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RESUMO

Desde que foi introduzido no BrAxdiialti na. d®
espalhotse por todo o pais. Alguns pesquisadores associam ao muco cutaneo desta espécie,
parte do seu grande sucesso adaptatdMmetivandoconhecer melhor as propredes do
mucodo caracol africane sugerir novas formas de apedamento visando o controle deste
caracol exotico invasor, este trabahealizou acaracterizgdoquimicada conchado caracol

sem concha do muco do caracol africaramletado em Alagoasavaliou a agao cicatrizante

de uma solucdo de muco, jA comprovada para pele, em Ulceras em corneas cirurgicamente
produzidas em coelho®s caracois asselvajados foram mantidos em laboratorio utiliz@ndo

uma nova metodologia desenvolvida especialmerdea pp manutencdo de caracois
arboricolas, com sensiveis melhorias higienizacdo, na reducdo do tempo gasto para o
tratamento diario e na diminuicdo do estresse dos animais. Esta metodologia foi descrita
XXII EBRAM em 2011, em Fortaleza e publicadafoana deartigo cientifico sob o nome

fi Mw breeding management for snails (mollusca: gastropoda: pulmonata) in plastic boxes
(recipients/ conteiners)o. Foram realizadas
caracol sem concha, da concha e do macmmposi¢do centesimal do muco liofilizado e a
capacidade antioxidante avaliada através da atividade sequestradora do radical -livre 2,2
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Em relacdo aos resultados, a composicdo de macro e
micronutrientespresentes no casal sem cooha, na concha e no muco do 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 composi¢ao
centesimal obtiverarse os seguintes dados: matéria seca (91,72 + 1,85), umidade (8,28 +
0,97), cinzas (31,1 + 0,35), proteina bruta (49,97 + 3,21), carboidratos (8,15 + 1,43), calorias
totais (242,48 + 53,23), lipideos em 100 g (2,5 £ 0,44) e colesterol (50,2 £ 0,3); 0 muco néo
demonstrou capacidade antioxidante em nenhuma das amostras andfasmasgientar a
escolha da concentracdo de muco ideal para o tratamento das lesfes do exgarinanto

foram testadam vitro solugcdes com as seguintes concentracdes 0.01 g3 mg ml-,

0.06 mg mlkt e 0.125 mg mk. A viabilidade celular foi aferida através do método MTT e
Tripan Blue. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre as concentracdes testadas,
portanto, a concentracdo escolhida para ser a base para m mrepsolucédo oftalmica foi

aquela que, graficamente, melhestimulou aproliferacdo cellar (0,125 mg mtl). No
experimentoin vivo, a evolugdo das lesGes de corneas nos 18 coelhos, divididos em trés
grupos de 6 animais: 0 grupo controle, o grupo muoogeupo tratado com o epitelizante
epitegel, foi acompanhada pela medicdo do percentual de cicatrizacdo das areas das 36 lesdes
através de 144 macrofotografias tiradas ao longo do experimento, as 0, 24, 48 e 72 h. Para a
realizagdo do experimento, aprovacgelo comité de ética da UFAL, processo n°
010190/201485, foi utilizada uma lamina de bisturi para escarificar o epitélio corneano
circunscrito previamente pomum bisturi circular (punch n° 5) e o protocolo anestésico
utilizado teve 3 etapas: tranquil¢Zo com acepromazina (0,05 mg / kgPV/IM), anestesia com
cloridrato de cetamina (12mg/IM/kgPV) e anestesia local com cloridrato de proximetacaina
0,5%. Em relacdo aos resultados, ndo houve diferencas estatisticas entre 0os grupos muco e
epitegel; a solucaoftalmica a base do muco (0,125 mg 25 pL) teve um desempenho
semelhante ao epitelizante epitegel 10 g (Gel Oftalmologico Dexpantenol 5Q negrgrole
positivo), um dos melhores medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento de
lesbes de cornea. Nentanto, ambos apresentaram significancia em relacdo ao resultado do
grupo controle, que apresentou umaior tempo de cicatrizagdGom 72 h, das 12 lesdes do

grupo controle, apenas 2 (16,66%) estavam cicatrizadas; do grupo epitegel, apenas 8
(66,66%) estvam cicatrizadas e do grupo muco todas (100%) estavam cicatrizadas.



Demonstrotse desta forma, a capacidade de cicatrizacdo do muaofdbca também para

o tratamento de Ulceras de cérnea e a sua acdo especifica, além de acelerar a recuperacédo dc
les@es nos animais, ndo produziu em nenhum deles, uma Unica citsitred. Resta saber
exatamenteo seu mecanismo de acdo junto ao conjunto de etapas da cicatrizacdo da cérnea,
especialmente, se detém agdtimulantesobre aeproducdo dacélulas troncoresponsaveis

pela regeneracao deste epitélio.

Palavras-chave Composicdo mineralComposicaocentesimal Efeito cicatrizante.Acao
antioxidante. Proliferacédo celuléiuco.



ABSTRACT

Since it had been introduced in Brazil dating back to the 80sGtieat 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 dermalonamf the Great African Snail and also
suggesting new forms of taking advantage of it with a view to controlling this invading and
exotic snalil, this study work carried out the chemical characterization of the shell, of the snail
without the shell and dhe 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 animaksfrags methodology has

been described in details at the XXIl EBRAM in 2011, in Fortaleza, State of Ceara, Brazil,
and published in the form of a scientific
for snails (molusca: gastropoda: pulmonata) intplasc boxes (reci pient
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 evalted through the seizing activity of the free radicatdhenyt
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. fulicawas determined for 2Butrients, 5 macrautrients (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: diiedl ma
(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 oxidizingaigpin 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 Epitegeds 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 Corted of UFAL (The Federal University of
Alagoas), process n®10190/201485, 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: tranquihg 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 treatmenttbie lesions on the experiment in vivo, solutions were tested

in the following concentrations: 0.01 mg m¥L0.03 mg mkE:, 0.06 mg mE: and 0.125 mg

mL-1. The cellular viability was verified through the MTT and Tripan Blue methods. No
statistical difference 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-ImLWith regards tahe

results, there were no statistical differences between the mucous group and the Epitegel; the
ophthalmic solution based on the mucous (0,125 mg 25 pL) had a similar performance to the
ophthalmic solution Epitegel 10@phthalmological Gel DexpantendD mg ¢', 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/hedimg. 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 sogfinealing capacity of thA. fulicab s mucous al
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 s 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 thisedjoitn.

Key words: Great African Snail. Achatina fulica. Mineral composition. Centesimal
composition. Scarring/healing effedMucous.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Programa Global de Espécies Invas@#3S(2010, p.1), o Brasil
€ um dos 17 paises que concentram 70% de tedasp&cies animais e vegetais catalogadas
no planeta, engendrandentre 1520% de toda abiodiversidade eo maior nimero de
espécies endémicado entanto, nas Ultimas décadas, novas espécies exoticas invasoras

sido mais uma ameacastarica biodiversidade.

Segundo Thiengo et al. (2006,3).a Convencao sobre Diversidade Biologica (CDB)
define como espécie exdtiaguelaque se encontra fora de sua area de distribuicdo natural e
como espécie exotica invasora, a que ameaca ecossistemas, habéspeaes. Segundo
Souza (2009, p.35) patef i ni - «o0, esp®cies invasoras 0t

novas bem como novas Ssitua-»es de estresseo

De acordo com anternational Union for Conservation of NatuielUCN (2010),
parceira do GISPas hvasfes biolégicas sdo a segunda maior causa de perda de

biodiversidade no planeta.

As principais espécies invasoras no Brasil ggthonomus grandisBemisia tabaci
Ceratitis capitata Paratrechina longicornis(lnsetos);Ambrosia artemisiifolig Lespe@za
cuneatg Bambusa vulgaris Eichhornia crassipes Elaeis guineensis Leucaena
leucocephala Ricinus communis Rottboellia cochinchinensis (Espécies Vegetais);
Aristichthys nobilis Carassius auratus Cyprinus carpiq Hypophthalmichthys molitrix
Micropterus salmoidesOncorhynchus mykissOreochromis aureugPeixes);Phyllorhiza
punctata (Cnidario/ Medusa);Columba livia (Ave/ Passaro)fFicopomatus enigmaticus
(Anelideo); Lepus europaeusMus musculus Sus scrofa(Mamiferos); Trachemys scripta
elegans(Réptil/ Tartaruga);Schizoporella unicornis(Briozoario); e até microorganismos
como oVibrio cholerae Entre os moluscos tem o Mexilhlourado asiaticd,.imnoperna
fortunei, e o Achatina fulica, popularmente conhecido como caracol africano, o alvo de

NOS® pesquisa.

Segundo Venette e Larson (2004) apud GIPS (2010) em todos os paises onde se
estabeleceu, o clima é tropical, com temperaturas quentes e suaves durante todo o ano, além

de alta umidade.
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Gracas ao seu grande poder adaptativo, o caracol afristh@resente em todos os
estados ddedergdo. De acordo com Lobdo, Toledo e Ro¢20602, p.277), o caracol
africano realizaautofecundacdo, gerando descendentes férteis. Sua calaatezist se
enterrar algunsentimetromo solo, s6 corrobora para seegpossa entenderdificil tarefa
que é a sua erradicacdo. Tentativas mal sucedidas, de acordo comPaguaiece Lenhard
(2011) t°m | evado o Brasil a a scelarado processna i p
de extin¢édo de caracois nativos endémiemsontinente stmericand...] muitos deles raros

e end°micos [...] s«0 0s mais amea-adoso.

