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RESUMO

Desde que foi introduzido no Brasil na década de 80 o caracol africano Achatina fulica
espalhou-se por todo o pais. Alguns pesquisadores associam ao muco cutaneo desta espécie,
parte do seu grande sucesso adaptativo. Com o objetivo de conhecer melhor as propriedades
do muco do caracol africano e sugerir novas formas de aproveitamento visando o controle
deste caracol exdtico invasor, este trabalho realizou a caracterizacdo quimica da concha, do
caracol sem concha e do muco do caracol africano coletado em Alagoas e avaliou a agéo
cicatrizante de uma solu¢do de muco, ja comprovada para pele, em Ulceras em cdrneas
cirurgicamente produzidas em coelhos. Os caracOis asselvajados foram mantidos em
laboratério utilizando-se uma nova metodologia desenvolvida especialmente para a
manutencdo de caracois arboricolas, com sensiveis melhorias na higienizacao, na reducéo do
tempo gasto para o tratamento diario e na diminuicdo do estresse dos animais. Foram
realizadas as seguintes determinacfes: a composi¢cdo mineral do caracol sem concha, da
concha e do muco; a composicdo centesimal do muco liofilizado e a capacidade antioxidante
avaliada por meio da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH). Em relagéo aos resultados, a composi¢do 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 composi¢do centesimal obtiveram-se 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 kcal), lipideos em
100 g (2,5 = 0,44) e colesterol (50,2 + 0,3); 0 muco ndo demonstrou capacidade antioxidante
em nenhuma das amostras analisadas. Para orientar a escolha da concentracdo de muco ideal
para o tratamento das lesGes do experimento in vivo, foram testadas in vitro solu¢des com as
seguintes concentracdes 0.01 mg mL-t, 0.03 mg mL-%, 0.06 mg mL-t e 0.125 mg mL-t. A
viabilidade celular foi aferida através do método MTT e Tripan Blue. Ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as concentracGes testadas, portanto, a concentracdo escolhida para
ser a base para o preparo da solugdo oftalmica foi aquela que, graficamente, melhor estimulou
a proliferacdo celular (0,125 mg mL™). No experimento in vivo, a evolucdo das lesdes de
cérneas nos 18 coelhos, divididos em trés grupos de 6 animais: 0 grupo controle, 0 grupo
muco e o grupo 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 realizacdo do experimento, aprovado pelo
comité de ética da UFAL, processo n° 010190/2011-85, foi utilizada uma lamina de bisturi
para escarificar o epitélio corneano circunscrito previamente por um bisturi circular (punch n®
5) e o protocolo anestésico utilizado teve 3 etapas: tranquilizacdo com acepromazina (0,05 mg
/ kgPV/IM), anestesia com cloridrato de cetamina (12 mg/IM/kgPV) e anestesia local com
cloridrato de proximetacaina 0,5%. Em relacdo aos resultados, ndo houve diferencas
estatisticas entre 0s grupos muco e epitegel; a solucéo oftdlmica a base do muco (0,125 mg 25
uL™) teve um desempenho semelhante ao epitelizante epitegel 10 g (Gel Oftalmolégico
Dexpantenol 50 mg g™, controle positivo), um dos melhores medicamentos disponiveis no
mercado para o tratamento de lesdes de cornea. No entanto, ambos apresentaram significancia
em relagédo ao resultado do grupo controle, que apresentou um maior tempo de cicatrizagéo.
Com 72 h, das 12 lesdes 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 cicatrizagdo do muco do A. fulica
também para o tratamento de Ulceras de cornea e a sua acdo especifica, além de acelerar a
recuperacdo das lesbes nos animais, ndo produziu em nenhum deles, uma Unica cicatriz
visivel.



Palavras-chave: Caracol africano gigante. Achatina fulica. Composicao mineral. Composicao
centesimal. Efeito cicatrizante. Acdo antioxidante. Proliferagcdo celular.
Muco.



ABSTRACT

CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE GREAT AFRICAN SNAIL (Achatina
(Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822) AND EVALUATION OF THE EFECTS OF ITS
CUTANEOUS MUCOUS IN CORNEAL ULCERS IN RABBITS (Oryctolagus
cuniculus)

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 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, collected 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.
The following determinations 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 kcal), 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 O, 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 (12 mg/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-%, 0.03 mg mL-%, 0.06 mg mL-* and 0.125 mg
mL-1. The cellular viability was verified through the MTT and Trypan 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
better stimulated the cellular proliferation (0.125 mg mL™). 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 pL™) had a similar performance to the ophthalmic
solution Epitegel 10 g (Ophthalmological Gel Dexpantenol 50 mg g™, 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. fulica’s mucous also for the treatment of
corneal ulcers and its specific action, besides accelerating the recovery of lesions in animals,
it did not produce, in any of them, a single visible scar.

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

De acordo com o Programa Global de Espécies Invasoras — GIPS (2010, p. 1), o Brasil
é um dos 17 paises que concentram 70% de todas as espécies animais e vegetais catalogadas
no planeta, engendrando entre 15-20%, de toda a biodiversidade e o maior nimero de
espécies endémicas. No entanto, nas Ultimas décadas, novas espécies exoticas invasoras tem

sido mais uma ameaca a esta rica biodiversidade.

Segundo Thiengo et al. (2006, p. 2) a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica (CDB)
define como espécie exotica aquela que se encontra fora de sua area de distribuicdo natural e
como espécie exotica invasora, a que ameaca ecossistemas, habitats ou espécies. Segundo
Souza (2009, p.35) por definigdo, espécies invasoras “tém que enfrentar pressoes seletivas

novas bem como novas situagoes de estresse”.

De acordo com a International Union for Conservation of Nature. — IUCN (2010),
parceira do GISP, as invasdes bioldgicas sdo a segunda maior causa de perda de

biodiversidade no planeta.

As principais espécies invasoras no Brasil sdo: 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 (Cnidario/ Medusa); Columba livia (Ave/ Passaro); Ficopomatus enigmaticus
(Anelideo); Lepus europaeus, Mus musculus, Sus scrofa (Mamiferos); Trachemys scripta
elegans (Réptil/ Tartaruga); Schizoporella unicornis (Briozoario); e até microorganismos
como o Vibrio cholerae. Entre os moluscos tem o Mexilh&o-dourado asiatico, 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 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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Gragas ao seu grande poder adaptativo, o caracol africano esta presente em todos os
estados da federacdo. De acordo com Lobédo, Toledo e Rocco (2002, p. 277), o caracol
africano realiza autofecundacdo, gerando descendentes férteis. Sua caracteristica em se
enterrar alguns centimetros no solo, sé corrobora para se que possa entender a dificil tarefa
que é a sua erradicacdo. Tentativas mal sucedidas, de acordo com Agudo-Padron e Lenhard
(2011) tém levado o Brasil a assumir uma “posi¢ao de destaque, devido ao acelerado processo
de extincao de caracdis nativos endémicos no continente sul-americano [...] muitos deles raros

e endémicos [...] sdo os mais ameacados”.

Neste contexto, a presente dissertacdo visa investigar novas utilidades para Achatina
fulica no Brasil, como forma de seu aproveitamento racional, o que poderd corroborar,
inclusive, para o seu correto controle na natureza, muito embora o grande risco proclamado
por diversos pesquisadores ao longo desses 24 anos apos a sua introducdo, ndo tenha passado

até agora, apenas de um “risco potencial”.

Entre as suas principais utilidades, Thomé, Gomes e Picanco (2006, p. 41) citam que
0s caracdis sdo importantes na polinizacdo e disseminacdo de sementes e esporos que ficam
aderidos ao muco ou sdo expelidas nas fezes, contribuindo ainda para a reciclagem de
nutrientes, como o calcio, pois sdo consumidos como alimento pelas planarias, anfibios, aves,
répteis e insetos. E um bioindicador devido a sua sensibilidade a poluicdo, servindo inclusive
para o lazer, pois se presta como animal de estimacdo, além de material instrucional para
educacao ambiental. Os caracdis sdo utilizados para pesquisa cientifica experimental e para a

zooterapia, ja que a sua criacdo é muito simples.

Os caracois terrestres sdo fontes de proteinas, particularmente, o Archachatina
marginata (Swainson, 1821), considerados como uma iguaria em alguns paises na Africa,
principalmente na Nigéria. De acordo com Ademolu et al. (2004), o desmatamento, a
destruicdo do seu habitat e a coleta indiscriminada para o consumo humano, tem levado a

rapida reducao das populacOes de caracois terrestres gigantes em seus locais de origem.

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

qualificando sua utilizacdo 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 producéo de
acucares. O pesquisador destaca que esta espécie pode vir a assumir, um importante papel
para a segunda geracdo de etanol brasileiro, onde se espera poder até dobrar a producéo de

etanol sem aumentar a area de cana-de-agucar plantada.

O muco auxilia o caracol africano na sua locomocdo, na captura de alimentos, na
reproducédo, na protecdo contra a desidratacdao, 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 COmposi¢do o
sulfato de acharan, um glicosaminoglicano recentemente isolado Kim et al. (1996), contribuiu
para diminuir a hiperglicemia, o colesterol, os triglicerideos e fortalecer o sistema

imunoldgico 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), Sirio (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 importancia
econémica 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 0 mundo e uma
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, Parand e Santa Catarina, segundo Teles
et al. (1997 apud GIPS 2010).

