora, 

Gastropoda, Cephalopoda, Bivalvia e Scaphopoda) estão presentes e melhor adaptadas ao 

ambiente marinho; alguns bivalves e gastrópodes são encontrados em habitats de água doce, 

mas somente os gastrópodes estão presentes na terra, possuindo entre os seus representantes, 

caramujos aquáticos, caracóis e lesmas terrestres. O Gastropoda: Pulmonata constituem o 

maior grupo entre os moluscos terrestres. (YOLOYE, 1984 apud UBOH; EBONG; MBI, 

2010) 

O Caracol Africano Achatina (Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822) é um molusco 

terrestre pulmonado superior, pertencente ao Reino Animalia, Filo Mollusca, Classe 

Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Stylommatophora, Família Achatinidae e Gênero 

Achatina. A espécie de acordo com Lorenzi, (2006, p. 33) pertence a um grupo com cerca de 
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60 mil espécies de gastrópodes viventes descritas e outros 15 mil fósseis conhecidos e 

diversificados. Apesar de serem lentos e intimamente dependentes do substrato que habitam, 

apresentam uma notável capacidade de irradiação adaptativa que reflete no tipo da concha, 

nos tipos de alimentação e na especialização de diversos habitats.  

Segundo Cooling (2005 apud  GIPS, 2010), a sua concha é cônica, estreita, com um 

comprimento duas vezes maior que a largura, com 7 a 9 voltas, normalmente de cor marrom-

avermelhada ou café; tem fracas marcações verticais amareladas, dependendo das condições 

ambientais e de sua dieta. Os adultos podem exceder os 20 cm de comprimento de concha 

mas, geralmente, a média é de cerca de 5 a 10 cm e o seu peso médio é de 32 gramas. 

De acordo com Smith e Fowler (2003 apud GIPS, 2010) o Achatina fulica permanece 

ativo em uma faixa de temperatura de 9º C a 29º C e sobrevive a temperaturas de 2º C por 

hibernação e 30º C por estivação. 

3.2 Ecologia do Caracol Africano no Brasil 

De acordo com Agudo-Padrón e Lenhard (2010) existem duas espécies de caracóis 

africanos no Brasil: o Achatina fulica asselvajado e o A. monochromatica, ocorrendo 

exclusivamente, confinado em cativeiro no Estado de São Paulo/ SP, nas instalações 

experimentais da Universidade de São Paulo (USP) / Pirassununga e na propriedade 

comercial do Eng. Agr. Carlos Alberto da Fonseca Funcia.  

As duas primeiras matrizes de Achatina fulica foram contrabandeadas para Curitiba, 

estado do Paraná em 1988, oriundas da Indonésia. Em outubro de 1990, os seus descendentes 

começaram a ser comercializados numa feira agropecuária na capital paranaense 

(ESCARGOT, 1992; ESCARGOT, 1994). 

Em menos de 20 anos, o caracol africano espalhou-se por todos os estados do Brasil. 

O fato de A. fulica ser considerado hermafrodita verdadeiro, resistente às intempéries, às 

enfermidades, prolífero, se alimentar de uma enorme quantidade de vegetais além de se 

enterrar no solo para hibernar durante os períodos mais quentes do ano, corroboram para o 

insucesso das tentativas de controle empetradas pelo governo. Segundo Souza (2007, p. 4), 

pouco sucesso tem sido obtido através do controle químico, realizado por meio de pesticidas 

que apresentam problemas de toxicidade ao ser humano, aos animais domésticos e ao meio 

ambiente.  
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Prasad et al. (2004, p. 1658) afirma que o controle biológico realizado por espécies 

malacofágicas é desaconselhável, pois estas espécies, além de exóticas, acabam 

comprometendo a malacofauna nativa. O pesquisador cita as espécies de caracóis Euglandina 

rosea e Gonaxis quadrilateralis introduzidas no Havaí para o controle do caracol africano, 

que acabaram sendo mais danosas ao ecossistema do que o próprio A. fulica.  

Prasad et al. (2004) investigou novas formas de controle químico e biológico do 

caracol africano e sugeriu o uso do Annona glabra L. (Annonaceae), conhecido no Brasil 

como Araticum-do-brejo ou Araticum-bravo por ser um vegetal resistente ao ataque dos 

caracóis. Segundo Siebra (2007), a A. glabra é uma árvore de pequeno porte encontrada em 

todo território brasileiro, principalmente nas áreas costeiras. Programa Global de Espécies 

Invasoras - GIPS (2010) cita que o fruto de Thevetia peruviana (Pers.) Schum, originária da 

América Central, conhecida popularmente como chapéu-de-napoleão, também têm ação 

contra o caracol africano. Segundo Oliveira, Godoy e Costa (2006), os principais 

componentes tóxicos desta planta pertencem à classe dos glicosídeos cardiotóxicos. 

De acordo com Mead (1979) apud PROGRAMA GLOBAL DE ESPÉCIES 

INVASORAS -GIPS (2010) o processo de naturalização pode amenizar os impactos dessa 

esp®cie invasora; em sua opini«o ño fen¹meno do declíneo das populações de A. fulica parece 

ser inevit§velò. No Brasil a presença de predadores nativos já começa a ser relatada. De 

acordo com Colley e Fischer (2009, p. 678) tem sido verificado o consumo de A. fulica 

asselvajado pelo Mico Leão Dourado (Leontopithecus rosalia rosalia) na Reserva Biológica 

de Poços das Antas, no Rio de Janeiro.  

3.3 O caracol africano como vetor de doenças 

Sankaran (2010, p. 1) cita que o A. fulica pode atuar como vetor intermediário de 

Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935), verme pulmonar de ratos, responsável pela 

meningite eosinofílica (ME) em seres humanos (SÃO PAULO, 2010).  Segundo Tsai et al. 

(2001), desde o seu primeiro diagnóstico em 1945, a ME foi responsável por mais de 2.800 

mortes, em todo o mundo, nos últimos 68 anos. Sankaran (2010, p. 1) também cita a 

Aeromonas hydrophila, uma bactéria gram-negativa que pode causar grande variedade de 

sintomas, especialmente, em indivíduos imunodeprimidos. Sankaran (2010, p. 1) comenta 

ainda que o Achatina fulica propaga outras doenças como a podridão-parda do cacaueiro, 

causada pelo fungo Phytophthora palmivora, que se dissemina através de suas fezes.  
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Segundo Caldeira et al. (2007, p. 887-889) a descoberta do primeiro africano 

naturalmente infectado com Angiostrongylus cantonensis no Brasil deve-se à pesquisadora 

paulista, Dra. Iracy Lea Pecora, pesquisadora da Universidade Estadual Paulista Júlio de 

Mesquita Filho, em São Vicente, São Paulo. 

Colley e Fischer (2009, p. 674) afirmam que o caracol africano é considerado um 

problema de saúde pública por ser potencialmente hospedeiro de nematoides causadores da 

angiostrongilíases humanas, no entanto, é fato que, diversas espécies nativas podem causar 

estes mesmos infortúnios, porém, tais enfermidades potencialmente danosas à saúde, só se 

manifestam, segundo Vitta et al. (2011, p. 5970) se forem ingeridos crus ou mal cozidos, 

hábito alimentar comum apenas no continente asiático. Na figura 1 temos a comparação entre 

os óbitos produzidos pela meningite eosionofílica desde 1945 (68 anos) no mundo e algumas causas 

de óbitos no Brasil entre 2002-2011 por outras causas.   

Segundo Chrosciechowski (1977) é surpreendente a falta de especificidade do A. 

cantonensis em relação aos seus hospedeiros intermediários e paratênicos (planária, 

caranguejos, camarões, peixes, rãs e sapos), citando uma longa lista de moluscos gastrópodes 

terrestres e de água doce (caramujos, caracóis e lesmas) capazes de se infectar por via natural 

ou experimental, hospedando larvas infectantes deste perigoso parasito de roedores.  