Neste contexto, a presente dissertacéo visa investigar novas utilidadéspatraa
fulica no Brasil, como forma de seu aproveitamento racional, o que podeaborar,
inclusive, para o seu correto controle na natureza, muito embora o grande risco proclamado
por diversos pesquisadores ao longo desses 24 anos apés a sua introducdo, ndo tenha passac
at® agora, apenas de um fArisco potencial 0.

Entre as suas prtipais utilidades, Thomé&omes e Picang(2006, p.41) citam que
0s caracOis sdo importantes na polinizacédo e disseminagdo de sementes e esporos que fican
aderidos a0 muco ou sao expelidas nas fezes, contribuindo ainda para a reciclagem de
nutrientes, cmo o calcio, pois sdo consumidos como alimento pelas planarias, anfibios, aves,
répteis e insetos. E um bioindicador devido & sua sensibilidade & polui¢do, servindo inclusive
para o lazer, pois se presta como animal de estimacdo, além de material imsdtpenia
educacdo ambiental. Os caracéis sdo utilizados para pesquisa cientifica experimental e para a

zooterapia, ja que a sua criacdo é muito simples.

Os caracéis terrestres sdo fontes de proteinas, particularmerdteshachatina
marginata (Swainson, 181), considerados como uma iguaria em alguns paises na Africa,
principalmente na Nigéria. De acordo com Ademolu et al. (2004)lesmatamentoa
destruicdo do seu habitat e a coleta indiscriminada para o consumo humano, tem levado a

rapida reducéo dgmpuacdes dearacois terrestres gigants seus locais de origem

Na pesquisa de Ademolu et al. (2004), entre todos 0s minerais encontrados na casca
dos caracéis (calcio, magnésio, zinco), o ferro foi 0 que apresentou maior concentracao,

qualificando suatilizacdo para o tratamento de anenfe@sopriva.
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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 producgéo de
acucares. O pesquisador destgua esta espécie pode vir a assuomin importante papel
para a segunda geracdo de etanol brasileiro, onde se espera poder até dobrar a producao d

etanol sem aumentar a area de edmacucar plantada.

O muco auxilia o caracol africano na sua locomog@ogcaptura de alimentos, na
reproducdo, na protecdo contra a desidratacdo, além de apresentar outras utilidades, como a
defesa contra predadores e microorganismos, por exeNplentanto, de acordmm Shim
et al. (2002, p.89892) o muco do caracol af@mo, por apresentar em sua COmpoSICAO
sulfato de acharan, um glicosaminoglicano recentemente isolado Kim et al, ¢986hui
para diminuir a hiperglicemia, o colesterol, os triglicerideos e fortalecer o sistema

imunolégicode camundongos.

Lee (20@) relatouque esse glicosaminoglicano, o sulfato de acharan, presente no
muco do caracol também tem propriedade-tmtioral potencial tantm vitro comoin vivo.
Tempone (2007) avaliou o seu potencial -fgi8hmania. Autores como Iguchhikava e
Matsunoto (1982),Martins etal. (2003, p.213), Sirio (2005), Lorenz2006) 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 teamtampa
econbmica 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
criagdo em cativeiro, o africano vem sendo comercializado em todo donmamiruma
quantidade significativa vem sendo exportada para a Europa e América do Norte, a partir de
Taiwan, além de outros paises asiaticos. O seu interesse como comestivel estimulou a sua
criacdo em S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parana eC8tartaa, segundo Teles
et al. (1997 apud GIPS 2010).

Nesta dissertacdo, além de pesquisar a composi¢cdo quimica do caracol africano
(carne, muco e concha), avahee o efeito cicatrizante do muco sobre Ulceras de cérnea em
coelhos Segundo Steele (199@pesar d cicatrizagdo da cornegresentar semelhancas com
a da pele, apresenta particularidades, como gemeracdo da estrutura original, néo

comprometenda visao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quimicamente achedricano Achatina
fulica) encontrado no Estado de Alagoas, assim como verificar a acéo cicatrizante do muco

cutaneo desses animais na recuperacao de Ulceras em corneas de coelhos.
2.2  Especificos

1. Indicar nova técnica denanejo que permita manter sdimas condicdes, o
Achatina fulicaem laboratorio;

2. Analisara citotoxicidade do muco;
Analisara capacidade antioxidante do muco do caracol africano;

4. Analisar os principais macro e microminerais presentes na carne, concha e muco
do caracol africano encoatto asselvajado no Estado de Alagoas;

5. Indicar a concentragédo ideal de uma solucdo de muco que favoreieo, a
proliferacédo de células de cérnea de coelhos em cultura;

6. Indicar uma solucdo apropriada de uso oftdlmico, para sua utilizacdo nos
experimenbdsin vivoem lesdes cirurgicamente produzidas em cérneas de coelhos;

7. Analisar in vivo, a agdo cicatrizante da solu¢cdo de muco em les6es em corneas de

coelhos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Contemporaneamente o caracol africano é encontrado em todadaduss dsasileiros.
O unico ecossistema onde ainda néo foi registrada a sua presenca é o bioma Pampa.

31 O Caracol Africano

Embora seja nativo da costa leste da Africa (Quénia e Tanzania) é encontrado,
contemporaneamente, em todos os continentes, exaefntartida. E uma espécie muito
resistente e capaz de modificar o seu ciclo de vida para se adaptar a distintas condicdes
ambientais. Por conta disso, Athatina fulica é apontado peldnternational Union for
Conservation of Natur€010) como uma ameagaagricultura, tendo um impacto negativo
sobre a fauna nativa, atuando ainda como vetor de doencas humanas. De acordo com
Sankaran (2010, p.1), o caracol gigante africano € uma das 100 espécies invasores mais
prejudiciais do planeta. Ndo sendo exigententua alimentacdo, consome 500 diferentes
tipos de plantas, incluindo fruf#8o, mandioca, cacau, mamao, amendoim e a maioria das
variedades de feijdo, ervilha, pepino e meldo. Come areia, pedriscos, 0ssos de carcacgas e até

concreto.

O filo Mollusca reuneoerto de 100.000 espécies, constituisdono segundo maior
filo animal, perdendo apenas pardilo Arthropodacom cerca de 891.000 espécies. De
acordo com Lorenzi (2006, 80), o sucesso do filo Mollusca é atribuido a sua extrema
adaptabilidade. De aadw com Rippert, Fox eBarnes (2005apud LORENZI; MARTINS,
2008, p.3132) todas as sete classes (Aplacophora, Polyplacophora, Monophacophora,
Gastropoda, Cephalopoda, Bivalvia e Scaphopoda) estdo presentes e melhor adaptadas ac
ambiente marinho; alguns bivas e gastrépodes sdo encontrados em habitats de agua doce,
mas somente 0s gastropodes estao presentes na terra, possuindo entre 0s seus representante
caramujos aquaticos, caracois e lesmas terresir@Sastropoda: Pulmonataonstituem o
maior grupo etre os moluscogerrestres(YOLOYE, 1984 apud UBOH; EBONG; MBI,
2010)

O Caracol AfricancAchatina (Lissachatina) fulica(Bowdich, 1822)¢ um molusco
terrestre pulmonado superior, pertencente ao Reino Animalia, Filo Mollusca, Classe
Gastropoda, Subclassellmonata, Ordem Stylommatophora, Familia Achatinidae e Género

Achatina. A espécie de acordo com Lorenzi, (2006, p.[@3}ence a um grupo com cerca de
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60 mil espécies de gastropodes viventes descritas e outros 15 mil fésseis conhecidos e
diversificados. Adesar de serem lentos e intimamente dependentes do substrato que habitam,
apresentam uma notavel capacidade de irradiacdo adaptativa que reflete no tipo da concha,

nos tipos de alimentacdo e na especializacao de diversos habitats.

Segundo Cooling (2005 ag GIPS, 2010), a sua concha é cbnica, estreita, com um
comprimento duas vezes maior que a largura, com 7 a 9 voltas, normalmente de cor marrom
avermelhada ou café; tem fracas marcacoes verticais amareladas, dependendo das condicdes
ambientais e de suaeda. Os adultos podem exceder os 20 cm de comprimento de concha
mas, geralmente, a média é de cerca de 5a 10 cm e o0 seu peso médio é de 32 gramas.

De acordo com Smith e Fowler (20@6pud GIP$2010) oAchatina fulica permanece
ativo em uma faixa de temgura de 9° C a 29° C e sobrevive a temperaturas de 2° C por
hibernacgéo e 30° C por estivagao.

3.2 Ecologia do Caracol Africano no Brasil

De acordo comAgudo-Padrén e Lenhard (201@xistem duas espécies de caracois
africanos no Brasil: cAchatina fulica asselvajado e 0A. monochromatica ocorrendo
exclusivamente, confinado em cativeiro no Estado de S&o Paulo/ SP, nas instalacdes
experimentais da Universidade de S&o Paulo (USPjrassununga e na propriedade

comercial do Eng. Agr. Carlos Alberto da FonsEaacia.

As duas primeiras matrizes éehatina fulica foram contrabandeadas para Curitiba,
estado do Parareém 1988, oriundas da Indonédizn outubro de 1990, os seus descendentes
comecaram a ser comercializados numa feira agropacu@ capital paraease
(ESCARGOT 1992 ESCARGOT 1994.

Em menos de 20 anos, o caracol africano espabquor todos os estados do Brasil.
O fato & A. fulica ser considerado hermafrodita verdadeiro, resistente as intempéries, as
enfermidades, prolifero, se alimentar deauenorme quantidade de vegetais alémsde
enterrar no solo para hibernar durante os periodos mais quentes do ano, corroboram para o
insucesso das tentativas de controle empetradas pelo governo. Segundo Souza 42007, p.
pouco sucesso tem sido obtidoaats do controle quimico, realizado por meio de pesticidas
gue apresentam problemas de toxicidade ao ser humano, aos animais domésticos e ao meio

ambiente.
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Prasadet al. (2004, p.1658) afirma que o controle bioldgico realizado por espécies
malacofagicas € desaconselhavel, pois estas espécies, além de exoticas, acabam
comprometendo a malacofauna nativa. O pesquisador cita as espécies deEaginditna
roseae Gonaxis quadrilateralisintroduzidasno Havai para o controle do caracol africano,

que acab@am sendo mais danosas ao ecossistema do que o gofrica.