Nesta dissertacdo, além de se pesquisar a composicdo quimica do caracol africano
(carne, muco e concha), avaliou-se o efeito cicatrizante do muco sobre Ulceras de cdrnea em
coelhos. Segundo Steele (1999) apesar da cicatrizacdo da cornea apresentar semelhangcas com
a da pele, apresenta particularidades, como a regeneracdo da estrutura original, sem

comprometer a visao.
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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 a¢do cicatrizante do muco

cutaneo desses animais na recuperacdo de ulceras em corneas de coelhos.
2.2  Especificos

1. Indicar nova técnica de manejo que permita manter, em boas condicGes, o
Achatina fulica em laboratorio;

2. Analisar a citotoxicidade do muco em diferentes células;

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 concentragdo ideal de uma solucdo de muco que favorega in vitro, a
proliferacdo de células de cdrnea de coelhos em cultura;

6. Indicar uma solucdo apropriada de uso oftdlmico, para sua utilizacdo nos
experimentos in vivo em les@es cirurgicamente produzidas em cdrneas de coelhos;

7. Analisar, in vivo, a acdo cicatrizante da solu¢do de muco em lesfes em corneas de

coelhos.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

O Unico ecossistema onde ainda n&o foi registrada a sua presenca é o bioma Pampa.
3.1 O Caracol Africano

Embora seja nativo da costa leste da Africa (Quénia e Tanzania) é encontrado,
contemporaneamente, em todos os continentes, exceto na Antartida. E uma espécie muito
resistente e capaz de modificar o seu ciclo de vida para se adaptar a distintas condicdes
ambientais. Por conta disso, o Achatina fulica é apontado pela International Union for
Conservation of Nature (2010) como uma ameaga a agricultura, 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 é uma das 100 espécies invasores mais
prejudiciais do planeta. N&o sendo exigente quanto a alimentagdo, consome 500 diferentes
tipos de plantas, incluindo fruta-pdo, mandioca, cacau, mamé&o, amendoim e a maioria das
variedades de feijdo, ervilha, pepino e meldo. Come areia, pedriscos, 0ssos de carcacas e até

concreto.

O filo Mollusca retne 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 atribuido a 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) estdo presentes e melhor adaptadas ao
ambiente marinho; alguns bivalves e gastropodes sdo encontrados em habitats de agua doce,
mas somente 0s gastropodes estdo presentes na terra, possuindo entre 0s seus representantes,
caramujos aquaticos, caracoOis 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) ¢ um molusco
terrestre pulmonado superior, pertencente ao Reino Animalia, Filo Mollusca, Classe
Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Stylommatophora, Familia Achatinidae e Género

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 gastropodes viventes descritas e outros 15 mil fosseis conhecidos e
diversificados. Apesar 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 alimentacao e na especializacdo de diversos habitats.

Segundo Cooling (2005 apud GIPS, 2010), a sua concha é conica, estreita, com um
comprimento duas vezes maior que a largura, com 7 a 9 voltas, normalmente de cor marrom-
avermelhada ou café; tem fracas marcacdes verticais amareladas, dependendo das condicOes
ambientais e de sua dieta. Os adultos podem exceder os 20 cm de comprimento de concha
mas, geralmente, a média é de cerca de 5a 10 cm e 0 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 9° C a 29° C e sobrevive a temperaturas de 2° C por
hibernacgéo e 30° C por estivagéo.

3.2  Ecologia do Caracol Africano no Brasil

De acordo com Agudo-Padron e Lenhard (2010) existem duas espécies de caracois
africanos no Brasil: 0o Achatina fulica asselvajado e o A. monochromatica, ocorrendo
exclusivamente, confinado em cativeiro no Estado de Sdo Paulo/ SP, nas instalacOes
experimentais da Universidade de S&o 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 Parand em 1988, oriundas da Indonésia. Em outubro de 1990, os seus descendentes
comecaram a ser comercializados numa feira agropecuaria 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 as intempéries, as
enfermidades, prolifero, se alimentar de uma enorme quantidade de vegetais além de se
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 (2007, p. 4),
pouco sucesso tem sido obtido através do controle quimico, 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 bioldgico realizado por espécies
malacofagicas € desaconselhdvel, pois estas espécies, além de exoticas, acabam
comprometendo a malacofauna nativa. O pesquisador cita as espécies de caracois Euglandina
rosea e Gonaxis quadrilateralis introduzidas no Havai para o controle do caracol africano,

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

Prasad et al. (2004) investigou novas formas de controle quimico e biologico do
caracol africano e sugeriu 0 uso do Annona glabra L. (Annonaceae), conhecido no Brasil
como Araticum-do-brejo ou Araticum-bravo por ser um vegetal resistente ao ataque dos
caracdis. Segundo Siebra (2007), a A. glabra € uma arvore de pequeno porte encontrada em
todo territdrio brasileiro, principalmente nas areas costeiras. Programa Global de Espécies
Invasoras - GIPS (2010) cita que o fruto de Thevetia peruviana (Pers.) Schum, originaria da
América Central, conhecida popularmente como chapéu-de-napoledo, também tém acéo
contra o caracol africano. Segundo Oliveira, Godoy e Costa (2006), os principais

componentes toxicos desta planta pertencem a classe dos glicosideos cardiotoxicos.

De acordo com Mead (1979) apud PROGRAMA GLOBAL DE ESPECIES
INVASORAS - GIPS (2010) o processo de naturalizagdo pode amenizar os impactos dessa
espécie invasora; em sua opinido “o fendmeno do declineo das populagdes de A. fulica parece
ser inevitavel”. No Brasil a presenga de predadores nativos j4 comeca a ser relatada. De
acordo com Colley e Fischer (2009, p. 678) tem sido verificado o consumo de A. fulica
asselvajado pelo Mico Ledo Dourado (Leontopithecus rosalia rosalia) na Reserva Bioldgica

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

Sankaran (2010, p. 1) cita que o A. fulica pode atuar como vetor intermediario de
Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935), verme pulmonar de ratos, responsavel pela
meningite eosinofilica (ME) em seres humanos (SAO PAULO, 2010). Segundo Tsai et al.
(2001), desde o seu primeiro diagnostico em 1945, a ME foi responsavel por mais de 2.800
mortes, em todo o mundo, nos ultimos 68 anos. Sankaran (2010, p. 1) também cita a
Aeromonas hydrophila, uma bactéria gram-negativa que pode causar grande variedade de
sintomas, especialmente, em individuos imunodeprimidos. Sankaran (2010, p. 1) comenta
ainda que o Achatina fulica propaga outras doencas como a podriddo-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 a pesquisadora
paulista, Dra. Iracy Lea Pecora, pesquisadora da Universidade Estadual Paulista Julio de

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

Colley e Fischer (2009, p. 674) afirmam que o caracol africano é considerado um
problema de satde publica por ser potencialmente hospedeiro de nematoides causadores da
angiostrongiliases humanas, no entanto, é fato que, diversas espécies nativas podem causar
estes mesmos infortinios, porém, tais enfermidades potencialmente danosas a salde, s6 se
manifestam, segundo Vitta et al. (2011, p. 5970) se forem ingeridos crus ou mal cozidos,
habito alimentar comum apenas no continente asiatico. Na figura 1 temos a comparacéo entre

0s Obitos produzidos pela meningite eosionofilica desde 1945 (68 anos) no mundo e algumas causas

de 6bitos no Brasil entre 2002-2011 por outras causas.

Segundo Chrosciechowski (1977) é surpreendente a falta de especificidade do A.
cantonensis em relacdo aos seus hospedeiros intermediarios e paraténicos (planéria,
caranguejos, camardes, peixes, ras e sapos), citando uma longa lista de moluscos gastropodes
terrestres e de dgua doce (caramujos, caracois e lesmas) capazes de se infectar por via natural
ou experimental, hospedando larvas infectantes deste perigoso parasito de roedores.

Figura 1 — Comparacao 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 estagio do A. cantonensis
podem utilizar hospedeiros paraténicos (transporte), sobrevivendo por um periodo prolongado
sem sofrer alteracBes tornando-se, portanto, reservatérios. Até verduras cruas podem se
comportar como reservatdrios ocasionais se tiveram contato com moluscos triturados, assim,
tanto o homem como os roedores, podem infectar-se 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 doce, caracois 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 intermedidrio de Schistosoma mansoni, ao ser
exposto em laboratdrio, resultou ser um excelente hospedeiro intermediario de A.

cantonensis.

Thiengo et al. (2006, p. 2-7) citam no Brasil os seguintes gastropodes exdticos
invasores de importancia médica: o Achatina fulica, naturalmente, o Bradybaena similares, o
Limax flavus, o Deroceras laeve, 0 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 gastropodes terrestres, encontrados naturalmente
infectados no territorio brasileiro por A. costaricensis, entre elas algumas nativas, que podem
transmitir ou ja transmitiram angiostrongiliases: Bradybaena similares (Férussac, 1821)
(BRADYBAENIDAE - exdtica), Limax maximus (Linnaeus, 1758) e Limax flavus
(Linnaeus, 1758) (LIMACIDAE - exdticas), Helix aspersa Miller, 1774 (HELICIDAE -
exotica), Phyllocaulis variegatus (Semper,1855), Phyllocaulis soleiformis (d’Orbigny,
1835), Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885) e Belocaulus angustipes (Heynemann,
1885) (VERONICELLIDAE - nativas), além de Leptinaria unilamellata (D’Orbigny, 1835)
(SUBULINIDAE - nativa).

Segundo Neuhauss et al. (2007), os caramujos africanos no sul do Brasil ndo séo
hospedeiros permissiveis para as duas espécies de Angiostrongylus, ndo representando,
portanto, um risco significativo para a transmissdo destes parasitas. Porém, o A. costaricensi,s
até o0 momento, com varios casos registrados no Brasil, nunca foi associado a transmissao

pelo caracol africano no pais. Os principais hospedeiros intermediarios para o A. costaricensis
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sdo lesmas da familia 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 doenca atribuida
ao Africano (Figura 2). Os quatro primeiros casos foram relatados no Espirito Santo. Os dois
primeiros foram descritos por Moreira-Silva et al. (2004, p. 169) em um casal de criangas em
Vitoria e o diagnostico foi associado a Toxocaras spp, um nematddeo comum em cdes e
gatos. Em 2007, o responsavel pelos terceiro e quarto casos, ocorridos no municipio de
Cariacica — 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 0 Ssexto casos
ocorreram em Pernambuco, em 2008, respectivamente nos municipios de Escada e Olinda e
foram provocados pela ingestdo crua de moluscos nativos, provavelmente, um caramujo
limnico 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 S&o Paulo, 4 casos numa
mesma familia em Mongagué e o ultimo, registrado na capital paulista, comprometeu uma
menina de 11 anos. No peridomicilio de Mongagua nao foi encontrado nenhum A. fulica
parasitado por A. cantonensis e na capital paulista, o responsavel foi uma lesma nativa

(Sarasiluna linguaeform).