Figura 1 ï Comparação entre as angiostrongilíases transmitidas pelo caracol africano e 

algumas ocorrências de óbitos no Brasil 

 

Fonte: o autor (2013) 
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Chrosciechowski (1977, p. 296) cita que larvas de terceiro estágio do A. cantonensis 

podem utilizar hospedeiros paratênicos (transporte), sobrevivendo por um período prolongado 

sem sofrer alterações tornando-se, portanto, reservatórios. Até verduras cruas podem se 

comportar como reservatórios ocasionais se tiveram contato com moluscos triturados, assim, 

tanto o homem como os roedores, podem infectar-se pela ingestão do hospedeiro 

intermediário cru ou mal cozido ou seus reservatórios. Segundo Chrosciechowski (1977, p. 

296) diversos autores apresentam uma longa lista de moluscos gastrópodes terrestres e de 

água doce, caracóis e lesmas, infectados por via natural ou experimental, hospedando larvas 

infectantes em sua terceira fase. O autor cita que entre esses moluscos, o Biomphalaria 

glabrata, conhecido como o hospedeiro intermediário de Schistosoma mansoni, ao ser 

exposto em laboratório, resultou ser um excelente hospedeiro intermediário de A. 

cantonensis.  

Thiengo et al. (2006, p. 2-7) citam no Brasil os seguintes gastrópodes exóticos 

invasores de importância médica: o Achatina fulica, naturalmente, o Bradybaena similares, o 

Limax flavus, o Deroceras laeve, o Melanoides tuberculatus e, inclusive, o Helix aspersa, 

atualmente asselvajado no Rio Grande do Sul e identificado naturalmente infectado com 

larvas de A. costaricensis neste estado.  

Rambo et al. (1997), Laitano et al. (2001), Thiengo, (2007 apud COLLEY; FICHER 

2009, p. 678) citam diversas espécies de gastrópodes terrestres, encontrados naturalmente 

infectados no território brasileiro por A. costaricensis, entre elas algumas nativas, que podem 

transmitir ou já transmitiram angiostrongilíases: Bradybaena similares (Férussac, 1821) 

(BRADYBAENIDAE - exótica), Limax maximus (Linnaeus, 1758) e Limax flavus 

(Linnaeus, 1758) (LIMACIDAE - exóticas), Helix aspersa Müller, 1774 (HELICIDAE - 

exótica), Phyllocaulis variegatus (Semper,1855), Phyllocaulis soleiformis (dôOrbigny, 

1835), Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885) e Belocaulus angustipes (Heynemann, 

1885) (VERONICELLIDAE - nativas), além de Leptinaria unilamellata (DôOrbigny, 1835) 

(SUBULINIDAE - nativa).  

Segundo Neuhauss et al. (2007), os caramujos africanos no sul do Brasil não são 

hospedeiros permissíveis para as duas espécies de Angiostrongylus, não representando, 

portanto, um risco significativo para a transmissão destes parasitas. Porém, o A. costaricensi,s 

até o momento, com vários casos registrados no Brasil, nunca foi associado à transmissão 

pelo caracol africano no país. Os principais hospedeiros intermediários para o A. costaricensis 
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são lesmas da família Venonicellidae (ALICATA (1965), MORERA (1973 apud 

NEUHAUSS, 2007; SILVA, 2003, p. 6)  

No Brasil foram divulgados até hoje, apenas 11 casos de ME, a pior doença atribuída 

ao Africano (Figura 2). Os quatro primeiros casos foram relatados no Espírito Santo. Os dois 

primeiros foram descritos por Moreira-Silva et al. (2004, p. 169) em um casal de crianças em 

Vitória e o diagnóstico foi associado a Toxocaras spp, um nematódeo comum em cães e 

gatos. Em 2007, o responsável pelos terceiro e quarto casos, ocorridos no município de 

Cariacica ï ES, segundo Caldeira et al. 2007, p. 887 e Thiengo et al 2010 p. 195, foi uma 

lesma, Sarasinula marginata (Semper, 1885) ingerida crua. Os quinto e o sexto casos 

ocorreram em Pernambuco, em 2008, respectivamente nos municípios de Escada e Olinda e 

foram provocados pela ingestão crua de moluscos nativos, provavelmente, um caramujo 

límnico o Pomacea lineata Spix, 1827. Os 5 casos seguintes, de acordo com Espirito-Santo et 

al. (2013, p.130), foram reportados a partir de 2010 no estado de São Paulo, 4 casos numa 

mesma família em Mongaguá e o último, registrado na capital paulista, comprometeu uma 

menina de 11 anos. No peridomicílio de Mongaguá não foi encontrado nenhum A. fulica 

parasitado por A. cantonensis e na capital paulista, o responsável foi uma lesma nativa  

(Sarasiluna linguaeform). 

Maldonado Junior et al. (2010, p. 940) publicaram que a distribuição silvestre do A. 

cantonensis no Brasil é o resultado de múltiplas introduções do parasita por ratos a partir do 

período colonial brasileiro, consequência do intenso comércio praticado na época com o 

continente Africano. Portanto, a ocorrência deste parasito no país, segundo Maldonado Junior 

(2010, p. 940) não é decorrente da presença do Africano, pois o A. cantonensis já estava aqui 

muito antes da introdução do primeiro Africano, há apenas duas décadas.   
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Figura 2 - Casos de meningite eosinofílica no Brasil até 2013.  

Fonte: o autor (2013) 
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3.4 O Impacto sobre o ambiente 

Colley e Fischer (2009, p. 677) publicaram que a Secretaria do Estado do Paraná 

(SESA/PR) registrou a ocorrência de A. fulica em 132 dos 399 municípios do estado, 

entretanto, o impacto econômico do molusco não foi evidenciado. Neste mesmo artigo, citam 

que após consultarem representantes da Empresa de Assistência Técnica e Extenção Rural 

(EMATER/PR ), Secretaria de Estado da Agricultura e Abastecimento do Paraná 

(SEAB/PR), Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR ) e o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA/PR ), a impressão continuou unânime: nenhuma das 

instituições apontou o A. fulica como praga agrícola. Segundo Colley e Fischer (2009, p. 

677), a EMATER/PR e o DERAL vinculado a SEAB/PR não detinham nenhuma informação 

sobre prejuízos agrícolas e que o IAPAR ressaltou que os prejuízos ocasionais por caramujos 

e lesmas sobre a agricultura paranaense são eventuais e de ocorrência local, não havendo 

estimativa sobre o grau de prejuízo. Colley e Fischer (2009, p. 677) entrevistaram, ainda, 

diversos produtores rurais em Morretes ï PR e também não revelaram a existência de grandes 

prejuízos econômicos; 63% dos entrevistados afirmaram não estarem sofrendo 

economicamente pela presença do invasor e em Guaraqueçaba/PR, todos os entrevistados 

afirmaram que A. fulica representa um transtorno, pelo fato de comer as plantas do quintal, 

liberar uma grande quantidade de muco e fezes, além de representar ameaça à saúde.  

Após comentar sobre os riscos à saúde pública e à agricultura, o próximo passo 

consiste em analisar o seu risco potencial ao meio ambiente brasileiro. Mais uma vez, de 

acordo com Colley e Fischer (2009, p. 678, 680), a principal ameaça, inclusive em ambientes 

antrópicos, tem sido relacionada aos danos causados aos ñgrandes moluscos nativos 

pertencentes a família Megalobulimidae. [...] As pessoas não distinguem a espécie invasora 

das nativas e acabam sacrificando os caramujos nativos juntamente com o invasor. [...] A 

dificuldade para diferenciar a espécie invasora das nativas é acentuada uma vez que alguns 

panfletos informativos sobre o A. fulica até apresentam ilustrações de uma espécie de 

Achatina Lamarck, 1799, diferente daquela introduzida no Brasil. Outro fator que dificulta a 

identificação é o fato do A. fulica apresentar um forte polimorfismo durante o 

desenvolvimento ontogenético. Isso sem mencionar que as tentativas frustradas de controle do 

caracol africano têm exigido grande soma de esforços e recursos financeiros, com quase 

nenhum resultado encorajador.ò 
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A proibição da criação e comercialização do caracol (Achatina fulica) em todo o 

território nacional ocorreu em 18 de agosto de 2005, com a Instrução Normativa número 73 

do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA),  que 

passou a considerar o A. fulica como espécie exótica invasora, portanto, nociva às espécies 

silvestres nativas, ao ambiente, à agricultura e à saúde pública, autorizando a implementação 

de medidas de controle, coleta e eliminação deste caracol.  