Prasadet al. (2004) investigou novas formas de controle quimico e biolégico do
caracol africano e sugeriu o uso danona glabralL. (Annonaceae), conhecido no Brasil
como Araticumdo-brejo ou Araticumbravo por ser um vegetal resistente ao ataque dos
caracois. Segundo Siebra (2007A.aglabraé uma arvore de pequeno porte encontrada em
todo territério brasileiro, principalmente nas areas costditamyrama Global de Espécies
Invasoras GIPS (2010) cita que o fruto déenevetia peruvian@Pers.) Schumoriginaria da
América Central, conhecida popularmente como chdeéapoledo, também tém acéo
contra o caracol africano. Segundo Oliveir@odoy e Costa(2006), os principais

componentes tdcos desta planta pertencem a classe dos glicosideos cardiotdxicos.

De acordo comMead (1979 apud PROGRAMA GLOBAL DE ESPECIES
INVASORAS -GIPS (2010) o processo de naturalizagcdo pode amenizar os impactos dessa
esp®ci e invasor a; e dodsclineo daspopulacGestdiiica pdreeen 1 me n
ser i n eNo iBtasil \a @lesenca de predadores nativos jA comeca a ser relzada.
acordo com Colley déischer (2009, p. 678) tem sido verificado o consumoAdédulica
asselvajado pelo Mico Ledo Douraflaeontopithecus rosalia rosallana Reserva BiolGgica

de Pocos das Antas, no Rio de Janeiro.
3.3 O caracol africano como etor de doencas

Sankaran (2010, pl) cita que OA. fulica pode &uar como vetor intermediario de
Angiostrongylus cantonensis (Chebh935) verme pulmonar de ratos, responsavel pela
meningite eosinofilica (ME) em seres huma(®A0 PAULQ, 2010). Segundo Tsai et al.
(2001), desde o seu primeiro diagnéstico em 1945, a ME foi responsavel por mais de 2.800
mortes, em todo o mundo, nosimlbs 68 anos. Sankaran (2010, Iy. também cita a
Aeromonas hydrophilauma bactéria gramegativa que pode causar grande variedade de
sintomas, especialmente, em individuos imunodeprimidos. Sankaran (2Q0cgmenta
ainda que cAchatina fulica propagaoutras doencas como a podrigéarda do cacaueiro,

causada pelo fungéhytophthora palmivoraque se dissemina através de gaass.
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Segundo Caldeira et al2007, p 887%889) a descobertaodprimeiro africano
naturalmente infectado co#ingiostrongyluscantonensisno Brasil devese a pesquisadora
paulista, Dra. Iracy Lea Pecora, pesquisadordJdizersidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, em S&o Vicente, Sdo Paulo.

Colley e Fischer (2009, p. 674) afirmam que o caracol africano € considerado um
problema de saude publica por ser potencialmente hospedeiro de nematoides causadores da
angiostrongiliases humanas, no entanto, é fato djuersas espécies nativas podem causar
estes mesmos infortinios, porém, tais enfermidades potencialmente dasesde,aso se
manifestam, segundo Vitta et al. (2011, p. 5970) se forem ingeridos crus ou mal cozidos,
habito alimentar comum apenas no continente asidtiadigural temos a emparacéo entre

0s 6bitos produzidos pela meningite eosionofilica desde 1®848n@s) no mundo e algumas causas

de 6bitos no Brasil entre 20@D11 por outras causas.

Segundo Chrosciechowski (1977) € surpreendente a falta de especificid#de do
cantonensis em relacdo aos seus hospedeiros intermediarios e paraténicos (planaria,
caranguejos, camardes, peixes, ras e sapos), citando uma longa lista de moluscos gastropodes
terrestres e de agua doce (caramujos, caracois e lesmas) capazes de se infectar por via natura

ou experimental, hospedando larvas infectantes deste perigoscopdeasiedores.

Figura 117 Comparagédo entre as angiostrongiliases transmitidas pelo caracol africano e
algumas ocorréncias de ébitos no Brasil
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Chrosciechowski (1977, p. 296) cita que larvas de terceiro estadio aimtonensis
podem utilizar hospedeisqgaraténicos (transporte), sobrevivendo por um periodo prolongado
sem sofrer alteracfes tornarsl® portanto, reservatorios. Até verduras cruas podem se
comportar como reservatorios ocasionais se tiveram contato com moluscos triturados, assim,
tanto o honem como os roedores, podem infedar pela ingestdo do hospedeiro
intermediério cru ou mal cozido ou seus reservatorios. Segundo Chrosciechowski (1977, p.
296) diversos autores apresentam uma longa lista de moluscos gastropodes terrestres e de
agua docecaracois e lesmas, infectados por via natural ou experimental, hospedando larvas
infectantes em sua terceira fase. O autor cita que entre esses moluBtospbalaria
glabrata, conhecido como o hospedeiro intermediario Stthistosoma mansoniao ser
exposto em laboratério, resultou ser um excelente hospedeiro intermediarié. de

cantonensis

Thiengo et al. (2006, p2-7) citam no Brasil os seguintes gastropodes exoticos
invasores de importancia médicaAchatina fulica, naturalmente, 8radybaena sim#res o
Limax flavus, o Deroceras laeve o Melanoides tuberculatus, inclusive, oHelix aspersa
atualmente asselvajado no Rio Grande do Sul e identificado naturalmente infectado com
larvas deA. costaricensisieste estado.

Rambo et al. (1997), Laitana al. (2001), Thiengo, (2007 ap@OLLEY; FICHER
2009, p. 678) citam diversas espécies de gastropodes terrestres, encontrados naturalmente
infectados no territéribrasileiropor A. costaricensisentre elas algumas nativas, que podem
transmitir ou ja trasmitiram angiostrongiliaseBradybaena similares(Férussac, 1821)
(BRADYBAENIDAE - exdtica), Limax maximus (Linnaeus, 1758) elLimax flavus
(Linnaeus, 1758) (LIMACIDAE- exoticas),Helix aspersaMdller, 1774 (HELICIDAE -
exética), Phyllocaulis variegatus (Semper,1855),Phyllocaulis soleiformis ( d 6 Or bi gny
1835), Sarasinula linguaeformis(Semper, 1885) delocaulus angustipegHeynemann,
1885) (VERONICELLIDAE- nativas), além déeptinaria unilamellata( D6 Or bi gny , :
(SUBULINIDAE - nativa).

Segundo Neuhsss et al. (2007), os caramujos africanos no sul do Brasil ndo séao
hospedeiros permissiveis para as duas espéciesngiestrongylus ndo representando,
portanto, um risco significativo para a transmisséao destes parasitas. Péréostaricensi,s
até omomento, com varios casos registrados no Brasil, nunca foi associado a transmissao

pelo caracol africano no paf3s principais hospedeiros intermediarios pafa costaricensis
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sdo lesmas da familia Venonicellida@LICATA (1965), MORERA (1973 apud
NEUHAUSS, 2007; SILVA, 2003;.6)

No Brasil foram divulgados até hoje, apeddsasos de ME, a pior doenca atribuida
ao Africano (Figura 2)Os quatro primeiros casos foram relatados no Espirito Santo. Os dois
primeiros foram descritos por Moreifilva et d. (2004, p.169) em um casal de criangas em
Vitoria e o diagnostico foi associadoTaxocaras pp, um nematdédeo comum em cées e
gatos. Em 207, o responsavel pelos terceiro e quarto casosyridosno municipio de
Cariacicai ES segundo Caldeira et €007, p. 887 e Thiengo et al 2010 p. 1&%,uma
lesma, Sarasinula marginata(Semper, 1885) ingerida crua.sQuinto e o0 sext@asos
ocorreramem Pernambucaem 2008 respectivamentaos municipios de Escada e Olingla
foram provocados pela ingestdo crd@ moluscos nativos, provavelmentam caramujo
limnico o Pomacea lineatépix, 1827 Os 5 casoseguintesde acordo com EspiritSanto et
al. (2013, p.130)foram reportados partir de 2010 no estado de S&o Paulcagbsnuma
mesma familia em Mongaguw&o ultimq registrado na capital paulista, comproretena
menina de 11 ano®No peridomicilio de Mongagu&ao foi encontradmenhumA. fulica
parasitado po. cantonensise na capital paulista,0 responsavel foi uma lesma nativa

(Sarasiluna linguaeform).

MaldonadoJunior et al. (2010, ©40) publicaram que a distribuicdo silvestreAlo
cantonensisno Brasil é o resultado de multiplas introdugfes do parasita porargiagir
periodo colonial brasileiro, consequéncia do intenso comércio pratiGadgpata com o0
continente Africano. Portanto, a ocorréncia deste parasito no pais, séfpiddoadoJunior
(2010, p. 940) néo é decorrente da presenca do Africano, poisamtonensiga estava aqui

muito antes da introducao do primeiro Africano, ha apatuas décadas.
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Figura 2 - Casos de meningite eosinofilicao Brasil até 2013.
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34 O Impactosobre o anbiente

Colley e Fischer (2009, p. 677) publicaram que a Secretaria do Estado do Parana
(SESA/PR) registrou a ocorréncia de fulica em 132 dos 399 municipios do estado,
entretanto, o impacto econdomico do molusco n&o foi evidenciado. Neste mesmo artigo, citam
que apoOs consultarem representantes da Empresa de Assisténcia Técnica e Extencdo Rural
(EMATER/PR), Secretaria de Estado da Agricu#tue Abastecimento do Parana
(SEAB/PR), Instituto Agronémico do ParandAPAR) e o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e AbastecimentdAPA/PR), a impressdo continuou unanime: nenhuma das
instituices apontou @. fulica como praga agricale&SegundoColley e Fischer (2009, p.