Maldonado Junior et al. (2010, p. 940) publicaram que a distribuicdo silvestre do A.
cantonensis no Brasil é o resultado de multiplas introducdes do parasita por ratos a partir do
periodo colonial brasileiro, consequéncia do intenso comércio praticado na época com o
continente Africano. Portanto, a ocorréncia deste parasito no pais, segundo Maldonado Junior
(2010, p. 940) ndo ¢ decorrente da presenca do Africano, pois 0 A. cantonensis ja estava aqui

muito antes da introducéo do primeiro Africano, ha apenas duas décadas.



Figura 2 - Casos de meningite eosinofilica no Brasil até 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 Parana
(SESA/PR) registrou a ocorréncia de A. fulica em 132 dos 399 municipios do estado,
entretanto, o impacto econdmico do molusco ndo foi evidenciado. Neste mesmo artigo, citam
que apds consultarem representantes da Empresa de Assisténcia Técnica e Extencdo Rural
(EMATER/PR), Secretaria de Estado da Agricultura e Abastecimento do Parana
(SEAB/PR), Instituto Agronémico do Parand (IAPAR) e o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA/PR), a impressdo continuou unanime: nenhuma das
instituicdes apontou o A. fulica como praga agricola. Segundo Colley e Fischer (2009, p.
677), a EMATER/PR e o DERAL vinculado a SEAB/PR nao detinham nenhuma informacéo
sobre prejuizos agricolas e que o IAPAR ressaltou que 0s prejuizos ocasionais por caramujos
e lesmas sobre a agricultura paranaense sao eventuais e de ocorréncia local, ndo havendo
estimativa sobre o grau de prejuizo. Colley e Fischer (2009, p. 677) entrevistaram, ainda,
diversos produtores rurais em Morretes — PR e também ndo revelaram a existéncia de grandes
prejuizos econémicos; 63% dos entrevistados afirmaram ndo estarem sofrendo
economicamente pela presenca do invasor e em Guaraquecaba/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 ameaca a saude.

Apo6s comentar sobre 0s riscos a saude publica e a agricultura, o préximo passo
consiste em analisar o0 seu risco potencial ao meio ambiente brasileiro. Mais uma vez, de
acordo com Colley e Fischer (2009, p. 678, 680), a principal ameaca, inclusive em ambientes
antropicos, tem sido relacionada aos danos causados aos “grandes moluscos nativos
pertencentes a familia Megalobulimidae. [...] As pessoas ndo 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 ilustracbes de uma espécie de
Achatina Lamarck, 1799, diferente daquela introduzida no Brasil. Outro fator que dificulta a
identificacdo ¢ 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 tém exigido grande soma de esforcos e recursos financeiros, com quase

nenhum resultado encorajador.”
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A proibigdo da criagdo e comercializagdo do caracol (Achatina fulica) em todo o
territdrio nacional ocorreu em 18 de agosto de 2005, com a Instrugdo Normativa nimero 73
do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que
passou a considerar o A. fulica como espécie exotica invasora, portanto, nociva as espécies
silvestres nativas, ao ambiente, & agricultura e & salde publica, autorizando a implementagao

de medidas de controle, coleta e eliminagéo deste caracol.

Atualmente, o Brasil lidera um acelerado processo de extingdo de caracois nativos
endémicos no continente sul-americano, muitos deles ameacados de extin¢do devido as
campanhas publicas mal conduzidas desde 2003 "Pro Erradicacdo do Africano” no meio
ambiente do Brasil. Entre todas as espécies nativas de caracois terrestres, especialmente 0s
representantes especificos das Familias Bulimulidae, Strophocheilidae e Megalobulimidae,
muitas delas raras e endémicas, no geral, muito pouco conhecidas cientificamente até hoje,

s&0 as mais ameacadas.
35 A carne do caracol africano e sua utilidade

A carne de caracol é relatada por como um alimento de alta qualidade, rico em
proteinas, pobre 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., 2006; FUNMILAYO, 2008; apud UBOH; EBONG; MBI, 2010,
p.15).

Na pesquisa de Uboh, Ebong e Mbi (2010, p. 15), as concentragdes 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 0s caracois
como alimento para favorecer o crescimento e desenvolvimento do ser humano, corroborando

as publicacdes 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
calcio é o mineral mais abundante encontrado na carne dos caracdis, mineral importante no

processo de coagulacdo do sangue e desenvolvimento dos 0ssos 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 “um
fendmeno transcultural historicamente antigo e geograficamente disseminado”. De acordo
com ele, a literatura registra o uso clinico e terapéutico de compostos provenientes de
diferentes espécies de moluscos. A quimica de produtos naturais de ostras, mexilhdes,
mariscos, caracois, 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 mediada por 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
pesquisadora, 0 muco liberado pelos moluscos é um fluido viscoelastico, constituido de uma
matriz polimérica formada por longas cadeias de mucinas, uma glicoproteina (proteinas
densamente glicolisiladas), cuja principal funcdo é a protecdo do corpo do animal contra a
desidratacdo. Estas glicoproteinas tém alta massa molecular e sdo resultantes da mistura de
materiais provenientes de diversas glandulas e exsudatos gerais das células epiteliais,
contendo duas subunidades idénticas e proteinas chamadas de Achacin. Esta proteina, o
Achacin, uma glicoproteina 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 superficie do Staphilococcus aureus, sem prejudicar as células eucaridticas do

organismo infectado.

Kubota et al. (1985, p. 214) descreveram a presenca da mucina no muco cutaneo, 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 a0 muco, resisténcia a proteolise e a propriedade de absorver agua,
dando-lhe a consisténcia 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 erosdo.
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 uronico, acido sialico, 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 caracdis terrestres A.
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 constitui

quase que inteiramente 0 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 0 uso de diversos moluscos nativos,

especialmente, no nordeste brasileiro.

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 longo
destes anos sobre as propriedades farmacoldgicas do muco do caracol A. fulica e A.
monochromatica, Martins et al. (2003) relatam que muitas questfes estdo sendo revisadas e
indagac@es suscitadas, com vistas as aplicacdes terapéuticas e cosméticas utilizadas desde os

primordios da humanidade.

Na Franca e na Alemanha, Pons et al. (1998 apud LORENZI, 2006, p. 25) relatam o
uso do muco do caracol terrestre como base de preparacdes cosméticas e, com efeito
broncorelaxante devido a presenca de helicidina, que é caracterizada como extrato bioldgico
obtido do muco de caracdis da espécie Helix pomatia, utilizado como um agente

antitussigeno.

De acordo com Tempone (2007, p.73), venenos e secrecdes cutaneas de anfibios, sdo
fontes ricas de novas moléculas quimicas, que podem ser utilizadas como protétipos
farmacéuticos no desenvolvimento de novos farmacos. A secrecdo cutanea de varios animais,
especialmente, anfibios, tem apresentado compostos de importancia significativa com acgéo
antiparasitaria e antifungica. Segundo o pesquisador existe um grande potencial a ser
explorado em produtos naturais derivados da fauna brasileira. Em relagéo ao A. fulica, 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 pesquisa, a a¢do leishmanicida do muco bruto do A. fulica sobre formas
promastigotas de L.(L.) chagasi, descrevendo, por meio de ensaios enzimaticos, a deteccdo de
atividade da L-aminoacido oxidase (L-AAQO) no muco bruto do A. fulica. Neste trabalho, os
autores demonstraram que o peroxido de hidrogénio (H,Oy gerado por essa enzima € um dos

compostos responsaveis pela morte de 54% dos parasitos em culturas de Leishmania,
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demonstrando dessa forma a acdo anti-Leishmania. De acordo com Ferreira et al. (2009) esta
enzima é, também, amplamente distribuida em peconhas ofidicas, catalisa a desaminacao
oxidativa de aminoacidos do tipo L. Além disso, a L-AAO tem atividade antimicrobiana,
citotoxica, apoptotica e edematogénica, principalmente através da formacdo do peroxido de

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 e a pele, sujeitas
frequentemente a estimulos danosos que desencadeiam processos bioldgicos para a
restauracdo das funcdes perdidas. Ao conjunto dessas vias denomina-se cicatrizagdo. O
processo de cicatrizagdo depende do agente agressor, profundidade da lesdo, tamanho, tipo,
localizacdo, presenca de infeccdo, estado de satde e idade do individuo.

A cicatrizacdo esta dividida em trés fases: inflamatoria, proliferativa e remodeladora.
A primeira fase é caracterizada pela hemostasia, responsavel pela formacéo de um coégulo de
fibrina e pela migracdo de leucdcitos fagocitarios para o local da ferida, na tentativa de
remover substancias estranhas e microorganismos. A segunda fase, a proliferativa, envolve a
migracdo e proliferacdo de trés classes celulares: fibroblastos, endotélio 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 pelas mudancas estruturais. Na ultima fase, a remodeladora,
ocorre mudanca no padrdo de organizacdo do colageno Il que é substituido pelo colageno | e
ocorre 0 aumento da resisténcia da ferida. Todo o processo de cicatrizagdo € controlado por
polipeptideos chamados fatores de crescimento, que modificam a fisiologia de suas células-
alvo. (ISAAC, 2010, p. 125)

Autores como Martins et al. (2003), Sirio (2005) e Lorenzi (2006) descreveram efeitos
benéficos, antimicrobianos e cicatrizantes do muco extraido de caracOis Achatina sp e 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 macroscopicamente e histologicamente os efeitos
reparadores do muco do caracol A. fulica em lesdes provocadas por instrumento cortante na
pele de coelhos. As caracteristicas macroscopicas da lesdo foram registradas diariamente e
para a analise histologica, uma bidpsia foi realizada apds 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 os do
grupo controle 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 macroscépica no processo de cicatrizagdo ocorreu
num menor espaco de tempo nos coelhos do grupo pomada em relagdo aos demais
tratamentos, concluindo que o muco dos caracdis influenciou o processo de reparo de lesdes
provocadas em pele de coelhos por meio de instrumento cortante e que a pomada produzida
com o0 muco do A. fulica apresentou melhor reparacdo tecidual, tanto clinicamente quanto
histologicamente, sendo, portanto, uma alternativa aparentemente vidvel para o tratamento de

feridas em pele de animais.