Atualmente, o Brasil lidera um acelerado processo de extinção de caracóis nativos 

endêmicos no continente sul-americano, muitos deles ameaçados de extinção devido às 

campanhas p¼blicas mal conduzidas desde 2003 "Pro Erradica­«o do Africanoò no meio 

ambiente do Brasil. Entre todas as espécies nativas de caracóis terrestres, especialmente os 

representantes específicos das Famílias BULIMULIDAE, STROPHOCHEILIDAE e 

MEGALOBULIMIDAE , muitas delas raras e endêmicas, no geral, muito pouco conhecidas 

cientificamente até hoje, são as mais ameaçadas.  

3.5 A carne do caracol africano e sua utilidade 

A carne de caracol é relatada por como um alimento de alta qualidade, rico em 

proteínas, pobre em gorduras, de baixo custo e uma boa fonte de minerais essenciais, 

necessários para o desenvolvimento dos tecidos (ORISAWUYI, 1989; ADEMOLU et al., 

2004; FAGBUARO et al., 2006; FUNMILAYO,  2008; apud UBOH; EBONG; MBI, 2010, 

p.15). 

Na pesquisa de Uboh, Ebong e Mbi (2010, p. 15), as concentrações de ferro, 

magnésio, cálcio, fósforo, potássio e sódio foram consideradas elevadas, enquanto o cobre, 

cobalto e chumbo não foram detectados, o que levou os autores a recomendar os caracóis 

como alimento para favorecer o crescimento e desenvolvimento do ser humano, corroborando 

as publicações anteriores de Ademolu et al. (2004) e Fagbuaro et al. (2006).  

Pearson e Gillet (1999 apud UBOH; EBONG; MBI, 2010, p. 15) relataram que o 

cálcio é o mineral mais abundante encontrado na carne dos caracóis, mineral importante no 

processo de coagulação do sangue e desenvolvimento dos ossos no ser humano. 
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3.6 O muco e suas utilidades 

Segundo Costa Neto (2006), o uso de animais como fonte de medicamentos é ñum 

fenômeno transcultural historicamente antigo e geograficamente disseminadoò. De acordo 

com ele, a literatura registra o uso clínico e terapêutico de compostos provenientes de 

diferentes espécies de moluscos. A química de produtos naturais de ostras, mexilhões, 

mariscos, caracóis, caramujos e lesmas foi substancialmente investigada, mas a maioria dos 

estudos se concentra nas subclasses Opistobranchia e Prosobranchia.  

Segundo Lorenzi (2006, p. 25) existem nos moluscos dois grupos de reação de defesa: 

uma celular e outra mediada por fatores de defesa humoral. A primeira envolve a fagocitose 

de partículas e o encapsulamento de materiais estranhos. Já, a segunda, envolve lisozimas, 

como proteínas, lectinas, fatores antibacterianos ou antivirais e opsonização. Segundo a 

pesquisadora, o muco liberado pelos moluscos é um fluido viscoelástico, constituído de uma 

matriz polimérica formada por longas cadeias de mucinas, uma glicoproteína  (proteínas 

densamente glicolisiladas), cuja principal função é a proteção do corpo do animal contra a 

desidratação. Estas glicoproteínas têm alta massa molecular e são resultantes da mistura de 

materiais provenientes de diversas glândulas e exsudatos gerais das células epiteliais, 

contendo duas subunidades idênticas e proteínas chamadas de Achacin. Esta proteína, o 

Achacin, uma glicoproteína com alto peso molecular, foi isolada a partir do caracol gigante 

africano e foi purificada e isolada por Otsuka-Fuchino (1993), que relata a sua propriedade em 

destruir a superfície do Staphilococcus aureus, sem prejudicar as células eucarióticas do 

organismo infectado.  

Kubota et al. (1985, p. 214) descreveram a presença da mucina no muco cutâneo, com 

poder antimicrobiano, que inibe o crescimento de bactérias gram-positivas (Bacilus subtilis e 

Staphilococcus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), 

propriedade citada também por Iguchi, Aikava e Matsumoto (1982 apud LORENZI, 2006, p. 

37). A mucina confere ao muco, resistência à proteólise e a propriedade de absorver água, 

dando-lhe a consistência de gel. A mucina é encontrada na maioria das glândulas secretoras 

de muco e é o lubrificante que protege a superfície corporal contra o atrito e a erosão. 

Apresenta seu esqueleto peptídico rico nos seguintes aminoácidos: serina, treonina e tirosina. 

O muco produzido pelos caracóis é constituído por uma série de lectinas, 

mucopolissacarídeos, glicoproteínas, proteínas, ácido urônico, ácido siálico, hexosaminas e 

uma variedade de outras moléculas (GLINSKI; JAROSZ, 1997 apud LORENZI, 2006, p. 35).  
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Jeong et al. (2001 apud LORENZI, 2006, p. 36), cita que os caracóis terrestres A. 

fulica possuem uma proteína glicosaminoglicana (GAG) presente no corpo, chamada sulfato 

de Acharan, que representa cerca de 3 a 5% do peso seco dos tecidos deste animal e constitui 

quase que inteiramente o muco secretado por estes animais.  

Costa Neto (2006) dedicou-se ao levantamento do uso dos moluscos na medicina 

tradicional, tendo publicado um artigo que descreve o uso de diversos moluscos nativos, 

especialmente, no nordeste brasileiro.  

Em busca de produtos de origem animal de importância terapêutica, a exemplo dos 

venenos dos aracnídeos, própolis e mel das abelhas e, com a experiência acumulada ao longo 

destes anos sobre as propriedades farmacológicas do muco do caracol A. fuli ca e A. 

monochromatica, Martins et al. (2003) relatam que muitas questões estão sendo revisadas e 

indagações suscitadas, com vistas às aplicações terapêuticas e cosméticas utilizadas desde os 

primórdios da humanidade. 

Na França e na Alemanha, Pons et al. (1998 apud LORENZI, 2006, p. 25) relatam o 

uso do muco do caracol terrestre como base de preparações cosméticas e, com efeito 

broncorelaxante devido à presença de helicidina, que é caracterizada como extrato biológico 

obtido do muco de caracóis da espécie Helix pomatia, utilizado como um agente 

antitussígeno. 

De acordo com Tempone (2007, p.73), venenos e secreções cutâneas de anfíbios, são 

fontes ricas de novas moléculas químicas, que podem ser utilizadas como protótipos 

farmacêuticos no desenvolvimento de novos fármacos. A secreção cutânea de vários animais, 

especialmente, anfíbios, tem apresentado compostos de importância significativa com ação 

antiparasitária e antifúngica. Segundo o pesquisador existe um grande potencial a ser 

explorado em produtos naturais derivados da fauna brasileira. Em relação ao A. fulica, cita 

ainda que a sua abundante secreção cutânea tem significativo potencial terapêutico e, 

recentemente, comenta sobre a sua atividade antiangiogênica em células tumorais, 

enfatizando, em sua pesquisa, a ação leishmanicida do muco bruto do A. fulica sobre formas 

promastigotas de L.(L.) chagasi, descrevendo, por meio de ensaios enzimáticos, a detecção de 

atividade da L-aminoácido oxidase (L-AAO) no muco bruto do A. fulica. Neste trabalho, os 

autores demonstraram que o peróxido de hidrogênio (H2O2) gerado por essa enzima é um dos 

compostos responsáveis pela morte de 54% dos parasitos em culturas de Leishmania, 
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demonstrando dessa forma a ação anti-Leishmania. De acordo com Ferreira et al. (2009) esta 

enzima é, também, amplamente distribuída em peçonhas ofídicas, catalisa a desaminação 

oxidativa de aminoácidos do tipo L. Além disso, a L-AAO tem atividade antimicrobiana, 

citotóxica, apoptótica e edematogênica, principalmente através da formação do peróxido de 

hidrogênio que contribui para a ação citotóxica da enzima.  