677), a EMATER/PR e o DERAL vinculado a SEAB/PR nédo detinham nenhuma informacao
sobre prejuizos agricolas e que o IAPAR ressaltou que 0s prejuizos ocasionais por caramujos
e lesmas sobre a agricultura paranaense sédo eventuais erdmaadocal, ndo havendo
estimativa sobre o grau de prejuiZinlley e Fischer (2009, p. 677) entrevistaram, ainda,
diversos produtores rurais em MorreteBR e também nao revelaram a existéncia de grandes
prejuizos econbmicos; 63% dos entrevistadosrmafiam ndo estarem sofrendo
economicamente pela presenca do invasor e em Guaraquecaba/PR, todos 0s entrevistados
afirmaram quéA. fulica representa um transtorno, pelo fato de comer as plantas do quintal,

liberar uma grande quantidade de muco e fezes,@gdémpresentar ameaca a saude.

Y

Apds comentar sobre os riscos a saude publica e a agricultura, o préximo passo
consiste em analisar 0 seu risco potencial ao meio ambiente brasileirourhtaigez, de
acordo com Colley €ischer (2009p. 678, 680), a priipal ameaca, inclusive em ambientes
antropicos, tem sido relacionada aos danos causadosigaasdes moluscos nativos
pertencentes a familidegalobulimidae. [...] As pessoas nado distinguem a espécie invasora
das nativas e acabam sacrificando os carammatisos juntamente com o invasor. [...] A
dificuldade para diferenciar a espécie invasora das nativas é acentuada uma vez que alguns
panfletos informativos sobre A. fulica até apresentam ilustracbes de uma espécie de
Achatina Lamarck, 1799, diferente daela introduzida no Brasil. Outro fator que dificulta a
identificacdo € o fato doA. fulica apresentar um forte polimorfismo durante o
desenvolvimento ontogenético. Isso sem mencionar que as tentativas frustradas de controle do
caracol africano tém exigiddgrande soma de esforcos e recursos financeiros, com quase

nenhum resultado encorajador.
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A proibicdo da criagdo e comercializagdo do caradchdtina fulica) em todo o
territério nacional ocorreu em 18 de agosto de 2005, comsteucdoNormativa nimerd@3
do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais RenoyiB&MA), que
passou a considerarA fulica como espécie exdtica invasora, portanto, nociva as espécies
silvestres nativas, ao ambiente, a agricultura e a saude public&Zandora implementacao
de medidas de controle, coleta e eliminagéao deste caracol.

Atualmente, o Brasil lidera um acelerado processo de extincdo de caracdis nativos
endémicos no continente sarnericano, muitos deles ameacados de extingdo devido as
campanas p¥bl i cas mal conduzidas desde 2003
ambiente do Brasil. Entre todas as espécies nativas de caracois terrestres, especialmente os
representantes especificos das Familias BULIMULIDAE, STROPHOCHEILIDAE e
MEGALOBULIMIDAE , muitas delas raras e endémicas, no geral, muito pouco conhecidas

cientificamente até hoje, sdo as mais ameacadas.
35 A carne do caracol africano e sua utilidade

A carne de caracol é relatag@mr como um alimento de alta qualidade, rico em
proteinas, pore em gorduras, de baixo custo e uma boa fonte de minerais essenciais,
necessarios para o desenvolvimento dos tecidos (ORISAWUYI, 1989; ADEMOLU et al.,
2004; FAGBUARO et al., 2006cUNMILAYO, 2008; apud UBOH; EBONG; MBI, 2010,
p.15).

Na pesquisa de Ubolgbong e Mbi (2010, p.15), as concentracdes de ferro,
magnésio, célcio, fosforo, potassio e sddio foram consideradas elevadas, enquanto o cobre,
cobalto e chumbo ndo foram detectados, o que levou os autores a recomendar os caracois
como alimento para favecer o crescimento e desenvolvimento do ser humano, corroborando

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

Pearson e Gillet (1998pud UBOH; EBONG; MBI, 2010, p.15) relataram que o
calcio é o mineral mais abundante emcado na carne dos caracoéis, mineral importante no

processo de coagulacdo do sangue e desenvolvimento dos 0ssos no ser humano.
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36 O muco e suasitilidades

Segundo Costa Neto (2006), o uso de animais como fonte de medicaméatos é
fendbmeno transcultat historicamente antigo e geograficamente dissemmmade acordo
com ele a literatura registra 0 uso clinico e terapéutico de compostos provenientes de
diferentes espécies de moluscos. A quimica de produtos naturais de ostras, mexilhdes,
mariscos, caras, 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 reacdo de defesa:
uma celular e outra mediagar fatores de defesa humoral. A primeira envolve a fagocitose
de particulas e o encapsulamento de materiais estranhos. Ja, a segunda, envolve lisozimas,
como proteinas, lectinas, fatores antibacterianos ou antivirais e opsonizacdo. Segundo a
pesquisadorao muco liberado pelos moluscos é um fluido viscoelastico, constituido de uma
matriz polimérica formada por longas cadeias de mucinam glicoproteina (proteinas
densamente glicolisiladgscuja principal funcédo € a protecdo do corpo do animal contra a
desidratacdo. Estas glicoproteit@éms alta massa molecular e sao resultantes da mistura de
materiais provenientes de diversas glandulas e exsudatos gerais das células epiteliais,
contendo duas subunidades idénticas e proteinas chamadezhalen. Esta poteina,o
Achacin, uma glicoproteina com alto peso molecular, foi isolada a partir do caracol gigante
africano e foi purificada e isolada por Otsttkachino (1993), que relata a sua propriedade em
destruir a superficie d8taphilococcus aureyssem prejuitar as células eucariéticas do

organismo infectado.

Kubota et al. (1985, [£214) descreveram a presenca da mucina no muco cutaneo, com
poder antimicrobiano, que inibe o crescimento de bactériasgpaitivas Bacilus subtilise
Staphilococcus aureyse gramnegativas Escherichia colie Pseudomonas aerugino¥a
propriedade citada também gdguchi, Aikava e Matsumoto(1982 apud_-ORENZI, 2006, p.

37). A mucinaconfere ao muco, resisténcia a protedlise e a propriedade de absorver agua,
dandelhe a consistécia de gel. A mucina é encontrada na maioria das glandulas secretoras
de muco e é o lubrificante que protege a superficie corporal contra o atrito e a erosao.
Apresenta seu esqueleto peptidico rico nos seguintes aminoacidos: serina, treonina e tirosina.
O muco produzido pelos caracois € constituido por uma série de lectinas,
mucopolissacarideos, glicoproteinas, proteinas, acido urénico, acido sialico, hexosaminas e
uma variedade de outras moléculas (GLINSKI; JAROSZ, 1997 apud LORENZI, 2006, p. 35).
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Jeonget al. (2001lapud LORENZI, 2006, p. 36), cita que 0s caracois terresikes
fulica possuem uma proteina glicosaminoglicana (GAG) presente no corpo, chamada sulfato
de Acharan, que representa cerca de 3 a 5% do peso seco dos tecidos deste animal e constitu

guase que inteiramente o muco secretado por estes animais.

Costa Neto (2006) dediceae ao levantamento do uso dos moluscos na medicina
tradicional, tendo publicado um artigo que descreve o uso de diversos moluscos nativos,

especialmente, no nordestedileiro.

Em busca de produtos de origem animal de importancia terapéutica, a exemplo dos
venenos dos aracnideos, propolis e mel das abelhas e, com a experiéncia acumulada ao longc
destes anos sobre as propriedades farmacologicas do muco do ¢ardabca e A.
monochromatica,Martins et al. (2003) relatam que muitas questdes estdo sendo revisadas e
indagacdes suscitadas, com vistas as aplicacfes terapéuticas e cosméticas utilizadas desde o

primordios da humanidade.

Na Franca e na AlemanhBons et al.1998 apudLORENZI, 2006, p.25) relatam o
uso do muco do caracol terrestre como base de preparacbes cosméticas e, com efeito
broncorelaxante devido a presenca de helicidina, que € caracterizada como extrato biolégico
obtido do muco de caracbis da espétlelix pomatia utilizado como um agente

antitussigeno.

De acordo com Tempone (2007, p.73), venenos e secre¢des cutaneas de anfibios, sédo
fontes ricas de novas moléculas quimicas, que podem ser utilizadas como protétipos
farmacéuticos no desenvolvimento devos farmacos. A secrecdo cutanea de varios animais,
especialmente, anfibios, tem apresentado compostos de importancia significativa com acéo
antiparasitaria e antifangica. Segundo o pesquisador existe um grande potencial a ser
explorado em produtos natigaerivados da fauna brasileira. Em relacadadulica, cita
ainda que a sua abundante secrecdo cutanea tem significativo potencial terapéutico e,
recentemente, comenta sobre a sua atividade antiangiogénica em células tumorais,
enfatizando, em sua pessg, a acado leishmanicida do muco brutcAddulica sobre formas
promastigotas de.(L.) chagasi,descrevendo, por meio de ensaios enzimaticos, a deteccéo de
atividade da kaminoacido oxidase (AAQO) no muco bruto d&. fulica. Neste trabalho, os
autoresdemonstraram que o peroxido de hidrogénigQdigerado por essa enzima € um dos

compostos responsaveis pela morte de 54% dos parasitos em cultutassitaania
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demonstrando dessa forma a acéo-laeishmania De acordo com Ferreiet al.(2009) esta

erzima é, também, amplamente distribuida em peconhas ofidicas, catalisa a desaminacdo
oxidativa de aminoacidos do tida Além disso, aL.-AAO tem atividade antimicrobiana,
citotoxica, apoptotica e edematogénica, principalmente através da formacdo do pgedxido

hidrogénio que contribui para a acéo citotoxica da enzima.