Sirio (2005) concluiu que as feridas de camundongos tratadas com muco de caracois
alimentados com ragdo base e com ragdo contendo Symphytum officinale (confrei),
apresentaram melhor recuperacdo da ferida tanto clinica quanto histologicamente, quando
comparados ao grupo controle. Macroscopicamente, 0s animais tratados mostraram edemas
menores, maior presenca de crosta e maior contracdo das bordas das feridas ao final do
experimento, quando comparados ao grupo controle. Histologicamente, os grupos tratados
também revelaram melhor reparacdo da lesdo, apresentando edemas menos intensos, grande
guantidades de tecido de granulacdo e infiltrados inflamatorios e o grupo tratado com muco

de caracois alimentados com confrei foi 0 que apresentou melhores resultados.
3.8 Acdrnea e o processo de cicatrizacao

Segundo Brukitt et al. (1994), a cérnea é a por¢do transparente espessa da camada
corneo-escleral encerrando a sexta parte anterior do olho. A cornea € 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
cornea é mantida por difusdo de metabolitos do humor aquoso e 0s vasos sanguineos do limbo
e parte do oxigénio 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 cornea humana, batizada com o nome do seu descobridor, Harminder S. Dua.
“A nova camada agora descoberta esta localizada na parte de trds da cornea, entre 0 estroma
corneano e a membrana Descemet. Embora tenha apenas 15 micrdmetros de espessura - a
cornea inteira tem cerca de 550 micrémetros ou 0,5 milimetro de espessura - a camada de Dua

¢ forte o suficiente para resistir a 1,5 bar de pressao”.

O epitélio € a camada mais superficial da cornea, formado por epitélio pavimentoso
estratificado com espessura de aproximadamente cinco células e detém alta capacidade de
regeneracdo. O epitélio em seu todo funciona como uma espécie de barreira contra a perda de
liquidos e penetragdo de microrganismos, bem como apresenta uma superficie lisa e brilhante,

0 que garante o seu poder refrativo.

A coesdo 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. E uma 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 fibras do estroma anterior. Se lesada, a membrana de
Bowman néo se regenera, tendo por consequéncia a perda de sua transparéncia. A membrana
de Bowman tem por funcdo manter a integridade e a organizacdo epitelial, bem como separar

o epitelio do estroma.

O estroma € responsavel pelo maior volume da cornea com aproximadamente 90% da
espessura total da cornea e consiste em uma forma altamente regular de tecido colageno denso
formando lamelas delgadas. Sua densidade celular é reduzida, estando os ceratocitos
localizados entre as lamelas, no terco anterior e médio do estroma. No estroma sdo, também,
encontrados 0s axdnios dos nervos, as células de Schwann, os fibroblastos e alguns leucécitos

séo dispersos entre as lamelas.

A superficie interna da cornea é revestida por uma camada de células endoteliais
achatadas que sdo sustentadas por uma membrana basal elastica muito espessa, conhecida
como membrana de Descemet, formada a partir do endotélio. Essa camada é facilmente

regenerada.

Segundo Steele (1999, p.28), coelhos ndo possuem a membrana 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 pm de comprimento, no qual as células
dispde-se em um padrdo tal que, por sua semelhanca, é chamado de mosaico endotelial.
Quando ha perda de células endoteliais, as remanescentes "deslizam” em direcdo a area lesada
para ocupa-la, aumentando de tamanho (polimegatismo) e alterando a sua forma
(pleomorfismo). Esse mecanismo é responsavel pelo reparo do endotélio, uma vez que a
mitose em células endoteliais adultas ¢ escassa e lenta. E importante enfatizar que o endotélio
é fundamental para manter a transparéncia e organizacdo das camadas da cOrnea, evitando-se

0 edema corneano (Figura 3).

Figura 3 - Camadas Histol6gicas da Cérnea de Coelho.
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Segundo Fine e Stramer (2005, p. 2), a pele proporcionou 0 modelo bésico para o
estudo da cicatrizacdo e muito do que € estudado em pele, pode ser transferido para a cornea.
Entretanto, a cicatrizacdo da cornea 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, um dos aspectos mais importantes de cicatrizacéo é a
forma como os processos de cura visam minimizar estes resultados finais que teriam

consequéncias visuais graves.

Segundo Monteiro et al. (1999 apud PONTES et al., 2011) o processo de cicatrizagdo
corneana se da diferentemente do processo 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 nimero de

células epiteliais normais o0 processo se da por mitose.

De acordo com Klenkler e Sheardown (2004) apud Pontes et al. (2011) a reparacéo de
lesGes que envolvem a coOrnea, € muito complexa e consiste em uma série de eventos que
ocorrem simultaneamente. A integragdo da proliferacdo celular, migracdo, diferenciacéo,
apoptose e comunicacdo intercelular envolvem proteinas da matriz mesenquimal,
proteoglicanos, fatores solUveis e enzimas proteoliticas, além de alguns tipos celulares. Isso se
da gracas a ativacdo de células tronco limbais na ultima fase do processo de regeneracéo, a
proliferativa. As células tronco produzem células amplificadas e transientes (TACs); as TACs
se transformam em células pds-mimoticas (PMCs), as PMCs se transformam em células
terminalmente diferenciadas (TCDs); em seguida ocorre o estabelecimento adicional de
hemidesmossomos; possivel hiperplasia epitelial e a substituicdo das extremidades terminais

do nervo axon da cérnea.
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4 MATERIAL E METODOS
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., &cido acético glacial, &cido
borico (H3BO3), acido cloridrico (HCI), acido nitrico (HNO3); acido sulfurico concentrado,
albumina bovina sérica, células fibroblasticas de cdrnea de coelho da linhagem SIRC 0224,
cloreto de amonio, cloreto de aménio, cloreto de potéssio (KCI), cloridrato de cetamina,
cloridrato de proximetacaina, cloroformio (CHCIs), colesterol (Sigma), dimetilsulféxido
(DMSO0), colirio de fluoresceina, etanol, hexano, fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), gel
oftalmoldgico dexpantenol 50 mg/g, solucdo salina tamponada (PBS), fosfato de sddio
monobasico (NaH,PO,), hidroxido de potéassio (KOH), hidroxido de sodio (NaOH),
hipoclorito de sédio (NaClO), L-glutamina, meio de MEM Eagle Sigma, metanol (MeOH),
peroxido de hidrogénio (H,O;), tartarato duplo de sodio e potassio tetra-hidratado
(KNaC4H406.4H20), reagente de Biuret, solucdo saturada de NaCl, soro bovino fetal,
sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H,0), sulfato de sddio anidro (Na,SO,), sulfato
ferroso, dimetilssulféxido (DMSO), tartarato duplo de sodio, tripsina/EDTA, vermelho de

metila.
4.1.2 Equipamentos

Foram utilizados: agitador de solu¢des AP 56 Phoenix, agitador magnético, almofariz
e pildo, aparelho de destilacdo de amonia, banho-maria, bisturi punch n°® 5, caixas plasticas
transparentes de polietileno, cdmara de fluxo laminar, capsula de porcelana, centrifuga,
dessecador, espectrofotdbmetro de placa, espectrofotometro 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  Caracterizacio taxondmica do caracol africano encontrado em Alagoas

Os animais coletados no estado foram identificados taxonomicamente pelo gedgrafo e
pesquisador malacologista Ignacio Agudo-Padron, consultor vinculado ao Museu
Zooboténico Augusto Ruschi - MUZAR, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Passo Fundo - UPF/ RS, a Estacdo Experimental do Arroz - EEA, do Instituto
Riograndense do Arroz - IRGA, Cachoeirinha/ RS e ao "Projeto Avulsos Malacoldgicos -
AM"| Florianopolis/ SC (Anexo A).

4.3  Manutencdo dos caracdis

Inicialmente foram capturados 100 caracdis asselvajados da espécie A. fulica (figura
4) oriundos do Campus da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no bairro do Tabuleiro
dos Martins, em Macei6 e do municipio de Capela, interior do estado de Alagoas, durante o
més de junho de 2011, quando o autor acompanhou uma equipe da TV Gazeta, como
consultor, para prestar esclarecimentos sobre uma grande infestagdo desses moluscos na zona
rural do municipio. Estes primeiros animais, com massa corporal média de 29 gramas, foram

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

Figura 4 - Caracol Africano Achatina (Lissachatina) fulica de tamanho médio.
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Fonte: o autor (2013)
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Os caracOis foram mantidos no interior de caixas plasticas transparentes, de
polietileno de alta densidade da Plasbox, com capacidade para 50 Litros, medindo em
centimetros, 28x42x49 de modo a proporcionar aos animais uma maior higiene e um minimo
de estresse. Para a manutencdo destes animais em laboratério foi desenvolvido uma técnica de
criacdo inedita, que poderd ser utilizada para a criagdo intensiva de caracdis arboricolas
(AQUINO, 2012) em qualquer parte do mundo (Figura 5) (Apendice A).

Figura 5 - Sistema de criacao desenvolvido para este experimento.
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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 agua ofertada ad
libitum. A racdo adotada foi da linha natural da marca PURINA para codornas em producao.
Acrescentou-se a racao base, 10% de farinha de ostras da marca Volare para a manutengdo da
integridade das conchas dos caracoéis. A alimentacdo e a limpeza das caixas foram realizadas,

diariamente, pouco antes dos caracois acordarem, ao anoitecer.
4.4  Coleta do muco cuténeo de caracois africanos

Para a coleta do muco, os caracois foram mantidos em jejum alimentar por trés dias
para minimizar a contaminacdo por coliformes fecais. Apo6s o jejum, as conchas foram

lavadas com escova e agua de torneira e 0s animais deixados para escorrer.

O muco do caracol foi coletado através de movimentos longitudinais repetitivos,
pressionando-se o polegar contra as glandulas podais para estimula-las, seguindo a orientacao
de Lorenzi (2006) (Figura 6). A maioria dos animais responde a “ordenha”, 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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45 Estudo da citotoxicidade do muco liofilizado em células tumorais

O material foi testado em trés linhagens distintas de células tumorais: MDA-MB435
(melanoma - humano), HCT-8 (célon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), que
foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA) e cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos e mantidos em estufa a
37° C e atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido

(DMSO), na concentracéo estoque de 5 mg mL™.