3.7 O muco como cicatrizante em pele 

O homem possui, segundo Isaac et al. (2010), três interfaces de contato com o meio 

ambiente: as mucosas do trato gastrointestinal, do trato pulmonar e a pele, sujeitas 

frequentemente a estímulos danosos que desencadeiam processos biológicos para a 

restauração das funções perdidas. Ao conjunto dessas vias denomina-se cicatrização. O 

processo de cicatrização depende do agente agressor, profundidade da lesão, tamanho, tipo, 

localização, presença de infecção, estado de saúde e idade do indivíduo. 

A cicatrização está dividida em três fases: inflamatória, proliferativa e remodeladora. 

A primeira fase é caracterizada pela hemostasia, responsável pela formação de um coágulo de 

fibrina e pela migração de leucócitos fagocitários para o local da ferida, na tentativa de 

remover substâncias estranhas e microorganismos. A segunda fase, a proliferativa, envolve a 

migração e proliferação de três classes celulares: fibroblastos, endotélio e queratinócitos, além 

da deposição de fibronectina sobre o coágulo, formando o fibronexus. Nesta fase ocorre ainda 

a secreção de colágeno III e a sintese de outros elementos matriciais, especialmente o 

fibroblasto, o maior responsável pelas mudanças estruturais. Na última fase, a remodeladora, 

ocorre mudança no padrão de organização do colágeno III que é substituido pelo colágeno I e 

ocorre o aumento da resistência da ferida. Todo o processo de cicatrização é controlado por 

polipeptídeos chamados fatores de crescimento, que modificam a fisiologia de suas células-

alvo. (ISAAC, 2010, p. 125) 

Autores como Martins et al. (2003), Sírio (2005) e Lorenzi (2006) descreveram efeitos 

benéficos, antimicrobianos e cicatrizantes do muco extraído de caracóis Achatina sp e a 

potencialização destes efeitos a partir do acréscimo de plantas medicinais à dieta base dos 

caracóis, constatando a capacidade de retenção nestes organismos de propriedades de 

alimentos por eles ingeridos.  



32 
 

Martins et al. (2003) avaliou macroscopicamente e histologicamente os efeitos 

reparadores do muco do caracol A. fulica em lesões provocadas por instrumento cortante na 

pele de coelhos. As características macroscópicas da lesão foram registradas diariamente e 

para a análise histológica, uma biópsia foi realizada após 72 h de tratamento. Os fragmentos 

foram processados rotineiramente e corados com Tricrômio de Masson. Histologicamente, a 

epiderme dos coelhos tratados mostrou uma camada basal de células cúbicas, enquanto os do 

grupo controle apresentaram uma camada basal de células cilíndricas com áreas 

desorganizadas e a derme apresentou um estágio mais avançado no processo de reparo, 

quando comparado ao controle. A evolução macroscópica no processo de cicatrização ocorreu 

num menor espaço de tempo nos coelhos do grupo pomada em relação aos demais 

tratamentos, concluindo que o muco dos caracóis influenciou o processo de reparo de lesões 

provocadas em pele de coelhos por meio de instrumento cortante e que a pomada produzida 

com o muco do A. fulica apresentou melhor reparação tecidual, tanto clinicamente quanto 

histologicamente, sendo, portanto, uma alternativa aparentemente viável para o tratamento de 

feridas em pele de animais. 

Sirio (2005) concluiu que as feridas de camundongos tratadas com muco de caracóis 

alimentados com ração base e com ração contendo Symphytum officinale (confrei), 

apresentaram melhor recuperação da ferida tanto clinica quanto histologicamente, quando 

comparados ao grupo controle. Macroscopicamente, os animais tratados mostraram edemas 

menores, maior presença de crosta e maior contração das bordas das feridas ao final do 

experimento, quando comparados ao grupo controle. Histologicamente, os grupos tratados 

também revelaram melhor reparação da lesão, apresentando edemas menos intensos, grande 

quantidades de tecido de granulação e infiltrados inflamatórios e o grupo tratado com muco 

de caracóis alimentados com confrei foi o que apresentou melhores resultados. 

3.8 A córnea e o processo de cicatrização 

Segundo Brukitt et al. (1994), a córnea é a porção transparente espessa da camada 

córneo-escleral encerrando a sexta parte anterior do olho. A córnea é uma estrutura avascular, 

de espessura muito pequena. No ser humano, ela tem 0,6 mm e consiste em cinco camadas: 

epitélio, a membrana de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio. A 

córnea é mantida por difusão de metabólitos do humor aquoso e os vasos sanguíneos do limbo 

e parte do oxigênio advém diretamente do meio externo. No entanto, cientistas da 

Universidade de Nottingham (Reino Unido) descobriram, de acordo com Thorne (2013), uma 
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nova camada da córnea humana, batizada com o nome do seu descobridor, Harminder S. Dua. 

ñA nova camada agora descoberta est§ localizada na parte de tr§s da c·rnea, entre o estroma 

corneano e a membrana Descemet. Embora tenha apenas 15 micrômetros de espessura - a 

córnea inteira tem cerca de 550 micrômetros ou 0,5 milímetro de espessura - a camada de Dua 

® forte o suficiente para resistir a 1,5 bar de press«oò. 

O epitélio é a camada mais superficial da córnea, formado por epitélio pavimentoso 

estratificado com espessura de aproximadamente cinco células e detém alta capacidade de 

regeneração. O epitélio em seu todo funciona como uma espécie de barreira contra a perda de 

líquidos e penetração de microrganismos, bem como apresenta uma superfície lisa e brilhante, 

o que garante o seu poder refrativo. 

A coesão do epitélio é mantida pelos desmossomas e hemidesmossomas. Esse epitélio 

é sustentado por uma membrana basal especializada, conhecida como membrana de Bowman, 

que é particularmente proeminente no homem. É uma camada acelular, formada por fibras de 

colágeno e proteoglicanas densamente entrelaçadas. É formada a partir de células do epitélio 

basal, da lâmina basal, bem como de fibras do estroma anterior. Se lesada, a membrana de 

Bowman não se regenera, tendo por consequência a perda de sua transparência. A membrana 

de Bowman tem por função manter a integridade e a organização epitelial, bem como separar 

o epitélio do estroma.  

O estroma é responsável pelo maior volume da córnea com aproximadamente 90% da 

espessura total da córnea e consiste em uma forma altamente regular de tecido colágeno denso 

formando lamelas delgadas.  Sua densidade celular é reduzida, estando os ceratócitos 

localizados entre as lamelas, no terço anterior e médio do estroma. No estroma são, também, 

encontrados os axônios dos nervos, as células de Schwann, os fibroblastos e alguns leucócitos 

são dispersos entre as lamelas.  

A superfície interna da córnea é revestida por uma camada de células endoteliais 

achatadas que são sustentadas por uma membrana basal elástica muito espessa, conhecida 

como membrana de Descemet, formada a partir do endotélio. Essa camada é facilmente 

regenerada.  

Segundo Steele (1999, p.28), coelhos não possuem a membrana de Bowman. 
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De acordo com Melo (2007) o endotélio é uma camada única de células hexagonais, 

medindo aproximadamente de 4 a 6 µm de altura e 20 µm de comprimento, no qual as células 

dispõe-se em um padrão tal que, por sua semelhança, é chamado de mosaico endotelial. 

Quando há perda de células endoteliais, as remanescentes "deslizam" em direção à área lesada 

para ocupá-la, aumentando de tamanho (polimegatismo) e alterando a sua forma 

(pleomorfismo). Esse mecanismo é responsável pelo reparo do endotélio, uma vez que a 

mitose em células endoteliais adultas é escassa e lenta. É importante enfatizar que o endotélio 

é fundamental para manter a transparência e organização das camadas da córnea, evitando-se 

o edema corneano (Figura 3). 

 

Figura 3 - Camadas Histológicas da Córnea de Coelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Foto: Silvana Ayres Martins 
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Segundo Fine e Stramer (2005, p. 2), a pele proporcionou o modelo básico para o 

estudo da cicatrização e muito do que é estudado em pele, pode ser transferido para a córnea. 