3.7 O muco como cicatrizante em pele

O homem possui, segundo Isaac et al. (2010), trés interfaces de contato com 0 meio
ambiente: as mucosas do trato gastrointestinal, do trato pulmonar ede,a spjeitas
frequentemente a estimulos danosos que desencadeiam processos biolégicos para a
restauracdo das funcdes perdidas. Ao conjunto dessas vias desentitatrizacdo. O
processo de cicatrizacdo depende do agente agressor, profundidade danes@w, tipo,
localizagdo, presenca de infeccéo, estado de saude e idade do individuo.

A cicatrizacdo esta dividida em trés fases: inflamatoria, proliferativa e remodeladora.
A primeira fase é caracterizada pela hemostasia, responsavel pela formacamdgulnde
fibrina e pela migracdo de leucécitos fagocitarios para o local da ferida, na tentativa de
remover substancias estranhas e microorganismos. A segunda fase, a proliferativa, envolve a
migracao e proliferacdo de trés classes celulares: fibrob)astdotélio e queratindcitos, além
da deposicao de fibronectina sobre o coagulo, formando o fibronexus. Nesta fase ocorre ainda
a secrecdo de colageno Il e a sintese de outros elementos matriciais, especialmente o
fibroblasto, o maior responsavel petasdancas estruturais. Na ultima fase, a remodeladora,
ocorre mudanca no padrdo de organizacédo do colageno Il que é substituido pelo colageno | e
ocorre o aumento da resisténcia da ferida. Todo o processo de cicatrizacdo é controlado por
polipeptideos chaados fatores de crescimento, que modificam a fisiologia de suas células
alvo. (ISAAC, 2010, p125)

Autores como Martins et al. (2003), 8i2005) e Lorenzj2006) descreveram efeitos
benéficos, antimicrobianos e cicatrizantes do muco extraido de safadttina spe a
potencializagdo destes efeitos a partir do acréscimo de plantas medicinais a dieta base dos
caracois, constatando a capacidade de retencdo nestes organismos de propriedades de

alimentos por eles ingeridos.
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Martins et al. (2003) avaliou racroscopicamente e histologicamente os efeitos
reparadores do muco do caragolfulica em lesdes provocadas por instrumento cortante na
pele de coelhos. As caracteristicas macroscopicas da lesdo foram registradas diariamente e
para a analise histologicarna biopsia foi realizada apos 72 h de tratamento. Os fragmentos
foram processados rotineiramente e corados com Tricromio de Masson. Histologicamente, a
epiderme dos coelhos tratados mostrou uma camada basal de células cubicas, enquanto 0s dc
grupo controt apresentaram uma camada basal de células cilindricas com areas
desorganizadas e a derme apresentou um estagio mais avancado no processo de reparo
quando comparado ao controle. A evolugdo macroscopica no processo de cicatriza¢ao ocorreu
num menor espacae tempo nos coelhos do grupo pomada em relagcdo aos demais
tratamentos, concluindo que o muco dos caracois influenciou o processo de reparo de lesGes
provocadas em pele de coelhos por meio de instrumento cortante e que a pomada produzida
com o0 muco dAA. fulica apresentou melhor reparacéo tecidual, tanto clinicamente quanto
histologicamente, sendo, portanto, uma alternativa aparentemente viavel para o tratamento de

feridas em pele de animais.

Sirio (2005) concluiu que as feridas de camundongos tratadasncomde caracois
alimentados com ragdo base e com ragdo cont&yophytum officinale (confrei),
apresentaram melhor recuperacdo da ferida tanto clinica quanto histologicamente, quando
comparados ao grupo controle. Macroscopicamente, 0s animais tratastosrano edemas
menores, maior presenca de crosta e maior contragcdo das bordas das feridas ao final do
experimento, quando comparados ao grupo controle. Histologicamente, os grupos tratados
também revelaram melhor reparacédo da lesdo, apresentando edemssnteaisos, grande
guantidades de tecido de granulacéo e infiltrados inflamatérios e o grupo tratado com muco

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

38 A coOrnea e o processo de cicatrizacdo

Segundo Brukitt et al. @94), acornea € a por¢cao transparente espessa da camada
corneceescleral encerrando a sexta parte anterior do olho. A cérnea € uma estrutura avascular,
de espessura muito pequena. No ser humano, ela temm0& consiste em cinco camadas:
epitélio, a memlana de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio.
cornea € mantida por difusdo de metabdlitos do humor aquoso e os vasos sanguineos do limbo
e parte do oxigénio advém diretamente do meio externo. NoO entaBtdjstas da

Universidade de Nangham (Reino Unido) descobriram, de acordo com Thorne (2013), uma
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nova camada da cérnea humana, batizada com o nome do seu descobridor, Harminder S. Dua.
AA nova camada agora descoberta est8 | ocal i
corneaw e a membrana Descemet. Embora tenha apenas 15 micrémetros de esessura
cornea inteira tem cerca de 550 micrébmetros ou 0,5 milimetro de espessanaada de Dua

® forte o suficiente para resistir a 1,5 ba

O epitélio € a camada maispsuficial da cérnea, formado por epitélio pavimentoso
estratificado com espessura de aproximadamente cinco células e detém alta capacidade de
regeneracao. O epitélio em seu todo funciona como uma espécie de barreira contra a perda de
liquidos e penetrac&te microrganismos, bem como apresenta uma superficie lisa e brilhante,

0 gque garante o seu poder refrativo.

A coeséo do epitélio € mantida pelos desmossomas e hemidesmossomas. Esse epitélio
€ sustentado por uma membrana basal especializada, conhecidaemii@na de Bowman,
que é particularmente proeminente no homemmia camada acelular, formada por fibras de
colageno e proteoglicanas densamente entrelacadas. E formada a partir de células do epitélio
basal, da lamina basal, bem como de fibragstoomaanterior. Se lesada, aembrana de
Bowman né&o se regenera, tendo por consequéncia a perda de sua transpan@iarana
de Bowman tem por funcdo manter a integridade e a organizat@@mkpem como separar

o epitélio do estroma.

O estroma é respadngel pelo maior volume da cérneam aproximadamente 90% da
espessura total da cérneaonsiste em uma forma altamente regular de tecido colageno denso
formando lamelas delgadas Sua densidade celular é reduzida, estando os ceratOcitos
localizados entras lamelas, no terco anterior e médio do estroma. No estroma séo, também,
encontrados os axdnios dos nervos, as células de Schwdibrpblastos e alguns leucécitos

sao dispersos entre as lamelas.

A superficie interna da coOrnea é revestida por uma damda células endoteliais
achatadas que sdo sustentadas por uma membrana basal elastica muito espessa, conhecid
como membrana de Descemfdirmada a partir do endotélio. Essa camada € facilmente

regenerada.

Segundo Steele (1999, p.28), coelhos ndo possumembrana de Bowman.
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De acordo com Melo (2007) o endotélio € uma camada Unica de células hexagonais,
medindo aproximadamente de 4 a 6 um de altura e 20 um de comprimento, no qual as células
dispdese em um padréao tal que, por sua semelhanca, é charmasmsiico endotelial.
Quando ha perda de células endoteliais, as remanescentes "deslizam™" em direcéo a area lesad:
para ocupda, aumentando de tamanho (polimegatismo) e alterando a sua forma
(pleomorfismo). Esse mecanismo € responsavel pelo reparo dtélendoma vez que a
mitose em células endoteliais adultas é escassa e lenta. E importante enfatizar que o endotélio
é fundamental para manter a transparéncia e organizacao das camadas da cérnessesvitando

0 edema corneanégifura 3).

Figura 3 - CamadasHistologicas da Cérnea de Coelho.
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Segundo Fine e Stramer (2005,2), a pele proporcionou o0 modelo bésico para o
estudo da cicatrizacdo e muito do que € estudado em pele, pode ser transferido paea a cor
Entretanto, a cicatrizacdo da coérnea tem diferencas importantes que devem ser entendidas
devido ao mecanismo e seus efeitos finais. Enquanto na pele, o objetivo é a formacdo de um
tecido cicatricial resistente, na cornea) dos aspectos mais impottes de cicatrizacao é a
forma como os processos de cwigam minimizar estes resultados finais que teriam

conequéncias visuais graves.

Segunddvonteiroet al. (1999%pudPONTES et al.2011)0 processo de cicatrizagao
corneana se da diferentemente dacpsso em pele, dependendo da profundidade e do tipo de
lesdo envolvida. No caso da profundidade, a reparacdo podera ocorrer pelo deslizamento ou
migracdo das células epiteliais para cobrir a area lesada e para reconstituir o numero de

células epiteliais mmais o processo se da por mitose.

De acordo conkKlenkler eSheardown (2004) apud Pontes et al. (2@ldparacéo de
lesGes que envolvem a coérnea, € muito complexa e consiste em uma série de eventos que
ocorrem simultaneamente. A integracdo da proligaacelular, migracdo, diferenciagéo,
apoptose e comunicacdo intercelular envolvem proteinas da matriz mesenquimal,
proteoglicanos, fatores sollveis e enzimas proteoliticas, além de alguns tipos celulares. Isso se
da gracas a ativacado de células tronco dimima ultima fase do processo de regeneracéo, a
proliferativa. As células trongaroduzencélulas amplificadas e transientes (TACS)TASs
se transformam em células pdémoticas PMC9, as PMCs se transformam em células
terminalmente diferenciadad ¢Ds); em seguida ocorre o estabelecimento adicional de
hemidesmossomos; possivel hiperplasia epitelial e a substituicdo das extremidades terminais

do nervo axon da cornea.