A citotoxicidade das amostras foi avaliada pelo método do 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina (MTT) (Mosman, 1983) no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara - UFC. As células foram plaqueadas em
placas de 96 pocos nas densidades de 0,7 x 10° (HCT-8), 0,6 x 10° (SF-295) e 0,1 x10°
(MDA-MB-435) respectivamente. Em seguida, as solugdes de muco foram adicionadas e as

placas incubadas por 72 h em estufa a 5% de CO, a 37°C.

As amostras foram testadas em concentracdes que variaram de 0,048 a 25 pg mL™ e
as absorbancias, obtidas com o auxilio de um espectrofotémetro de placa, um aparelho
amplamente utilizado em laboratorios, cuja funcdo é a de medir e comparar a quantidade de
luz (energia radiante) absorvida por uma determinada solugdo, 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) vérias técnicas sdo
utilizadas para determinar a atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas. Uma
das mais utilizados avalia a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), de coloragéo 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 difenil-picril-hidrazina, de coloragcdo amarela, com consequente desaparecimento
da banda de absorcdo original, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. 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 diluido em &gua milli-Q na proporcao de 1:5, respectivamente e
submetido ao tratamento em ultrassom por 5 min para homogeneizagao das solugdes. Depois
foi acrescentado 0 DPPH (40 mg mL™) e a sua absorbancia foi aferida em espectrofotometro
MultiSpec-1501 da marca Shimadzu, a cada 5 min nos primeiros 30 min e a cada 10 pelos

altimos 20 min.

A técnica utilizada para analisar as amostras do muco liofilizado e submetido a
extracdo por Soxhlet em metanol foi a mesma. Prepararam-se solucdes 50 mg L™ em bales
de 5 mL. As solugdes foram homogeneizadas manualmente e, em seguida, com 0 muco in
natura, acrescentou-se 0 DPPH (40 mg mL™). A partir dai, procedeu-se como descrito

anteriormente.
4.7  Caracterizacdo quimica do caracol africano

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

foram submetidos a analise da composi¢ao mineral.

Para a obtencéo do pé das conchas dos caracois para a anélise fisico-quimica, adaptou-
se a técnica descrita por Nunes et al. (2006) utilizada para conchas de ostras, ja que houve
dificuldade em se encontrar uma metodologia especifica para conchas de A. fulica. Seis
caracOis de tamanho médio (peso total 151 g) permaneceram por trés minutos em agua
fervente (100 °C) 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
remocdo de residuos organicos e depois, imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO)
a 1% por 24 h.

Apbs esse periodo, as conchas foram lavadas com d&gua corrente abundante e
colocadas em estufa a 70 °C por 2 h, para retirar os residuos da solugcdo de NaClO sendo,
posteriormente, trituradas e secas com o auxilio 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 contaminagdes durante a tamisacdo. O material foi acondicionado em

sacos plasticos e mantido em freezer até ser enviado para analises.



42

Para a obtengdo 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 ao freezer (-18 °C) para congelarem. Apds 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 obtencdo de um material homogéneo, semelhante

a uma farinha.
4.7.1 Procedimento para digestdo 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
solucdo acida (3,5 ml de HNO3), 3,5 ml de H,O deionizada e 1,0 ml de H,0;). Os frascos de
digestdo foram estdo devidamente fechados, inseridos na cavidade do micro-ondas e 0
programa que foi aplicado na digestdo das amostras esta apresentado na Tabela 1. Em
sequida, os frascos foram mantidos sob sistema de ventilagdo por 20 minutos para
resfriamento. Completou-se com agua o volume do material digerido com 20 mL 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 radiacéo
micro-ondas.

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

| 4 750 90
I 2 750 90
i 8 1000 180
v 20 1000 180

Fonte: o autor (2013)

Nota: A digestdo das amostras 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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4.8  Composicao centesimal do muco liofilizado

As andlises a seguir foram realizadas no Laboratorio de Analise Nutricional e

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

Foram pesadas aproximadamente 5 g da amostra de muco liofilizado em cépsula de
porcelana, anteriormente tarada e aquecida em estufa regulada a 105° C. A amostra
permaneceu por 4 h em estufa a 105° 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 — P2) / X x 100
Onde:

P1 = Peso da capsula seca

X = Peso da amostra in natura (g)
P2 = Peso da capsula + amostra seca
Residuo Seco: 100 — 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 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 minutos e pesada, segundo Association Of Official Analytical Chemists (2000). O teor

de cinzas foi expresso da seguinte forma:

% Cinzas=100x N /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
4.8.3 Proteina bruta

Colocou-se 0,15 g da amostra em um tubo de digestdo e em seguida adicionaram-se 5
mL da mistura digestora (&cido sulfdrico + catalisador). O material foi levado para a digestéo,
com o aumento da temperatura de 50 em 50 °C, alcangcando 350 °C. Esperou-se resfriar e
iniciou-se a destilacdo. Ao tubo com amostra digerida, adicionaram-se 15 mL de agua e 15
mL da solucdo de NaOH a 40% (m/v). Entdo, o tubo foi acoplado ao aparelho de destilacéo de
amonia. Nesta etapa foram colocados, em um frasco Erlenmeyer, 25 mL de solucéo de acido
borico e uma mistura indicadora de vermelho de metila. A amostra foi destilada até dobrar o
volume inicial, até aproximadamente 50 mL. Titulou-se com HCI 0,05 mol L™ até a coloracéo
mudar para o alaranjado, segundo Association of Official Analytical Chemists (1984).

Os niveis foram medidos utilizando-se um fator de conversdo padrdo para alimentos

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

Nitrogénio % (AS) = (Va—Vb) x N x F x 14 x 100 / Peso da Amostra (mg)
Proteina % (AS) = % Nitrogénio x Fator de Conversdo
Onde:
Va = Volume de &cido cloridrico gasto na titulacdo da amostra
Vb = Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco
N = Normalidade do HCI
F = Fator de corre¢éo do HCI
14 = Miligramas de nitrogénio ou 1 mEq de nitrogénio
100 = Porcentagem
AS = Amostra seca
Proteina Bruta % (Al) = % Proteinas (AS) x % Residuo seco (RS) / 100

Al = Amostra in natura
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4.8.4 Extracdo lipidica

Fracdo Lipidica (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 cloroférmio por 1 minuto. O homogeneizado foi filtrado em bomba de vacuo e o
filtrado foi recolhido em frasco Kitasato. O residuo retido no papel de filtro foi novamente
homogeneizado, por 3 minutos, com 40 mL de metanol + 80 mL de cloroférmio 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 separacdo de 500 mL e adicionou-se ¥ do volume
medido em KCI 0,88% em H,O. Agitou-se manualmente e esperou-se a separacao 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 separacdo de 250 mL. A esta
amostra foi adicionado ¥ do volume medido de uma mistura de metanol H,0 (1:2) e agitou-se

manualmente.

Em seguida, a fase inferior foi filtrada em baldo para rota-evaporador utilizando um
papel de filtro com sulfato de sodio anidro e o filtrado no baldo € levado ao rota-evaporador

para evaporar o cloroférmio (T = 40° C).

Apbs evaporacdo o residuo no baldo (fracdo lipidica) foi resuspendido em 10 mL de
cloroférmio. Esse volume foi armazenado em frasco ambar apds retirar-se todo o oxigénio

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

O teor de lipideos totais foi determinado por gravimetria utilizando a perda de massa
em estufa regulada a 105 °C (FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957). O vidro de
relogio foi previamente aquecido em estufa a 105 °C por uma hora. Em seguida foi resfriado
em dessecador por 15 minutos, até temperatura ambiente e depois pesado. Transferiu-se 1 mL
do extrato lipidico para o vidro de reldgio. Ap6s duas horas em estufa a 105 °C o vidro de
relogio foi resfriado em dessecador por 15 minutos e pesado. O teor de lipideos totais foi

expresso atraves da seguinte expressao:

% Lipideos Totais = (Mfina — Minicia) X 100 / Massa da amostra in natura (g),
onde:

Miniciat = Massa do vidro de reldgio seco
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M ina = Massa do vidro de rel6gio + amostra apos 2 horas.
4.8.5 (Fracdo Glicidica) Carboidratos
A fracdo de carboidratos foi determinada pela expressao abaixo.

Valor de carboidratos = 100 — (% 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 utilizou-se uma regra de trés a qual constava do percentual do
nutriente com umidade e sem a umidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001).

4.8.6 Valor caldrico total

Foi calculado a partir dos coeficientes caldricos correspondentes para carboidratos,
proteinas e lipideos, respectivamente 4, 4 e 9 kcal/g (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 1990)

Valor Caldrico = (carboidratos x 4) + (proteina x 4) + (lipideos 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 lipideos foram extraidos a frio pelo método
de Folch, Lees e Sloane Stanley (1957).

Para a quantificacdo do colesterol total, uma saponificacdo prévia foi necessaria para
transformar os ésteres em colesterol livre. Embora a saponificacdo direta seja mais rapida para
analise de colesterol, optou-se, neste trabalho, pela extracdo dos lipideos antes da
saponificacdo para permitir a determinagdo de lipideos totais, colesterol e &cidos graxos a

partir do mesmo extrato.

Uma aliquota de 2,5 mL do extrato lipidico foi evaporada sob fluxo de N, 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 agitacdo, durante 15 min. A reacdo foi imediatamente
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resfriada com a adicdo de 2,5 mL de agua destilada 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 N,. Foi acrescido ao residuo 3 mL de solugdo saturada de sulfato ferroso em &cido acético
glacial e 1 mL de acido sulfurico concentrado. A reagdo com &cido sulfurico concentrado e
acido acetico saturado mais sulfato ferroso, no qual o sulfato ferroso agiu como um
catalisador deu origem na presenca de colesterol a uma coloracdo estavel (SEARCY;
BERGQUIST, 1960). A reacdo de Liebermann-Burchard se baseia na oxida¢do da substancia
(colesterol) por meio de ion férrico em meio sulfarico. A densidade Otica foi medida em
espectrofotbmetro a 490 nm (Spetrumlab 21 - Model 1058) obedecendo-se um tempo de

leitura de 10 minutos.