Entretanto, a cicatrização da córnea tem diferenças importantes que devem ser entendidas 

devido ao mecanismo e seus efeitos finais. Enquanto na pele, o objetivo é a formação de um 

tecido cicatricial resistente, na córnea, um dos aspectos mais importantes de cicatrização é a 

forma como os processos de cura visam minimizar estes resultados finais que teriam 

consequências visuais graves. 

Segundo Monteiro et al. (1999 apud PONTES et al., 2011) o processo de cicatrização 

corneana se dá diferentemente do processo em pele, dependendo da profundidade e do tipo de 

lesão envolvida. No caso da profundidade, a reparação poderá ocorrer pelo deslizamento ou 

migração das células epiteliais para cobrir a área lesada e para reconstituir o número de 

células epiteliais normais o processo se dá por mitose.  

De acordo com Klenkler e Sheardown (2004) apud Pontes et al. (2011) a reparação de 

lesões que envolvem a córnea, é muito complexa e consiste em uma série de eventos que 

ocorrem simultaneamente. A integração da proliferação celular, migração, diferenciação, 

apoptose e comunicação intercelular envolvem proteínas da matriz mesenquimal, 

proteoglicanos, fatores solúveis e enzimas proteolíticas, além de alguns tipos celulares. Isso se 

dá graças à ativação de células tronco limbais na ultima fase do processo de regeneração, a 

proliferativa. As células tronco produzem células amplificadas e transientes (TACs); as TACs 

se transformam em células pós-mimóticas (PMCs), as PMCs se transformam em células 

terminalmente diferenciadas (TCDs); em seguida ocorre o estabelecimento adicional de 

hemidesmossomos; possível hiperplasia epitelial e a substituição das extremidades terminais 

do nervo axon da córnea. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Materiais:  

4.1.1 Reagentes 

Reagentes 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil 

brometo de tetrazolina (MTT), acepromazina, acetona P. A.,  ácido acético glacial, ácido 

bórico (H3BO3), ácido clorídrico (HCl), ácido nítrico (HNO3); ácido sulfúrico concentrado, 

albumina bovina sérica, células fibroblásticas de córnea de coelho da linhagem SIRC 0224, 

cloreto de amônio, cloreto de amônio, cloreto de potássio (KCl), cloridrato de cetamina, 

cloridrato de proximetacaína, clorofórmio (CHCl3), colesterol (Sigma), dimetilsulfóxido 

(DMSO), colírio de fluoresceína, etanol, hexano, fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4), gel 

oftalmológico dexpantenol 50 mg/g, solução salina tamponada (PBS), fosfato de sódio 

monobásico (NaH2PO4), hidróxido de potássio (KOH), hidróxido de sódio (NaOH), 

hipoclorito de sódio (NaClO), L-glutamina, meio de MEM Eagle Sigma, metanol (MeOH), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), tartarato duplo de sódio e potássio tetra-hidratado 

(KNaC4H4O6.4H2O), reagente de Biuret, solução saturada de NaCl, soro bovino fetal, 

sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H2O), sulfato de sódio anidro (Na2SO4), sulfato 

ferroso, dimetilssulfóxido (DMSO), tartarato duplo de sódio, tripsina/EDTA, vermelho de 

metila. 

4.1.2 Equipamentos 

Foram utilizados: agitador de soluções AP 56 Phoenix, agitador magnético, almofariz 

e pilão, aparelho de destilação de amônia, banho-maria, bisturi punch nº 5, caixas plásticas 

transparentes de polietileno, câmara de fluxo laminar, cápsula de porcelana, centrifuga,  

dessecador, espectrofotômetro de placa, espectrofotômetro MultiSpec-1501 da marca 

Shimadzu, espectrofotometro UV/vis Thermo Scientific, flash circular para macrofotografia, 

forno de mufla, liofilizador marca Thermo Savant, Microondas (Milestone), objetiva Canon 

macro de 100 mm, rota-evaporador, shaker orbital, aparelho de Soxhlet. 
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4.2 Caracterização taxonômica do caracol africano encontrado em Alagoas 

Os animais coletados no estado foram identificados taxonomicamente pelo geógrafo e 

pesquisador malacologista Ignacio Agudo-Padrón, consultor vinculado ao Museu 

Zoobotânico Augusto Ruschi - MUZAR, do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

de Passo Fundo - UPF/ RS, à Estação Experimental do Arroz - EEA, do Instituto 

Riograndense do Arroz - IRGA, Cachoeirinha/ RS e ao "Projeto Avulsos Malacológicos - 

AM", Florianópolis/ SC (Anexo A). 

4.3 Manutenção dos caracóis 

Inicialmente foram capturados 100 caracóis asselvajados da espécie A. fulica (figura 

4) oriundos do Campus da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no bairro do Tabuleiro 

dos Martins, em Maceió e do município de Capela, interior do estado de Alagoas, durante o 

mês de junho de 2011, quando o autor acompanhou uma equipe da TV Gazeta, como 

consultor, para prestar esclarecimentos sobre uma grande infestação desses moluscos na zona 

rural do município. Estes primeiros animais, com massa corporal média de 29 gramas, foram 

mantidos em laboratório como doadores de o muco, a principal matéria-prima desta pesquisa. 

Figura 4 - Caracol Africano Achatina (Lissachatina) fulica de tamanho médio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fonte: o autor (2013) 
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               Os caracóis foram mantidos no interior de caixas plásticas transparentes, de 

polietileno de alta densidade da Plasbox, com capacidade para 50 Litros, medindo em 

centímetros, 28x42x49 de modo a proporcionar aos animais uma maior higiene e um minimo 

de estresse. Para a manutenção destes animais em laboratório foi desenvolvido uma técnica de 

criação inédito, que poderá ser utilizado para a criação intensiva de caracóis arborícolas 

(AQUINO, 2012) em qualquer parte do mundo. (Figura 5). 

Figura 5 - Sistema de criação desenvolvido para este experimento.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor (2013) 
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Os caracóis foram alimentados com ração para codornas, eleita por Ademolu et al. 

(2004, p. 416) como uma das melhores rações para esta espécie, além de água ofertada ad 

libitum. A ração adotada foi da linha natural da marca PURINA para codornas em produção. 

Acrescentou-se à ração base, 10% de farinha de ostras da marca Volare para a manutenção da 

integridade das conchas dos caracóis. A alimentação e a limpeza das caixas foram realizadas, 

diariamente, pouco antes dos caracóis acordarem, ao anoitecer. 

4.4 Coleta do muco cutâneo de caracóis africanos 

Para a coleta do muco, os caracóis foram mantidos em jejum alimentar por três dias 

para minimizar a contaminação por coliformes fecais. Após o jejum, as conchas foram 

lavadas com escova e água de torneira e os animais deixados para escorrer.  

O muco do caracol foi coletado através de movimentos longitudinais repetitivos, 

pressionando-se o polegar contra as glândulas podais para estimulá-las, seguindo a orientação 

de Lorenzi (2006) (Figura 6). A maioria dos animais responde à ñordenhaò, produzindo até 

20% do seu peso em muco. No experimento, optou-se por ordenhas mensais. 

Figura 6 - A técnica para coleta manual do muco do caracol  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor (2013) 
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4.5 Estudo da citotoxicidade do muco liofilizado em células tumorais 

O material foi testado em três linhagens distintas de células tumorais: MDA-MB435 

(melanoma - humano), HCT-8 (cólon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), que 

foram cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer (EUA) e cultivadas em meio RPMI 1640, 

suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos e mantidos em estufa a 

37º C e atmosfera contendo 5% de CO2. As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido 

(DMSO), na concentração estoque de 5 mg mL
-1

.   

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo método do 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-

difenil brometo de tetrazolina (MTT) (Mosman, 1983) no Laboratório de Oncologia 

Experimental da Universidade Federal do Ceará - UFC. As células foram plaqueadas em 

placas de 96 poços nas densidades de 0,7 x 10
5
 (HCT-8), 0,6 x 10

5
 (SF-295) e 0,1 x10

6
 

(MDA-MB-435) respectivamente. Em seguida, as soluções de muco foram adicionadas e as 

placas incubadas por 72 h em estufa a 5% de CO2 a 37ºC.  