36

4 MATERIAL E METODOS
41 Materiais:
4.1.1 Reagentes

Reagente,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), 34,5dimetiltiazol2-il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina (MTT), acepromazina, acetona P. A., acido acético glacial, acido
borico (HBO3), acido cloridrico (HCI), acido nitrico (HN{) acido sulflrico concentrado,
albumina bovina séra, células fibroblasticas de cornea de coelho da linhagem SIRC 0224,
cloreto de aménio, cloreto de amoénio, cloreto de potassio (KCI), cloridrato de cetamina,
cloridrato de proximetacaina, cloroférmio (CHJCIcolesterol (Sigma), dimetilsulféxido
(DMSO0), wlirio de fluoresceina, etanol, hexano, fosfato de sédio dibasictiiy), gel
oftalmoldégico dexpantenol 50 mg/g, solucdo salina tamponada (PBS), fosfato de sdédio
monobasico (NapPQO,), hidroxido de potassio (KOH), hidroxido de sodio (NaOH),
hipoclorito & sddio (NaClO), tglutamina, meio de MEM Eagle Sigma, metanol (MeOH),
peroxido de hidrogénio (#D,), tartarato duplo de sédio e potassio tdidratado
(KNaC4H406.4H20), reagente de Biuret, solucdo saturada de NaCl, soro bovino fetal,
sulfato de cobre pegahidratado (CuS@5H,;0), sulfato de sddio anidro (BBQ,), sulfato
ferroso, dimetilssulféxido (DMSO), tartarato duplo de sédio, tripsina/EDTA, vermelho de

metila.
4.1.2 Equipamentos

Foram utilizados: agitador de solu¢cdes AP 56 Phoenix, agitador magradtiofariz
e pildo, aparelho de destilacdo de amdnia, bamduga, bisturi punch n° 5, caixas plasticas
transparentes de polietilieno, camara de fluxo laminar, cdpsula de porcelana, centrifuga,
dessecador, espectrofotometro de placa, espectrofotomettoSpée1501 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, rovaporador, shaker orbital, apno de Soxhlet.
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42  Caracterizagaotaxonomica do caracol africano encontradem Alagoas

Os animais coletados no estado foram identificados taxonomicamente pelo gedgrafo e
pesquisador malacologistdgnacio AgudePadron, consultor vinculado ao Museu
Zoohotanico Augusto RuschiMUZAR, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Passo Funde UPF/ RS, a Estacdo Experimental do ArrozEEA, do Instituto
Riograndense do Arroz IRGA, Cachoeirinha/ RS e ao "Projeto Avulsos Malacolbgicos
AM", Florianépolis/ SC (Anexad\).

43  Manutencao dosaracois

Inicialmente foram capturados 100 caracois asselvajados da eApédiea (figura
4) oriundos do Campus da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no bairro do Tabuleiro
dos Martins, em Macei6 @o municipio deCapela, interior dostado de Alagoasiurante o
més de junho de 20lXjuando o autor acompanhou uma equipeTdaGazeta,como
consultor, para prestar esclarecimentos sobre uma grande infestagcdo desses moluscos na zon.
rural do municipioEstesprimeiros animais, cormassa corporal médde 29 gramas, foram

mantidos em laboratério como doadadle® mucq a principal matérigrima desta pesquisa.

Figura 4 - Caracol Africano Achatina (Lissachatina) fulicade tamanho médio.
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Fonte: o autor (2013)
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Os caracoOis foram mantidos no interior de caixas plasticas transparentes, de
polietileno de alta densidade da Plasbox, com capacidade paidate®, medindo em
centimetros28x42x49 de modo a proporcionar aos animais uma maior higiameminimo
deestressePara a manutencao destes animais em laborat6rio foi desenvohadéanicade
criagdoinédito, que podera ser utilizado para a criagdo intensiva de caracois arboricolas
(AQUINO, 2012)em qualquer parte do mundé&igurab).

Figura 5 - Sistema ce criacdo desenvolvido para este experimento

Fonte: o autor (2013)
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Os caracois foram alimentados com racdo para codornas, eleita por Ademolu et al.
(2004, p.416) como uma das melhores racdes para esta espécie, além de aguaanfertada
libitum. A racdoadotada foi da linha natural da marca PURINA para codornas em producao.
Acrescentotse a racao base, 10% de farinha de ostras da Mala@ para a manutencédo da
integridade das conchas dos caracois. A alimentacdo e a limpeza das caixas foram realizadas,

diariamente, pouco antesgdcaracois acordarem, anoitecer.
44  Coleta domuco cutaneo de caracéis africanos

Para a coleta do muco, os caracois foram mantidos em jejum alimentar por trés dias
para minimizar a contaminagdo por coliformes fecais. Apésgjumj as conchas foram

lavadas com escova e 4gua de torneira e os animais deixados para escorrer.

O muco do caracol foi coletado através de movimentos longitudinais repetitivos,
pressionandee o polegar contra as glandulas podais para estlagjladeguido a orientacéao
de Lorenzi (2006)Figura6). A maioria dos animais responddi@denha, produzindo até

20% do seu peso em muddo experimento, omiu-sepor ordenhas mensais.

Figura 6 - A técnica para coletamanua do muco do caracol

Fonte: o autor (2013)
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45 Estudo dacitotoxicidade do muco liofilizado em células tumorais

O material foi testado em trés linhagens distintas de células tumorais: NVBA&5
(melanoma- humano), HCT8 (célon - humano) e SR95 (glioblastoma humano), que
foram cedidas pelo InstitntNacional do Céancer (EUA) e cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos e mantidos em estufa a
37° C e atmosfera contendo 5% de,C&s amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido

(DMSO), na concentrgio estoque de 5 mg mL

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo método-(fh5imetiltiazol)}2,5
difenil brometo de tetrazolina (MTT) (Mosman, 1983) no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceat#iC. As célulasforam plagueadas em
placas de 96 pocos nas densidades de 0,7’ XHKDT-8), 0,6 x 16 (SF295) e 0,1 x1®
(MDA-MB-435) respectivament&m seguidaas solu¢gdes de muco foram adicionadas e as
placas incubadas por 72 h em estufa a 5% dea@@°C.

As amostas foram testadas em concentracdes que variaram de 0,048 a 25" pg mL
as absorbancias, obtidas com o auxilio de um espectrofotbmetro de ysaamarelho
amplamente utilizado em laboratérios, cuja funcdo € a de medmearama quantidade de
luz (energia radiante) absorvida por uma determisatigdo em comprimento de onda de
595 nm.

46  Capacidadesequestradora de radical livre: DPPH

De acordo com Soaz Alves,A. G. C. e Alves M. S. (2007) variastécnicassao
utilizadas para determinar a atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas. Um
das mais utilizados avalia a atividade sequestradioraradical livre 2,ifenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), de coloracéo purpura que absorve a um comprimento de onda de 516 nm.
Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH é reduzido
formando difendpicril-hidrazina, de coloragcéo amela, com consequente desaparecimento
da banda de absorcdo original, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbéancia. A partir dos resultados obtidos, detersgna porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livfes 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 mucoin naturafoi diluido em agua miliQ na proporcao de 1:5, respectivamente e
submetido ao tratamento em ultrassom por 5 min para homogeneizagéo das solugdes. Depois
foi acrescentado o DPPHQ4ng mLY) e a sua absorbancia foi aferida espectrofotémetro
MultiSpec1501 da marca Shimadzu, a cada 5 min nos primeiros 30 min e a cada 10 pelos

ultimos 20 min.

A técnicautilizada para analisar as amostras do muco liofilizado e submetido a
extracdo pr Soxhletem metanofoi a mesma. Prepararase solucdes 50 mg'Lem baldes
de 5 mL. As solu¢des foram homogeneizadas manualmente e, em seguida, comim muco
natura, acrescentose o DPPH (40 mg ml). A partir dai, procedese como descrito

anteriormete.
4.7  Caracterizagdoquimica do caracol africano

O muco cutaneo liofilizado, o p6 da concha e a farinha de carne do caracol africano

foram submetidos anéliseda composi¢do mineral.

Para a obtencéo do p6 das conchas dos caracois para a analispifisica, adapiu-
se a técnicadescrita por Nunes et.gR006) utilizada para conchas de ostras, ja que houve
dificuldade em se encontrar uma metodologia especifica para conchasfulea. Seis
caracois de tamanho médio (peso total 151 g) permanecerammépominutos em agua
fervente (100 °C) para faddir a retirada das conchas, cujo peso correspontié%alo peso
total dos animais vivos. Em seguida, as conchas foram lavadas com detergente para a
remocéao de residuos organicos e depois, imersas erdcaeadipoclorito de s6didNaClO)
a 1% por 24 h.

ApoOs esse periodo, as conchas foram lavadas com &gua corrente abundante e
colocadas em estufa a 70 °C por 2 h, para retirar os residuos da solucdo de NaClO sendo,
posteriormente, trituradas e secas comndlid de um almofariz e pildo até a obtencdo de um

po fino e homogéneo.