A curva de calibracdo para colesterol foi elaborada segundo Searcy e Bergquist
(1960), utilizando-se 0,06 g de colesterol (Sigma) diluido em 100 mL da solu¢édo (50 mL de
acetona P. A. e 50 mL de etanol), do qual foram retiradas aliquotas de 0,1 mL a 0,8 mL da
solucéo de colesterol padrdo. Essa curva foi linear utilizando-se o padréo de colesterol obteve-
se a equagdo ¥ = 0,1359x + 0,0885 com R?= 0,9496, passando pela origem e cobriu a faixa de

concentracdo das amostras.
4.8.8 Quantificacdo e identificacdo de acidos graxos

Os lipideos extraidos foram saponificados e os acidos graxos esterificados em ésteres
metilicos. Os ésteres metilicos foram obtidos modificando-se apenas as proporcfes dos
reagentes das amostras (HARTMAN; LAGO, 1973). Apds a extracao dos lipideos totais, uma
aliquota de 25 a 50 mg de lipideos, correspondente a 3 mL do extrato lipidico, foi
saponificada, utilizando-se 2 mL de solucdo de NaOH 0,5 mol L™, 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 esterificacdo, foi utilizada uma solucao (mistura
para esterificacdo), cuja preparacdo envolveu a adicdo de 16 g de cloreto de amdnio, com
acréscimo de 480 mL de metanol seco (anidro) e 16 mL de &cido sulfurico, sob refluxo, em
condensador a agua com sistema tipo Soxhlet, durante 15 minutos, até total solubilizacdo do

cloreto de amonio.
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Apos o resfriamento da solugéo, adicionou-se 6 mL da mistura esterificada em tubo de
ensaio contendo o extrato lipidico e a solugdo de NaOH 0,5 N em metanol. Nesta fase, a
mistura foi aquecida em banho-maria fervente por 3 minutos e, apos este periodo, foi
adicionados a mistura, 5 mL de solucédo saturada de NaCl e agitou-se em agitador magnético

por 10 s.

Para a extracdo dos ésteres metilicos formados adicionaram-se 2 mL de n-hexano por
3 vezes, transferindo a fase organica para um outro tubo de ensaio com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e agitador magnético. Depois adicionou-se a fase extraida pelo n-hexano mais
5 mL de solucgdo saturada de NaCl, agitando no agitador magnético por 10 segundos. Apos
agitacdo, a fase organica superior foi transferida para um tudo do rota-evaporador para

evaporacdo do solvente. A ressuspensdo 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 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, modelo GC-17A, equipado com uma coluna
capilar DB-5, série US 1352151h, com 30 m de comprimento, 0,25 um de espessura e 0,25
mm de didmetro interno. Foi utilizado Hélio (He) como géas de arraste a um fluxo de 1 mL

min-1 e pressdo 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 tempo total de analise foi de 60
min. As temperaturas do injetor e da interface foram mantidas, respectivamente, a 250 °C e
310 °C. O modo de controle de injegcdo foi o Split, com razdo de 30:1. Foram obtidos os
espectros de massas por impacto eletrénico (IE). Para a identificacdo dos &cidos graxos foram
utilizados padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos puros, comparando-se 0 tempo de
retencdo dos ésteres metilicos das amostras e dos padrfes. A quantificacdo dos acidos graxos
foi feita por normalizacdo de area. Os diferentes acidos graxos foram identificados por
comparacdo aos tempos de retencdo apresentados pelo padrdo cromatografico (Sigma —
Aldrich). A quantificagdo dos &cidos graxos foi feita com a seguinte equagdo onde a area do
pico observado multiplicado pela concentracdo do padrdo interno e dividido pela area do
padréo interno, expressando-se o resultado em mg mL™ de cada 4cido graxo sobre o total de

acidos graxos.
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49  Avaliagdo da atividade biol6gica do muco

Para os experimentos in vitro utilizou-se culturas de células fibroblasticas de cérnea de
coelho da linhagem SIRC 0224 (Banco de Células/fUFRJ) em meio de MEM Eagle Sigma,
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de L-glutamina.

4.9.1 Manutencao da linhagem de células de cornea de coelho em cultura

As garrafas de cultura foram mantidas a 37 °C 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 semiconfluéncia,
as células foram liberadas das garrafas pelo uso da solucédo de tripsina/EDTA livre de célcio e
magnésio, em pH 7,2 e replaqueadas em densidade ideal para sua manutengéo em cultura (10°

cels/garrafa de 25 cmd).
4.9.2 Obtencédo da solucdo de muco

Inicialmente optou-se por trabalhar com o muco liofilizado do A. fulica, utilizado nas
andlises anteriores. Devido a dificuldade em solubiliza-lo e a variedade dos resultados obtidos
a partir das solucdes testadas, foi substituido por uma solu¢do de muco recém colhido e
diluido em soluc¢do salina tamponada (PBS), passando esta a ser chamada de solucdo estoque

com 0,5 mg mL-1.

Para a obtencdo desta solucdo estoque de muco, utilizou-se a técnica descrita por
Iguchi, Aikava e Matsumoto (1982, p. 571) adaptada pela Dra Maria de Fatima Martins, da
Universidade de Sdo Paulo (USP), obtida através de comunicacdo pessoal. Esta técnica
produziu uma solucdo densa, homogénea, sem precipitado, diferente das solugbes 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 agitagcdo em
“shaker” orbital por 90 minutos. Em seguida a solucéo foi centrifugada a 4.000 rpm por 30

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

Devido a impossibilidade de filtrar-se a solugdo estoque através de um filtro Millipore
de 0,22 um para a retengdo de microrganismos, optou-se por sua exposi¢cao aos raios Ultra

Violeta (UV) em camara de fluxo laminar, para sua esterilizagéo.
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4.9.3 Determinacdo da concentracdo de muco na solucéo estoque (1:3)

Num frasco de vidro previamente pesado, colocou-se 10 mL (11,29 g) da solucdo de
muco em PBS (1:3) que foi, em seguida, congelada a — 80° C. Apoés 24 horas este frasco com
0 muco congelado por levado ao liofilizador onde permaneceu por 48 h. Apds a liofilizacao, o
frasco com a amostra liofilizada foi novamente pesada, obtendo-se um novo valor para o

muco. Desta forma foi possivel determinar a concentragcdo do muco na solucéo estoque.
4.9.4 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de MTT inicialmente foi realizado para escolher a concentragdo ideal para a
utilizacdo da solucdo de muco em culturas celulares entre as solucdes testadas, com diferentes

concentragoes.

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

As células, cultivadas em uma placa de 96 pocos (densidade de 10* células/pogo)
foram incubadas por um periodo de 16 h para adeséao celular. O ensaio foi realizado em todos
0s grupos, sendo utilizado, em cada poco, 0 volume de 200 pL. A leitura dptica da placa foi
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 uL de MTT, em concentracdo de 5 mg mL™ sendo, em seguida,
incubado por 4 h a 37 °C.

Posteriormente, o meio de cultura suplementado com MTT também foi retirado e 0s

cristais de formazan foram solubilizados pela adi¢do de 200 pL de Dimetilsulfoxido de Sodio
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(DMSO) e sua concentracdo quantificada espectroscopicamente por meio de um leitor de
microplacas (espectrofotdmetro), em comprimento de onda de 540 nm.

4.9.5 Padronizacdo do muco para 0s experimentos

Para a padronizacdo do muco a ser utilizado nos experimentos, optou-se em trabalhar
com amostras congeladas da solucdo de muco confeccionada a partir de uma Unica partida de

muco coletado. (Figura 7)

Este procedimento eliminaria o problema de afericdo do peso seco da amostra de
muco para cada experimento que fosse necessario fazer. No entanto, questionou-se se 0
congelamento da solugdo poderia interferir nas propriedades bioldgicas do material. Para
avaliar se haveria diferencas significativas entre a solugéo fresca e a congelada, realizaram-se
ensaios in vitro pela metodologia de MTT em células SIRC, com uma solucdo de mesma

partida de muco fresco e ap6s congelamento.

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

ron

Fonte: o autor (2013)
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Visando a obtencdo de solugcbes menos concentradas para o0s testes in vitro,
acrescentaram 25 pL de solugdo de muco [0,5 mg mL-!] a 1.975 pL de meio de cultura,
obtendo-se uma solucéo de 0,25 mg mL™. A partir desta solucéo, para obtencdo de solucdes
com menores concentracles, realizou-se uma diluicdo seriada obtendo-se quatro outras
diluicBes testes: 0,125; 0,06; 0,03 e 0,015 mg mL™ (Figura 8) (Tabela 2).

Figura 8 - Diluicao seriada da solucédo de muco.

1.200 pL de solucdo de 0,25 mg mL-

=N =Y =

L. 12000 | 12000 [ 12004
12004 | !— V1200w [ r V1200 [ r V1200 r
de cultura'\\ ‘ de cultura | de cultura de cultura ;
12 diluicdo 22 diluicdo 32 diluicdo 42 diluicdo
0,125 mg 0,06 mg 0,03 mg 0,015 mg

Fonte: o autor (2013)
Os grupos de tratamento nesta tabela representam as diferentes concentracdes de muco
testadas em culturas de células de cornea como proposito de eleger-se a de melhor rendimento

para orientar o preparo da solucao oftdlmica para o experimento in vivo em coelhos.

Tabela 2 - Definic@o de condicdes experimentais para o ensaio MTT.