As amostras foram testadas em concentrações que variaram de 0,048 a 25 µg mL
-1

  e 

as absorbâncias, obtidas com o auxílio de um espectrofotômetro de placa, um aparelho 

amplamente utilizado em laboratórios, cuja função é a de medir e comparar a quantidade de 

luz (energia radiante) absorvida por uma determinada solução, em comprimento de onda de 

595 nm.  

4.6 Capacidade sequestradora de radical livre: DPPH 

De acordo com Souza, Alves, A. G. C. e Alves, M. S. (2007) várias técnicas são 

utilizadas para determinar a atividade antioxidante em extratos e substâncias isoladas. Uma 

das mais utilizados avalia a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH), de coloração púrpura que absorve a um comprimento de onda de 516 nm. 

Por ação de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH é reduzido 

formando difenil-picril-hidrazina, de coloração amarela, com consequente desaparecimento 

da banda de absorção original, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da 

absorbância. A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade 

antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente 

no meio reacional. 

http://www.infoescola.com/materiais-de-laboratorio/espectrofotometro/
http://www.infoescola.com/quimica/solucoes/
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O muco in natura foi diluído em água milli-Q na proporção de 1:5, respectivamente e 

submetido ao tratamento em ultrassom por 5 min para homogeneização das soluções. Depois 

foi acrescentado o DPPH (40 mg mL
-1

) e a sua absorbância foi aferida em espectrofotômetro 

MultiSpec-1501 da marca Shimadzu, a cada 5 min nos primeiros 30 min e a cada 10 pelos 

últimos 20 min. 

A técnica utilizada para analisar as amostras do muco liofilizado e submetido à 

extração por Soxhlet em metanol foi a mesma. Prepararam-se soluções 50 mg L
-1

 em balões 

de 5 mL. As soluções foram homogeneizadas manualmente e, em seguida, com o muco in 

natura, acrescentou-se o DPPH (40 mg mL
-1

). A partir daí, procedeu-se como descrito 

anteriormente. 

4.7 Caracterização química do caracol africano 

O muco cutâneo liofilizado, o pó da concha e a farinha de carne do caracol africano 

foram submetidos à análise da composição mineral. 

Para a obtenção do pó das conchas dos caracóis para a análise físico-química, adaptou-

se a técnica descrita por Nunes et al. (2006) utilizada para conchas de ostras, já que houve 

dificuldade em se encontrar uma metodologia específica para conchas de A. fulica. Seis 

caracóis de tamanho médio (peso total 151 g) permaneceram por três minutos em água 

fervente (100 ºC) para facilitar a retirada das conchas, cujo peso correspondeu a 16% do peso 

total dos animais vivos. Em seguida, as conchas foram lavadas com detergente para a 

remoção de resíduos orgânicos e depois, imersas em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) 

a 1% por 24 h.  

Após esse período, as conchas foram lavadas com água corrente abundante e 

colocadas em estufa a 70 ºC por 2 h, para retirar os resíduos da solução de NaClO sendo, 

posteriormente, trituradas e secas com o auxílio de um almofariz e pilão até a obtenção de um 

pó fino e homogêneo.  

Este material foi levado à estufa onde permaneceu por mais três horas a 70 °C para 

eliminar as possíveis contaminações durante a tamisação. O material foi acondicionado em 

sacos plásticos e mantido em freezer até ser enviado para análises. 
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Para a obtenção da farinha de carne, inicialmente, foram sacrificados oito animais que 

permaneceram por 1 h, em congelador. Em seguida, as conchas foram extraídas e os animais 

embalados e levados ao freezer (-18 ºC) para congelarem. Após dois dias foram levados ao 

liofilizador marca Thermo Savant, onde permaneceram por 48 horas. Os animais liofilizados 

foram triturados em moinho de facas para a obtenção de um material homogêneo, semelhante 

a uma farinha.  

4.7.1 Procedimento para digestão das amostras  

Utilizou-se um sistema fechado com emprego de radiação microondas (Milestone) 

para digestão das amostras em frascos sendo que cada um continha 250 mg de material e 

solução ácida (3,5 ml de HNO3), 3,5 ml de H2O deionizada e 1,0 ml de H2O2). Os frascos de 

digestão foram estão devidamente fechados, inseridos na cavidade do micro-ondas e o 

programa que foi aplicado na digestão das amostras está apresentado na Tabela 1. Em 

seguida, os frascos foram mantidos sob sistema de ventilação por 20 minutos para 

resfriamento. Completou-se com água o volume do material digerido com 20 mL para 

posterior análise através de Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente 

Acoplado (ICPOES) (Varian) (Tabela 1). 

Tabela 1 - Programa aplicado para digestão das amostras em sistema fechado e radiação  

                 micro-ondas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: A digestão das amostras em sistema fechado, comparado ao sistema aberto, tem como principal 

característica, a melhor preservação dos componentes da amostra a ser analisada. 

 

 

 

Etapa Tempo (min) Potência (w) Temperatura (°C) 

I  4 750 90 

II  2 750 90 

III  8 1000 180 

IV  20 1000 180 

Fonte: o autor (2013) 



43 
 

4.8 Composição centesimal do muco liofilizado  

 As análises a seguir foram realizadas no Laboratório de Análise Nutricional e 

Bromatológicas do Centro de Ciências Agrárias e da UFAL. 

4.8.1 Umidade 

Foram pesadas aproximadamente 5 g da amostra de muco liofilizado em cápsula de 

porcelana, anteriormente tarada e aquecida em estufa regulada a 105º C. A amostra 

permaneceu por 4 h em estufa a 105º C e, em seguida, foi resfriada em dessecador por 15 min 

e pesada, segundo Association Of Official Analytical Chemists (2000). O teor de umidade foi 

expresso da seguinte forma: 

% Umidade = (P1 + X ï P2) / X x 100 

Onde: 

P1 = Peso da cápsula seca  

X = Peso da amostra in natura (g) 

P2 = Peso da cápsula + amostra seca 

Resíduo Seco: 100 ï U%, onde: 

U% = Percentual de umidade. 

4.8.2 Cinzas 

Foram pesadas aproximadamente 3 g de amostra em cadinho de porcelana 

previamente tarado e aquecido em forno de mufla regulada a 550º C e tarada. A amostra 

permaneceu por 4 h em forno de mufla a 550º C e, em seguida, foi resfriada em dessecador 

por 15 minutos e pesada, segundo Association Of Official Analytical Chemists (2000). O teor 

de cinzas foi expresso da seguinte forma:  

% Cinzas = 100 x N / P 
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Onde: 

N = Número de gramas de cinzas 

P = Número de gramas da amostra 

% Cinzas na amostra integral: % Cinzas na amostra seca x % Resíduo seco/100 

4.8.3  Proteína bruta 

Colocou-se 0,15 g da amostra em um tubo de digestão e em seguida adicionaramïse 5 

mL da mistura digestora (ácido sulfúrico + catalisador). O material foi levado para a digestão, 

com o aumento da temperatura de 50 em 50 °C, alcançando 350 °C. Esperou-se resfriar e 

iniciou-se a destilação. Ao tubo com amostra digerida, adicionaram-se 15 mL de água e 15 

mL da solução de NaOH a 40% (m/v). Então, o tubo foi acoplado ao aparelho de destilação de 

amônia. Nesta etapa foram colocados, em um frasco Erlenmeyer, 25 mL de solução de ácido 

bórico e uma mistura indicadora de vermelho de metila. A amostra foi destilada até dobrar o 

volume inicial, até aproximadamente 50 mL. Titulou-se com HCl 0,05 mol L
-1

 até a coloração 

mudar para o alaranjado, segundo Association of Official Analytical Chemists (1984). 