Este material foi levado a estufa onde permaneceu por mais trés horas a 70 °C para
eliminar as possiveis contaminacdes durante a tamisacdo. O material foi acondicionado em

sacos plascos e mantido em freezer até ser enviado para analises.
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Para a obtencédo da farinha de carne, inicialmente, foram sacrificados oito animais que
permaneceram por 1 h, em congelador. Em seguida, as conchas foram extraidas e os animais
embalados e levados &eezer {18 °C) para congelarem. Apos dois dias foram levados ao
liofilizador marca Thermo Savanbnde permaneceram por 48 horas. Os animais liofilizados
foram trituradoeem moinho de facgsara a obtencdo de um material homogéneo, semelhante

a uma famha.
4.7.1 Procedimento pardigestdo das amostras

Utilizou-se um sistema fechado com emprego de radiacdo microondas (Milestone)
para digestdo das amostras em frascos sendo que cada um continha 250 mg de material e
solucéo acida (3,5 ml de HNP 3,5 mlde HO deionizada e 1,0 ml de;&h). Os frascos de
digestdo foram estdo devidamente fechados, inseridos na cavidade deonda&soe o
programa que foi aplicado na digestdo das amostras esta apresentado nal.TEbela
seguida, os frascos foram mantidosb ssistema de ventilacdo por 20 minutos para
resfriamento. Completese com agua o volume do material digerido com 20 para
posterior analise através de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICPOES) (Varian) (Tabela 1).

Tabela 1 - Programa aplicado para digestdo das amostras em sistema fechado e radiagéo
micro-ondas.

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

I 4 750 90
Il 2 750 90
11 8 1000 180
v 20 1000 180

Fonte: o autor (2013)

Nota: A digestdo das amtras em sistema fechado, comparado ao sistema aberto, tem como principal
caracteristica, a melhor preservacdo dos componentes da amostra a ser analisada.
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48  Composicaocentesimal do muco liofilizado

As analises a seguir foram realizadas no Labocatde Analise Nutricional e

Bromatologicas do Centro de Ciéncias Agrarias e da UFAL.
4.8.1 Umidade

Foram pesadaaproximadamente 5 g da amostra de muco liofilizado em cépsula de
porcelana, anteriormente tarada e aquecida em estufa regulada a 105° C.stha amo
permaneceu por 4 h em estufa a 105° C e, em seguida, foi resfriada em dessecador por 15 min
e pesada, segundasociation Of Official Analytical Chemis{2000). O teor de umidade foi

expresso da seguinte forma:

% Umidade = (P1 + X P2) / X x 100

Onck:

P1 = Peso da capsula seca

X = Peso da amostra natura(g)

P2 = Peso da capsula + amostra seca
Residuo Secdl 007 U%, onde:

U% = Percentual de umidade.
48.2 Cinzas

Foram pesadasaproximadamente 3 g de amostra em cadinho de porcelana
previamente tado e aquecido em forno de mufla regulada a 550° C e tarada. A amostra
permaneceu por 4 h em forno de mufla a 550° C e, em seguida, foi resfriada em dessecador
por 15 minutose pesada, segundasociation Of Official Analytical Chemis(2000). O teor

de cnzas foi expresso da seguinte forma:

% Cinzas=100xN /P
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Onde:

N = Numero de gramas de cinzas
P = NUmero de gramas da amostra

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

48.3 Proteingruta

Colocouse 0,15 g da amtya em um tubo de digestédo e em seguida adiciofizab
mL da mistura digestora (acido sulfurico + catalisador). O material foi levado para a digestéao,
com o aumento da temperatura de 50 em 50 °C, alcancando 350 °C. Espeesfriar e
iniciou-se a de#agdo. Ao tubo com amostra digerida, adicionasmml5 mL de agua e 15
mL da solucéo de NaOH a 40% (m/v). Enté&o, o tubo foi acoplado ao aparelho de destilagéo de
amonia. Nesta etapa foram colocados, em um frasco Erlenmeyer, 25 mL de solucdo de acido
bérico e uma mistura indicadora de vermelho de metila. A amostra foi destilada até dobrar o
volume inicial, até aproximadamente 50 mL. TitukRicom HCI 0,05 mol L até a coloracdo
mudar para o alaranjado, segudisociation of Official Analytical Chemis(4984).

Os niveis foram medidos utilizande um fator de conversédo padrdo para alimentos

de 6,25, para converséao do nitrogénio total em proteina bruta, da seguinte forma:

Nitrogénio % (AS) = (Vd Vb) x N x F x 14 x 100 / Peso da Amostra (mg)
Proteina %AS) = % Nitrogénio x Fator de Converséo
Onde:
Va = Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra
Vb = Volume de &cido cloridrico gasto na titulagéo do branco
N = Normalidade do HCI
F = Fator de corre¢éo do HCI
14 = Miligramas de nitrogénio ourdEq de nitrogénio
100 = Porcentagem
AS = Amostra seca
Proteina Bruta % (ABF % Proteinas (AS) x % Residuo seco (RS) / 100
Al = Amostrain natura
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48.4 Extracadipidica
Fracéo Lipidica (Método de FOLCHLEES; SLOANE STANLEY,1957)

Pesramse4 g de amstra ehomogeneizoiseem becker com 40 mL de metanol e 80
mL de cloroférmiopor 1 minuto. O homogeizadofoi filtrado em bomba de vacuo e o
filtrado foi recolhido emfrascoKitasato.O residuo retido no papel de filtfoi novamente
homogeneizaa, por 3minutos com 40 mL de metanol + 80 mL de cloroférmia@amente
filtrado. Este procedimento foi repetido por uma terceiravez.O  filtrado total foi
recolhido em proveta de 500 mL com tampa esmerilhadaseuwolume foi aferida Em
seguida foi transfera para um funil de separacdo de 500 mL e adicis@oi do volume
medidoem KCI 0,88% em HO. Agitou-semanualmente e esperse a separacdo das fases.
Depois, tansfeiu-sea fase inferior para proveta de 500 mL e desprsea fase superioO
volumefoi medido na proveta transferido para outro funil de separacao de 250 Anésta
amostrdoi adicionado ¥ do volume medido de uma mistura de metafo(1:R)e agitou-se

manualmente.

Em seguida, a fase inferifoi filtrada em baldo para rotavaporadouutilizando um
papel de filtro com sulfato de sddio anidra filtrado no balédo é levado ao reggaporador

para evaporar o cloroférmio @40 C).

Apos evaporacédo o residuo no baldo (fracéo lipidmajesuspendido em 10 mL de
cloroférmio. Esse voluméoi armazenado em frasco amlegros retiraise todo o oxigénio

com nitrogénio gasos@&m seguiddoi levado ao freezer-&0 °C.

O teor de lipideos totais foi determinado por gravimetria utilizando a perda de massa
em estufa regulada a 108 (FOLCH; LEES SLOANE STANLEY, 1957). O vidro de
relégio foi previamente aquecido em estufa a AD%por uma hora. Em seguida foi resfriado
em dessecador por 15 minutag temperatura ambientelepoispesado. Transferise 1 mL
do extrato lipidico para o vidro deldgio. Apds duas horas em estufa a 2G50 vidro de
relégio foi resfriado em dessecador por 15 minutos e pesado. O teor de lipideos totais foi

expresso através da seguinte expressao:

% Lipideos Totais = (Mfinal T Minicial) X 100 / Massa da amostia natua
(9), onde:

Minicial = Massa do vidro de reldgio seco
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Mfinal = Massa do vidro de reldgio + amostra ap6s 2 horas.
485 (Fracgdo GlicidicpCarboidratos
A fracdo de carboidratos foi determinada pela expresséo abaixo.

Valor de carboidratos = 1007 (% de umidade + % de cinzas + % de

proteinas + % de lipideos).

Os resultados foram expressos em porcentagem em relacdo a massa da amostra seca
Para o célculo da base seca utilis@uuma regra de trés a qual constava do percentual do
nutriente com umidade e sem umidade AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001).

48.6 Valorcal6rico total

Foi calculado a partir dos coeficientes caldricos correspondentes para carboidratos,
proteinas e lipideos, respectivamente 4, 4 e 9 kcA®SQCIATION OF OFFICIAL
ANALY TICAL CHEMISTS, 1990)

Valor Calérico = (carboidratos x 4) + (proteina x 4) + (lipideos x 9)
4.8.7 Colesterol porolorimetria

O colesterol foi determinado por colorimetria segundo Bohac et al. (1988) adaptado
por Bragagnolo e Rodriguggmaya, (1997). Os piideos foram extrdds a frio pelo método
de Folchees e Sloane Stanlé}957).

Para a quantificacdo do colesterol total, uma saponificagdo prévia foi necesséria para
transformar os ésteres em colesterol livre. Embora a saponificacdo direta sejpicfaisaia
analise de colesterol, opt@e, neste trabalho, pela extracdo dos lipideos antes da
saponificagdo para permitir a determinacdo de lipideos totais, colesterol e acidos graxos a

partir do mesmo extrato.

Uma aliquota de 2,5 mL do extrato lipidian évaporada sob fluxo de;Nem tudo de
ensaio. Uma vez o solvente seco, a amostra foi saponificada com 5 mL de KOH a 12,0 % em

etanol, em banhmaria a 80 °C, com agitacdo, durante 15 min. A reacao foi imediatamente
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resfriada com a adicdo de 2,5 mL dei@glestilada e ficou esfriando por 15 min. A fragdo

insaponificavel foi extraida por duas vezes consecutivas com 5 mL de hexano.