GRUPOS DESCRICAO

| Meio de cultura sem tratamento (controle)

1l Meio de cultura + 0,125 mg de solu¢do de muco fresco
ln Meio de cultura + 0,06 mg de solugdo de muco fresco
v Meio de cultura + 0,03 mg de solucdo de muco fresco

Vv Meio de cultura + 0,01 mg de solucdo de muco fresco

Fonte: o autor (2013)
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4.9.6 Determinacdo do peso seco da solucdo estoque

Uma amostra de 10 mL (11,29 g) da solu¢cdo de muco estoque foi acondicionada em
um frasco de vidro previamente pesado e congelada a -80 °C por 24 h. Ap6s esse tempo a
solugéo congelada foi liofilizada por 48 h, e novamente pesada para obtencdo do seu peso

seco.
4.10 Analise de proteina na solucido de muco

Esta analise foi realizada para se determinar a quantidade de proteinas da solucdo de
muco a ser utilizada no tratamento in vivo das Ulceras, em corneas de coelhos. Inicialmente foi
construida uma curva utilizando-se a albumina sérica bovina para o célculo da proteina da
amostra do experimento. Logo depois, uma aliquota da solugdo estoque (0,5 mg 25 pL-?) foi
misturada a trés partes de tampdo PBS, pH = 7,4 e em seguida, 125 uL desta nova solucéo foi
adicionada em um eppendorf juntamente com 1 mL de reagente de Biureto (1,5 g de sulfato
de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H,0)) que foi misturado a 6 g de tartarato duplo de sodio e
potéssio tetra-hidratado (C4HOgKNa.4 H,0) em 300 mL de hidroxido de sodio (NaOH),
armazenado em um frasco ambar, e incubado a temperatura ambiente por 30 min. Em
sequida, foram pipetadas aliquotas de 200 puL em uma placa de 96 pocos e lidas em

espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 550 nm.
411 Experimentacdo in vivo

Projeto aprovado pelo comité de ética, processo n° 010190/2011-85.
4.11.1 Animais

Foram utilizados 18 coelhos da raca Nova Zelandia, com idades entre 4 a 6 meses e
massa corporais que variavam de 1.100 g a 1.740 g, adquiridos na Escola Técnica Federal em
Satuba, Alagoas. Esta espécie animal foi escolhida em funcdo do grande tamanho do globo
ocular. Apos a aquisicdo, os animais foram vermifugados e alimentados por duas semanasl
para a padronizacdao dos animais, com racdo industrializada para coelhos da marca PURINA.

Ao final, todos os animais estavam aparentemente, em bom estado nutricional e de salde.
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4.11.2 Produgdo das lesBes nas corneas de coelhos

Para a producdo das ulceras nas corneas dos coelhos, optou-se pela desepitelizacéo
mecanica que, segundo Martins (2009, p.71) é mais indicada para os estudos que envolvem
apenas regeneracao, pois promove uma menor inflamacdo do tecido quando comparada com a
observada nas lesdes produzidas por alcalis. Para a realizacdo do protocolo anestésico,
seguiu-se a orientacdo de Fechine-Jamacaru, Fechine Junior e Moraes Filho (2005, p. 66)
alterando apenas o pré-anestésico. Neste experimento, substitui-se o cloridrato de xilazina
pela acepromazina (0,05 mg/kg PV/IM). Apds 15 minutos, os animais foram anestesiados
com Cloridrato de Cetamina (12 mg/IM/kgPV). Apds 10 minutos, o protocolo foi
complementado com a instilagdo topica, no saco conjuntival, de duas gotas de anestésico local

(cloridrato de proximetacaina 0,5%).

As lesbes de corneas foram produzidas nos dois olhos, em todos os coelhos, para
aumentar o N do experimento. Um bisturi descartavel de lamina circular (punch) fabricado
em didmetros que variam de 1 mm a 1 cm e rotineiramente utilizados para bidpsia de pele foi
adotado para a circunscrever e padronizar as areas das lesfes iniciais em todas as corneas de

coelhos. Neste experimento elegemos o punch de nimero 5. (Figura 9)

Figura 9 Perfil didatico da lesdo cirurgica.

Esquema didatico indicando o
aspecto da les&o recém
produzida pela técnica criada

FILME LACRIMAL
[ —————— s —
EPITELIO

ESTROMA
MEMBRANA DESCEMENTE

ENDOTELIO

Fonte: o autor (2013)
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Inicialmente, o punch foi posicionado no centro da cornea, levemente pressionado e
rotacionado, entre os dedos, no sentido horario, com muito cuidado, para ndo escorregar sobre
a superficie corneal produzindo uma lesdo irregular. Para produzir as lesdes, foi utilizado um
punch novo a cada trés animais. Logo depois, com o auxilio de uma lamina de bisturi n°® 22,
escarificou-se superficialmente a area circunscrita anteriormente pelo punch, na tentativa de
se retirar apenas o epitélio corneal. O uso do punch permitiu a padronizacao da &rea das lesGes

em todos os animais.
4.11.3 Grupos de tratamento

Os coelhos foram divididos aleatériamente por sorteio, em trés grupos de seis animais:
0 grupo CONTROLE, o grupo EPITEGEL e o grupo MUCO, sem critérios de selecdo por

Sexo, peso ou idade.

No grupo MUCO imediatamente ap0s o procedimento cirargico, a solucédo oftalmica
do muco cutaneo esterilizado na concentragdo eleita no item 4.8.5 (0,125 mg 25 pL-%)
comegou a ser instilada, 1 gota/olho, repetindo-se a aplicacdo a cada duas horas, das 8:00 as
18:00 horas, por 4 dias.

No grupo EPITEGEL utilizou-se um colirio epitelizante denominado Epitegel 10g
(Gel Oftalmologico Dexpantenol 50 mg/g), um dos farmacos disponiveis no mercado mais

indicados para esta finalidade, repetindo-se 0 mesmo protocolo utilizado no grupo anterior.
No grupo CONTROLE nenhuma medicacao foi utilizada.

Imediatamente apds a cirurgia, todos 0s animais receberam uma gota de um colirio a
base de fluoresceina, para corar as lesdes recém-produzidas. Em seguida foram feitas
macrofotografias (Figura 10) de todos os animais utilizando uma camera Canon Digital T3i,
uma objetiva Canon macro de 100 mm, um flash circular e um tripé a 40 cm do objeto. As

imagens ndo sofreram nenhum tipo de pos-edicéo.

As fotografias foram repetidas apds 24, 48 e 72 horas (Figura 11) e as areas coradas
com a fluoresceina foram medidas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS5 (Figura
h) e os resultados submetidos a analise estatistica. Depois da Ultima sessdo fotografica (72
horas), todos os coelhos foram anestesiados e entdo eutanasiados com cloreto de potéssio

endovenoso (E.V.).
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O uso do Photoshop CS5 seguiu o seguinte fluxograma: abre o programa => clica em
andlises => define a escala de medicdo => personaliza => mede a referéncia (régua) => marca
cm => ok => seleciona a ferramenta de medi¢cdo => delimito a area => ok => registra a

medicéo (Figura 12).
4.12 Analise estatistica

Analisaram-se os dados obtidos utilizando o teste ANOVA para determinar sua
significancia estatistica entre os grupos seguidos dos pds-testes Dunnett’s e Turkey, in vitro e
in vivo respectivamente. Os valores estdo apresentados pela Média (M) £ Erro Padrdo Médio
(EPM) e considerados significativos, quando p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o software Graph Prism ©5.0 (San Diego, CA, USA).

Figura 10 — Macrofotografia da lesdo com flash e luz ultravioleta.

Grupo conT
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Grupo CONTROLE 1 L
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Fonte: o autor (2013)
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Figura 11 - Fotos ilustrativas do acompanhamento da evolugéo da cicatrizagédo das lesdes de corneas (0, 24, 48 E 72 h).

ZERO H 24 H 48 H 72 H

CONTROLE

EPITEGEL

MUCO

3 GRUPOS / 48 FOTOS POR GRUPO / 144 FOTOS NO TOTAL

Fonte: o autor (2013)



Figura 12 - Célculo da area da lesdo através do software Adobe Fhotoshop CS5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 A manutencéo dos caracois

O caracol africano invasor é encontrado asselvajado hoje em todos os estados
brasileiros, no entanto, quanto ao aspecto zootécnico para a sua manutencdo em cativeiro com
finalidade de pesquisa pouco se evoluiu nas ultimas décadas. Um dos objetivos desta
dissertagdo foi desenvolver um novo sistema de manejo que apresentasse vantagens
significativas sobre as metodologias atualmente utilizadas para a criacdo de caracOis
arboricolas, principalmente, no que concerne ao aspecto higienizacdo, tempo de tratamento e
estresse dos animais em cativeiro. Esta nova metodologia poderéa ser utilizada, inclusive, para
as criacbes comerciais intensivas em qualquer pais do mundo, desde que observada a

legislacdo vigente local sobre espécies invasoras.

Os caracdis capturados inicialmente no Campus da UFAL foram acondicionados em um
aquario seco com agua e alimentos, tampado por uma tela de arame e o seus habitos foram
acompanhados a cada 2 horas, durante um periodo de 24 horas. Durante este
acompanhamento ndo se registrou atividade dos animais entre as 9 e as 17 h, momento em
gue permaneceram em repouso no teto do aquéario, no entanto, entre as 18 e as 8 h, foi
registrada intensa atividade (Figura 13). A simples analise dessas informacdes coletadas
durante este periodo possibilitou, em combinacdo com o uso de duas bacias plasticas moveis,
dispostas horizontalmente, uma contra a outra, a elaboracdo de um revolucionario sistema de
manejo que permitiu ndo s6 maximizar o aproveitamento da méao-de-obra mas também
diminuir, consideravelmente, o tempo gasto com uma higienizacdo mais eficiente do

ambiente e a alimentacdo dos animais.