Os níveis foram medidos utilizando-se um fator de conversão padrão para alimentos 

de 6,25, para conversão do nitrogênio total em proteína bruta, da seguinte forma: 

 

Nitrogênio % (AS) = (Va ï Vb) x N x F x 14 x 100 / Peso da Amostra (mg) 

Proteína % (AS) = % Nitrogênio x Fator de Conversão 

 Onde: 

Va = Volume de ácido clorídrico gasto na titulação da amostra 

Vb = Volume de ácido clorídrico gasto na titulação do branco 

N = Normalidade do HCl 

F = Fator de correção do HCl 

14 = Miligramas de nitrogênio ou 1 mEq de nitrogênio 

100 = Porcentagem 

AS = Amostra seca 

Proteína Bruta % (AI) = % Proteínas (AS) x % Resíduo seco (RS) / 100 

AI = Amostra in natura 
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4.8.4 Extração lipídica 

Fração Lipídica (Método de FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957)  

Pesaram-se 4 g de amostra e homogeneizou-se em becker com 40 mL de metanol e 80 

mL de clorofórmio por 1 minuto. O homogeneizado foi filtrado em bomba de vácuo e o 

filtrado foi recolhido em frasco Kitasato. O resíduo retido no papel de filtro foi novamente 

homogeneizado, por 3 minutos, com 40 mL de metanol + 80 mL de clorofórmio e novamente 

filtrado. Este procedimento foi repetido por uma terceira vez.  O filtrado total foi 

recolhido em proveta de 500 mL com tampa esmerilhada e o seu volume foi aferido. Em 

seguida foi transferido para um funil de separação de 500 mL e adicionou-se ¼ do volume 

medido em KCl 0,88% em H2O. Agitou-se manualmente e esperou-se a separação das fases. 

Depois, transferiu-se a fase inferior para proveta de 500 mL e desprezou-se a fase superior. O 

volume foi medido na proveta e transferido para outro funil de separação de 250 mL. A esta 

amostra foi adicionado ¼ do volume medido de uma mistura de metanol H20 (1:2) e agitou-se 

manualmente.  

Em seguida, a fase inferior foi filtrada em balão para rota-evaporador utilizando um 

papel de filtro com sulfato de sódio anidro e o filtrado no balão é levado ao rota-evaporador 

para evaporar o clorofórmio (T = 40º C). 

Após evaporação o resíduo no balão (fração lipídica) foi resuspendido em 10 mL de 

clorofórmio. Esse volume foi armazenado em frasco âmbar após retirar-se todo o oxigênio 

com nitrogênio gasoso. Em seguida foi levado ao freezer a -80 °C. 

O teor de lipídeos totais foi determinado por gravimetria utilizando a perda de massa 

em estufa regulada a 105 ºC (FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957). O vidro de 

relógio foi previamente aquecido em estufa a 105 ºC por uma hora. Em seguida foi resfriado 

em dessecador por 15 minutos, até temperatura ambiente e depois pesado. Transferiu-se 1 mL 

do extrato lipídico para o vidro de relógio. Após duas horas em estufa a 105 ºC o vidro de 

relógio foi resfriado em dessecador por 15 minutos e pesado. O teor de lipídeos totais foi 

expresso através da seguinte expressão: 

% Lipídeos Totais = (Mfinal  ï Minicial ) X 100 / Massa da amostra in natura 

(g), onde: 

Minicial  = Massa do vidro de relógio seco 
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Mfinal  = Massa do vidro de relógio + amostra após 2 horas. 

4.8.5  (Fração Glicídica) Carboidratos 

A fração de carboidratos foi determinada pela expressão abaixo.  

Valor de carboidratos = 100 ï (% de umidade + % de cinzas + % de 

proteínas + % de lipídeos). 

Os resultados foram expressos em porcentagem em relação à massa da amostra seca. 

Para o cálculo da base seca utilizou-se uma regra de três a qual constava do percentual do 

nutriente com umidade e sem a umidade (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA 

SANITÁRIA, 2001). 

4.8.6 Valor calórico total 

Foi calculado a partir dos coeficientes calóricos correspondentes para carboidratos, 

proteínas e lipídeos, respectivamente 4, 4 e 9 kcal/g (ASSOCIATION OF OFFICIAL 

ANALY TICAL CHEMISTS, 1990) 

Valor Calórico = (carboidratos x 4) + (proteína x 4) + (lipídeos x 9) 

4.8.7 Colesterol por colorimetria 

O colesterol foi determinado por colorimetria segundo Bohac et al. (1988) adaptado 

por Bragagnolo e Rodriguez-Amaya, (1997). Os lipídeos foram extraídos a frio pelo método 

de Folch, Lees e Sloane Stanley (1957).  

Para a quantificação do colesterol total, uma saponificação prévia foi necessária para 

transformar os ésteres em colesterol livre. Embora a saponificação direta seja mais rápida para 

análise de colesterol, optou-se, neste trabalho, pela extração dos lipídeos antes da 

saponificação para permitir a determinação de lipídeos totais, colesterol e ácidos graxos a 

partir do mesmo extrato. 

Uma alíquota de 2,5 mL do extrato lipídico foi evaporada sob fluxo de N2, em tudo de 

ensaio. Uma vez o solvente seco, a amostra foi saponificada com 5 mL de KOH a 12,0 % em 

etanol, em banho-maria a 80 °C, com agitação, durante 15 min. A reação foi imediatamente 
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resfriada com a adição de 2,5 mL de água destilada e ficou esfriando por 15 min. A fração 

insaponificável foi extraída por duas vezes consecutivas com 5 mL de hexano. 

Então, foi tomada uma alíquota de 2,5 mL do extrato de hexano, evaporada sob fluxo 

de N2. Foi acrescido ao resíduo 3 mL de solução saturada de sulfato ferroso em ácido acético 

glacial e 1 mL de ácido sulfúrico concentrado. A reação com ácido sulfúrico concentrado e 

ácido acético saturado mais sulfato ferroso, no qual o sulfato ferroso agiu como um 

catalisador deu origem na presença de colesterol a uma coloração estável (SEARCY; 

BERGQUIST, 1960). A reação de Liebermann-Burchard se baseia na oxidação da substância 

(colesterol) por meio de íon férrico em meio sulfúrico. A densidade ótica foi medida em 

espectrofotômetro a 490 nm (Spetrumlab 21 - Model 1058) obedecendo-se um tempo de 

leitura de 10 minutos.  

A curva de calibração para colesterol foi elaborada segundo Searcy e Bergquist 

(1960), utilizando-se 0,06 g de colesterol (Sigma) diluído em 100 mL da solução (50 mL de 

acetona P. A. e 50 mL de etanol), do qual foram retiradas alíquotas de 0,1 mL a 0,8 mL da 

solução de colesterol padrão. Essa curva foi linear utilizando-se o padrão de colesterol obteve-

se a equa­«o Ȓ = 0,1359x + 0,0885 com R
2
= 0,9496, passando pela origem e cobriu a faixa de 

concentração das amostras. 

4.8.8 Quantificação e identificação de ácidos graxos 

Os lipídeos extraídos foram saponificados e os ácidos graxos esterificados em ésteres 

metílicos. Os ésteres metílicos foram obtidos modificando-se apenas as proporções dos 

reagentes das amostras (HARTMAN; LAGO, 1973). Após a extração dos lipídeos totais, uma 

alíquota de 25 a 50 mg de lipídeos, correspondente a 3 mL do extrato lipídico, foi 

saponificada, utilizando-se 2 mL de solução de NaOH 0,5 mol L
-1

, em metanol. A mistura foi 

aquecida em banho-maria fervente em tubo de ensaio com tampa por 5 min e depois esfriada 

em temperatura ambiente. Para o processo de esterificação, foi utilizada uma solução (mistura 

para esterificação), cuja preparação envolveu a adição de 16 g de cloreto de amônio, com 

acréscimo de 480 mL de metanol seco (anidro) e 16 mL de ácido sulfúrico, sob refluxo, em 

condensador à água com sistema tipo Soxhlet, durante 15 minutos, até total solubilização do 

cloreto de amônio. 
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Após o resfriamento da solução, adicionou-se 6 mL da mistura esterificada em tubo de 

ensaio contendo o extrato lipídico e a solução de NaOH 0,5 N em metanol. Nesta fase, a 

mistura foi aquecida em banho-maria fervente por 3 minutos e, após este período, foi 

adicionados à mistura, 5 mL de solução saturada de NaCl e agitou-se em agitador magnético 

por 10 s. 