Entdo, foi tomada uma aliquota de 2,5 mL do extrato de hexano, evaporada sob fluxo
de Nb.. Foi acrescido ao residuo 3 mL de sdlo saturada de sulfato ferroso em acido acético
glacial e 1 mL de acido sulfdrico concentrado. A rea¢do com acido sulflrico concentrado e
acido aceético saturado mais sulfato ferroso, no qual o sulfato ferroso agiu como um
catalisador deu origem na presange colesterol a uma coloracdo estaEARCY;
BERGQUIST, 1960). A reacéo de LiebermaBurchard se baseia na oxidacao da substancia
(colesterol) por meio de ion férrico em meio sulftrico. A densidade 6tica foi medida em
espectrofotdbmetro a 490 nm (Spetiab 21- Model 1058) obedeceneke um tempo de

leitura de 10 miatos

A curva de calibracdo para colesterol foi elaborada segundo Searcy e Bergquist
(1960), utilizandese 0,06 g de colesterol (Sigma) diluido em 100 mL da solucdo (50 mL de
acetona P. Ae 50 mL de etanol), do qual foram retiradas aliquotas de 0,1 mL a 0,8 mL da
solugéo de colesterol padréo. Essa curva foi linear utilizaadopadrao de colesterol obteve
se a equa- «o0 R comR& 0,9496 fassando péla ofigdr8 & cobrilixafde

concentracdo das amostras.
48.8 Quantificacdce identificacdo de acidos graxos

Os lipideos extraidos foram saponificados e os acidos graxos esterificados em ésteres
metilicos. Os ésteres metilicos foram obtidos modificasel@penas as proporcbessd
reagentes das amostrétfARTMAN; LAGO, 1973). ApGs a extracao dos lipideos totais, uma
aliquota de 25 a 50 mg de lipideos, correspondente a 3 mL do extrato lipidico, foi
saponificada, utilizandee 2 mL de solugdo de NaOH 0,5 mdi, lem metanol. A misira foi
agquecida em banhmaria fervente em tubo de ensaio com tampa por 5 min e depois esfriada
em temperatura ambiente. Para o processo de esterificacao, foi utilizada uma solucao (mistura
para esterificacdo), cuja preparacdo envolveu a adicdo de 1€Igrel® de amonio, com
acréscimo de 480 mL de metanol seco (anidro) e 16 mL de &cido sulfarico, sob refluxo, em
condensador a agua com sistema tipo Soxhlet, durante ifosniaté total solubilizacdo do

cloreto de amoénio.
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ApoOs o resfriamento da solug&diciorou-se6 mL da mistura esterificada em tubo de
ensaio contendo o extrato lipidico e a solucdo de NaOH 0,5 N em metanol. Nesta fase, a
mistura foi aquecida em banhoaria fervente por 3 mutos e, apOds este periodo,ifo
adicionados a mistura, 5 mL delucéo saturada de NaCl e agismiem agitador magnético

por 10 s.

Para a extracdo dos ésteres metilicos formados adiciosar@mL den-hexano por
3 vezes, transferindo a fase organica para um outro tubo de ensaio com o auxilio de uma
pipeta Pasteur agitador magnético. Depois adicionsea fase extraida pelehexano mais
5 mL de solucdo saturada de NacCl, agitando no agitador magnético pegul@es Apos
agitacdo, a fase organica superior foi transferida para um tudo devemarador para

evapoacao do solvente. A ressuspensdo da amostra se deu com h+hexadmo.

A amostra foi transferida para frascos de vidro selados com tampa de teflon. Todos os
reagentes utilizados foram de grau analitico. Os ésteres de acidos graxos foram submetidos a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O material foi injetado
manualmente em cromatdgrafo a gas Shimadzu, modelb78Cequipado com uma coluna
capilar DB5 s®rie US 1352151h, com 30 m de com
mm de dametro interno. Foi utilizado Hélio (He) como gas de arraste a um fluxo de 1 mL

min-1 e pressao de 50 kPa.

A temperatura inicial foi de 50 °C que permaneceu constante durante 2 min, em
seguida houve aumento de temperatura até atingir 250 °C. O tempietatadlise foi de 60
min. As temperaturas do injetor e da interface foram mantidagectivamentea 250 °C e
310 °C. O modo de controle de injecéo foi o Split, com razédo de 30:1. Foram obtidos os
espectros de massas por impacto eletrénico (IE). Rdemt@ficacdo dos acidos graxos foram
utilizados padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos puros, comys@andempo de
retencdo dos ésteres metilicos das amostras e dos padrdes. A quantificacdo dos acidos graxos
foi feita por normalizagédo de are@s diferentes acidos graxos foram identificados por
comparacdo aos tempos de retencdo apresentados pelo padrdo cromatograficd (Sigma
Aldrich). A quantificacdo dos acidos graxos foi feita com a seguinte equacdo onde a area do
pico observado multiplicadoefa concentragdo do padrdo interno e dividido pela area do
padrdo interno, expressanse o resultado em mg nilde cada acido graxo sobre o total de

acidos graxos.
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49  Avaliacadoda atividade biolégica do muco

Para os experimentas vitro utilizou-se culturas de células fibroblasticas de cérnea 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% gletamina.
49.1 Manutencaala linhagem de células de cornea de coelho eturaul

As garrafas de cultura foram mantidas a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5%
de CQ. O meio de cultura foi renovado a cada dois dias, retiraado meio antigo e
colocandese meio de cultura novo. Apenas quando as culturas chegavam a semic@fluén
as células foram liberadas das garrafas pelo uso da solucao de tripsina/EDTA livre de célcio e
magnésio, em pH 7,2 e replaqueadas em densidade ideal para sua manutencéo em tultura (10

cels/garrafa de 25 cm3).
49.2 Obtencaadasolucéo de muco

Inicialmente optotse por trabalhar com o muco liofilizado Aofulica, utilizado nas
andlises anteriore®evido a dificuldade em solubilizé e a variedade dos resultados obtidos
a partir das solucdes testadas, foi substituido por uma solucdo de muco oéuémec
diluido em solucéo salina tamponada (PBS), passando esta a ser chamada de solugdo estoque

com 0,5 mg mkE.

Para a obtencdo desta solucdo estoque de muco, utiizatécnica descrita por
Iguchi, Aikava e Matsumot@1982 p.571) adaptada pela ®Maria de Fatima Martins, da
Universidade de Sédo Paulo (USP), obtida através de comunicacdo pessoal. Esta técnica
produziu uma solucdo densa, homogénea, sem precipitado, diferente das solu¢des anteriores
preparadas com o muco liofilizado, as quais deixageande quantidade de precipitaBara
cada parte de muco brumram adicionadaduas partes de PBS, deixarsibem agitacdo em
Ashaker 0 or htod Er segpidara sodufao fmiicentrifugada a 4.000 rpm por 30

min para o aproveitamento do satadante, que apresentou pH 67,

Devido a impossibilidade de filtraxea solucdo estoque através de um filtro Millipore
de 0,22 pm para a retencéo de microrganismos, €g#quor sua exposicado aos raios Ultra

Violeta (UV) em camara de fluxo laminar,rpasua esterilizagao.
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4.9.3 Determinacao da concentracaonaieco na solucéo estoque (1:3)

Num frasco de vidro previamente pesado, coles®i0 mL (11,29 g da solucéo de
muco em PBS (1:3juefoi, em seguidacongelada & 80° C Apds 24horaseste frasco com
0 muco congelado por levado ao liofilizador onde permaneceu por 48 h. Apds a liofilizacéo, o
frasco com a amostra liofilizada foi novameptsada, obtendge um novo valor para o
muco. Desta forma foi possivel determinar a concentragéo do muco na &stogfice.

49.4 Ensaio deviabilidade celular

O ensaio de MTTinicialmentefoi realizadopara escolher a concentracdo ideal para a
utilizacdo da solucdo de muco em culturas celulares entre as solucdes testadas, com diferentes

concentracoes.

A viabilidade celular avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT é um ensaio
guantitativo para determinar a interrupcdo de uma funcédo bioquimica critica. Este ensaio é
baseado no teste de atividade mitocondrial das células pela reducdo do MTT [brometo de 3
(4,5dimetiltiazot2-il) -2,5-difeniltetrazélio] por meio da quebra do sal de tetrazélio, de
coloracdo amarelada, em cristais de formazan, de coloragdo azul escuro, pela enzima
succinato desidrogenase presente nas mitocdndrias ativas. A quantidade de cristais formada é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a
coloracéo ao final da reacéo, maior € a viabilidade celular. A densidade Optica resultante do
teste de MTT € determinada em espectrofotometro, em 540 nm (COSTA et al., 1999).

As células, cultivadas em uma placa de 96 pocos (densidadevdet|ws/poco)
foram incubadas por um periodo de 16 h para adeséao celular. O ensaio foi realizado em todos
0S grupos, sendo utilizado, em cada poco, o volume de 200 L. A leitura opplacddoi
efetuada 24 h apos o inicio da cultura celular, conforme procedimento a seguir: apos retirado
0 meio de cultura, cada poco da placa a ser lida recebeu 277 pL de meio de cultura
suplementado com 22,5 pL de MTT, em concentracdo de 5 nismhdo,em seguida,
incubado por 4 h a 37 °C.

Posteriormente, o meio de cultura suplementado com MTT também foi retirado e os

cristais de formazan foram solubilizados pela adicdo de 200 pL de Dimetilsulféxido de Sodio
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(DMSO) e sua concentracdo quantificada espscbpicamente por meio de um leitor de
microplacas (espectrofotdmetro), em comprimento de onda de 540 nm.

49.5 Padronizacdo dmuco para 0s experimentos

Para a padronizacdo do muco a ser utilizado nos experimentosseptau trabalhar
com amostras comfpdas da solucédo de muco confeccionada a partir de uma Unica partida de

muco coletado. (Figurd)

Este procedimenteliminaria o problema de afericdo do peso seco da amostra de
muco para cada experimento que fosse necessario fazer. No entanto, questisaoa
congelamento da solu¢cgmderiainterferir nas propriedades biologicas do material. Para
avaliar se haveria diferencas significativas entre a solugéo fresca e a congelada, resdizaram
ensaiosin vitro pela metodologia de MTT em células SIRC, coma solucdo de mesma

partida de muco fresco e apos congelamento.

Figura 7 - Muco fresco (esquerda) e liofilizado (direita)

Fonte: o autor (2013)