Para a extração dos ésteres metílicos formados adicionaram-se 2 mL de n-hexano por 

3 vezes, transferindo a fase orgânica para um outro tubo de ensaio com o auxílio de uma 

pipeta Pasteur e agitador magnético. Depois adicionou-se a fase extraída pelo n-hexano mais 

5 mL de solução saturada de NaCl, agitando no agitador magnético por 10 segundos. Após 

agitação, a fase orgânica superior foi transferida para um tudo do rota-evaporador para 

evaporação do solvente. A ressuspensão da amostra se deu com 1 mL de n-hexano. 

A amostra foi transferida para frascos de vidro selados com tampa de teflon. Todos os 

reagentes utilizados foram de grau analítico. Os ésteres de ácidos graxos foram submetidos à 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. O material foi injetado 

manualmente em cromatógrafo a gás Shimadzu, modelo GC-17A, equipado com uma coluna 

capilar DB-5, s®rie US 1352151h, com 30 m de comprimento, 0,25 ɛm de espessura e 0,25 

mm de diâmetro interno. Foi utilizado Hélio (He) como gás de arraste a um fluxo de 1 mL 

min-1 e pressão de 50 kPa.  

A temperatura inicial foi de 50 ºC que permaneceu constante durante 2 min, em 

seguida houve aumento de temperatura até atingir 250 ºC. O tempo total de análise foi de 60 

min. As temperaturas do injetor e da interface foram mantidas, respectivamente, a 250 ºC e 

310 ºC. O modo de controle de injeção foi o Split, com razão de 30:1. Foram obtidos os 

espectros de massas por impacto eletrônico (IE). Para a identificação dos ácidos graxos foram 

utilizados padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos puros, comparando-se o tempo de 

retenção dos ésteres metílicos das amostras e dos padrões. A quantificação dos ácidos graxos 

foi feita por normalização de área. Os diferentes ácidos graxos foram identificados por 

comparação aos tempos de retenção apresentados pelo padrão cromatográfico (Sigma ï 

Aldrich). A quantificação dos ácidos graxos foi feita com a seguinte equação onde a área do 

pico observado multiplicado pela concentração do padrão interno e dividido pela área do 

padrão interno, expressando-se o resultado em mg mL
-1

 de cada ácido graxo sobre o total de 

ácidos graxos. 
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4.9 Avaliação da atividade biológica do muco  

 Para os experimentos in vitro utilizou-se culturas de células fibroblásticas de córnea de 

coelho da linhagem SIRC 0224 (Banco de Células/UFRJ) em meio de MEM Eagle Sigma, 

suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de L-glutamina. 

4.9.1 Manutenção da linhagem de células de córnea de coelho em cultura 

As garrafas de cultura foram mantidas a 37 ºC em atmosfera umedecida contendo 5% 

de CO2. O meio de cultura foi renovado a cada dois dias, retirando-se o meio antigo e 

colocando-se meio de cultura novo. Apenas quando as culturas chegavam a semiconfluência, 

as células foram liberadas das garrafas pelo uso da solução de tripsina/EDTA livre de cálcio e 

magnésio, em pH 7,2 e replaqueadas em densidade ideal para sua manutenção em cultura (10
5
 

cels/garrafa de 25 cm³).  

4.9.2 Obtenção da solução de muco 

Inicialmente optou-se por trabalhar com o muco liofilizado do A. fulica, utilizado nas 

análises anteriores. Devido à dificuldade em solubilizá-lo e a variedade dos resultados obtidos 

a partir das soluções testadas, foi substituído por uma solução de muco recém colhido e 

diluído em solução salina tamponada (PBS), passando esta a ser chamada de solução estoque 

com 0,5 mg mL-¹. 

Para a obtenção desta solução estoque de muco, utilizou-se a técnica descrita por 

Iguchi, Aikava e Matsumoto (1982, p. 571) adaptada pela Dra Maria de Fátima Martins, da 

Universidade de São Paulo (USP), obtida através de comunicação pessoal. Esta técnica 

produziu uma solução densa, homogênea, sem precipitado, diferente das soluções anteriores 

preparadas com o muco liofilizado, as quais deixavam grande quantidade de precipitado. Para 

cada parte de muco bruto foram adicionadas duas partes de PBS, deixando-se em agitação em 

ñshakerò orbital por 90 minutos. Em seguida a solução foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 

min para o aproveitamento do sobrenadante, que apresentou pH de 7,46.  

Devido à impossibilidade de filtrar-se a solução estoque através de um filtro Millipore 

de 0,22 µm para a retenção de microrganismos, optou-se por sua exposição aos raios Ultra 

Violeta (UV) em câmara de fluxo laminar, para sua esterilização.  
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4.9.3 Determinação da concentração de muco na solução estoque (1:3) 

Num frasco de vidro previamente pesado, colocou-se 10 mL (11,29 g) da solução de 

muco em PBS (1:3) que foi, em seguida, congelada a ï 80º C. Após 24 horas este frasco com 

o muco congelado por levado ao liofilizador onde permaneceu por 48 h. Após a liofilização, o 

frasco com a amostra liofilizada foi novamente pesada, obtendo-se um novo valor para o 

muco. Desta forma foi possivel determinar a concentração do muco na solução estoque. 

4.9.4 Ensaio de viabilidade celular 

O ensaio de MTT inicialmente foi realizado para escolher a concentração ideal para a 

utilização da solução de muco em culturas celulares entre as soluções testadas, com diferentes 

concentrações.  

A viabilidade celular avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT é um ensaio 

quantitativo para determinar a interrupção de uma função bioquímica crítica. Este ensaio é 

baseado no teste de atividade mitocondrial das células pela redução do MTT [brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio] por meio da quebra do sal de tetrazólio, de 

coloração amarelada, em cristais de formazan, de coloração azul escuro, pela enzima 

succinato desidrogenase presente nas mitocôndrias ativas. A quantidade de cristais formada é 

diretamente proporcional ao número de células viáveis. Assim, quanto mais escura a 

coloração ao final da reação, maior é a viabilidade celular. A densidade óptica resultante do 

teste de MTT é determinada em espectrofotômetro, em 540 nm (COSTA et al., 1999).  

As células, cultivadas em uma placa de 96 poços (densidade de 10ώ células/poço) 

foram incubadas por um período de 16 h para adesão celular. O ensaio foi realizado em todos 

os grupos, sendo utilizado, em cada poço, o volume de 200 µL. A leitura óptica da placa foi 

efetuada 24 h após o início da cultura celular, conforme procedimento a seguir: após retirado 

o meio de cultura, cada poço da placa a ser lida recebeu 277 µL de meio de cultura 

suplementado com 22,5 µL de MTT, em concentração de 5 mg mL
-1

 sendo, em seguida, 

incubado por 4 h a 37 ºC.  

Posteriormente, o meio de cultura suplementado com MTT também foi retirado e os 

cristais de formazan foram solubilizados pela adição de 200 µL de Dimetilsulfóxido de Sódio 
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(DMSO) e sua concentração quantificada espectroscopicamente por meio de um leitor de 

microplacas (espectrofotômetro), em comprimento de onda de 540 nm. 

4.9.5 Padronização do muco para os experimentos 

Para a padronização do muco a ser utilizado nos experimentos, optou-se em trabalhar 

com amostras congeladas da solução de muco confeccionada a partir de uma única partida de 

muco coletado. (Figura 7) 

 Este procedimento eliminaria o problema de aferição do peso seco da amostra de 

muco para cada experimento que fosse necessário fazer. No entanto, questionou-se se o 

congelamento da solução poderia interferir nas propriedades biológicas do material. Para 

avaliar se haveria diferenças significativas entre a solução fresca e a congelada, realizaram-se 

ensaios in vitro pela metodologia de MTT em células SIRC, com uma solução de mesma 

partida de muco fresco e após congelamento. 

Figura 7 - Muco fresco (esquerda) e liofilizado (direita). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: o autor (2013) 