Este novo manejo consiste, basicamente, do uso de duas bacias termoplasticas em

polipropileno, de formato circular com 49 cm de diametro e 22 cm de altura, emborcadas uma

sobre a outra e separadas, parcialmente, por uma chapa de aco de 2 mm tipo moeda, aqui

denominada tela de alimentagéo, utilizada para a sustentacdo de um comedouro para ragdo e um

bebedouro plasticos, os legumes e as verduras. O uso das duas caixas e da tela ja permitiu,

inicialmente, separar os animais da maioria de seus dejetos, estes depositados por gravidade, na

caixa inferior.
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Para a higienizacdo das caixas e a alimentagdo dos caracdis, deve-se aproveitar o
horéario de descanso dos caracois, enquanto ainda permanecem no teto da bacia superior. Em
torno das 17 h, a bacia inferior, repleta de urina e fezes depositadas durante a noite pela
gravidade é entdo retirada para limpeza, junto com a tela de sustentagdo, o comedouro e 0
bebedouro. A bacia superior, contendo a maioria dos animais em repouso € entdo invertida,
sendo reposicionada no lugar da bacia removida. Sobre ela é colocada outra tela de
alimentacdo, outro comedouro com ragdo, outro bebedouro, além de legumes e vegetais
frescos. Sobre a bacia com os animais e a tela de alimentacdo, uma nova bacia higienizada é
colocada, funcionando como uma tampa. Todos os utensilios utilizados sdo limpos com

escova, em égua corrente.

O ideal é dispor-se, para possibilitar um tratamento mais rapido dos caracdis, de uma
bacia, uma tela, um comedouro e um bebedouro extras e limpos, portanto, recomenda-se que
para cada lote de animais sejam utilizadas, em sistema de rodizio, trés caixas plasticas de
formato circular, sem angulos acentuados e idénticas além de duas telas de alimentacdo, dois
comedouros e dois bebedouros, desta forma ndo se perde tempo desnecessario durante o trato
diério pois o material contaminado e recolhido podera ser imediatamente substituido por outro
submetido a higienizacdo prévia e os principais agentes etioldgicos presentes nas fezes
(vermes e protozoarios) e que necessitam de um tempo no ambiente para se tornarem
infectantes sdo completamente eliminados através da limpeza diaria do material recolhido,
sem 0 uso de desinfetantes ou medicamentos, tanto que, durante os exames parasitoldgicos
realizados, periodicamente, no plantel dos animais no laboratério da universidade, nédo
evidenciou-se a presenca de nenhum nematddeo ou oocistos de protozoarios, comprovando 0s

efeitos benéficos do novo manejo.

Nesta dissertacdo optou-se pelo uso de caixas retangulares que, embora menos préaticas
para limpeza, eram transparentes, 0 que permitiu aos caracdis a correta distin¢do entre dia-e-
noite e consequentemente, a manutencdo de seus habitos fisiologicos normais (horario de

descanso, de atividade, de alimentagdo, etc).

Para entendermos melhor a grande vantagem da higienizacdo quando comparado ao
sistema extensivo de criagdo sobre a terra, por exemplo, segundo Cabaret et al. (1988), nos
parques de criacdo extensiva numa pesquisa realizada em 35 fazendas francesas, entre 1984 e
1985, demonstrou-se que os hematoides foram os parasitas mais frequentemente encontrados nos

parques externos de criacdo realizados sobre o solo. Em caracdis jovens, o Alloionema
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appendiculatum (Schneider 1859) foi a espécie com maior prevaléncia, enquanto 0s
Angiostoma aspersae (Morand, 1986) e Nemhelix bakeri (Morand & Petter) foram

encontrados, principalmente, em animais em idade reprodutiva.

Além disso, as bacias plasticas sdo mais baratas que as de madeira, com maior
durabilidade e reciclaveis, portanto, ecologicamente corretas, permitindo na sua higienizacao
0 uso de escovas, sabdo e até desinfetantes, quando necessario, sem deixar nenhum residuo

devido a sua impermeabilidade, evitando a contaminacao dos animais quando reutilizadas.

No entanto, o que diferencia este novo método de criagdo, ndo € apenas 0 USO correto
das caixas plasticas e a sua perfeita higienizacdo, mas também, conforme ja se demonstrou, a
correta escolha do horario para tratamento e a auséncia do manuseio direto dos animais o que
contribui, sensivelmente, para minimizar o estresse, um dos principais motivos do aumento da

mortalidade entre os caracOis em criagdes comerciais.

Figura 13 — Atividade e repouso do Carocol Africano ao longo de 24 h.
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Na figura 14, a fileira superior de caixas demonstra a atividade dos caracois ao longo
das 24 horas. A fileira inferior esclarece como deve ser 0 manejo das caixas no horério de

tratamento.

Figura 14 - Sistema de manejo em caixas plasticas
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dos que foram retirados.

Fonte: o autor (2013)
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5.2 Coleta do muco cutaneo de caracois africanos

Foram utilizados para a coleta de muco, inicialmente, caracdis com pesos que
variavam de 22 a 78 ¢g. Apds a pesagem de todos os animais, antes € depois da “ordenha”,
nomenclatura utilizada por diversos autores para definir a extragdo manual de muco cutaneo
dos caracdis, constatou-se que 0s animais que produziram mais muco estavam na faixa de
peso entre os 25 e 70 g. Esta informac&o orientou a primeira sele¢do do plantel da pesquisa.

Os animais acima ou abaixo desta faixa de peso foram abatidos. (Figura 15)

O muco coletado durante as ordenhas, com valor de pH médio de 8,06, foi
rapidamente congelado por 48 h, antes de ser submetido a liofilizacdo. O indice de umidade
no material liofilizado € extremamente reduzido, o que resulta na inibicdo da acdo dos
microorganismos e das enzimas que normalmente, degradam a amostra. A perda de umidade
nesse processo foi de 98,7%, ou seja, cada 100 mL de muco fresco congelado obteve-se 1,3 ¢

de muco liofilizado.

Figura 15 - Faixa de peso ideal para a producdo de muco cuténeo.
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Na primeira ordenha, realizada antes da selecdo, obteve-se uma producdo média de
2,67 g de muco por caracol, correspondente a 7,5% do peso médio dos animais e a producao
méaxima foi de 10,2 g obtidas de um caracol com 67,2 g. Ja na segunda ordenha, realizada
apos a primeira selecéo, obteve-se um incremento de 31% na producdo de muco. Em média

extraiu-se 9,85% do peso médio dos animais em muco.

A quantidade de muco produzida a partir da selecdo pela faixa de peso ideal
aumentou, como Vverificado, a producdo de muco, no entanto, a producdo ndo esta ligada,
exclusivamente ao peso do caracol, sugerindo que o seu estado de hidratacdo também é
determinante para uma boa extracdo de material. Alguns animais com mais de 70 g de peso,
por exemplo, ndo produziram quantidade significativa de muco. Os animais desidratados

apresentam a superficie do corpo menos brilhante.

Durante o processo de ordenha aproveitou-se para fazer a biometria das conchas dos
caracois, demonstrando uma estreita relacdo entre o comprimento e a largura,

respectivamente, de 2:1 (Figura 16).

Figura 16 - Biometria da concha
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Fonte: o autor (2013)
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5.3 Citotoxicidade do muco do caracol africano

Em relacdo a citotoxidade do muco do caracol africano in vitro, existem discrepancias
entre os dados encontrados na literatura e a comparacgéo, entre esses poucos resultados, ndo é
possivel, j& que existem diferencas no estado de apresentacdo das amostras, como também nas
linhagens de células adotadas nos os exames. Por exemplo, Tempone (2007, p.73) cita dados
obtidos a partir de secrecdo de muco bruto de caracois africanos (Achatina fulica) em
culturas de células de linhagem epiteliais de macacos (LLC-MK?2) tratadas, onde demonstrou
citotoxicidade moderada na concentracéo de 83,25 pg mL™. Toledo-Piza (2012) pesquisando
a citotoxidade do muco de outro gastropodo terrestre pulmonado, a lesma Phyllocaulis
boraceiensis, verificou que uma solucdo de muco com uma concentracéo de 12 mg mL-* em
cultura de células de fibroblastos humanos normais e em células endoteliais, estimulava a
proliferacdo celular, concentracdo essa bem maior que a usada no presente estudo e que a
mortalidade celular s6 foi relatada em concentragdes a partir de 180 mg mL-1.

Como um dos objetivos desta pesquisa era obter e avaliar os efeitos cicatrizantes de
uma solucdo oftalmica a base de muco do caracol africano para ser usada em lesbes de
cérneas de coelhos, tdo logo se produziu a primeira amostra de muco liofilizado, uma aliquota
foi encaminhada para o laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do
Ceara - UFCE, onde foram realizados os primeiros ensaios para aferir a possibilidade do seu
uso in vivo. No Ceard, a citotoxicidade de diferentes solucfes elaboradas a partir do muco
liofilizado produzido na UFAL foram testadas em trés linhagens de células tumorais: MDA-
MB435 (melanoma - humano), HCT-8 (cblon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano),
ndo tendo sido observada citotoxicidade em nenhuma das amostras analisadas, ficando

demonstrada a sua inocuidade até a concentragdo de 25 pug mL™.

Os resultados citados acima ndo podem ser comparados entre si, pois além da
metodologia e da forma de apresentacdo das amostras de mucos examinados, Sirio (2005)
ainda comenta que os alimentos consumidos pelos caracois podem interferir na composicao
do muco do animal. Faz-se necessario, portanto, novos experimentos na tentativa de realizar
uma padronizagdo ndo sO da amostra, mas das linhagens de células envolvidas no
experimento, além da metodologia da criacdo que envolve, inclusive, a alimentagdo ofertada

aos caracois e a metodologia das analises.
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5.4  Capacidade sequestadora do radical livre - DPPH

De acordo com Reis et al. (2009) o consumo de antioxidantes naturais presentes em
algumas frutas, chas, legumes e gréos, pode reduzir a incidéncia de doencas cronicas como:
cancer, doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral além de outras patologias ligadas
ao envelhecimento. Esta propriedade pode ser aferida por diferentes métodos analiticos,

métodos colorimétricos, bioldgicos e eletroquimicos, entre outros.

De acordo com Cogo et al. (2009), diversos organismos Vvivos, especialmente os de
ambientes aquaticos vém sendo utilizados como biomarcadores para se verificar a presenca de
compostos xenobioticos (poluentes gerados pela atividade antropica) no meio ambiente. Isto é
feito através da avaliacdo da atividade enzimatica envolvida na destoxificacdo de compostos
formados nos seres vivos, resultantes do estresse oxidativo e as principais enzimas aferidas

sdo: catalase, superoxido dismutase, glutationa redutase e peroxidade.

Moncheva et al. (2004) avaliaram a capacidade de destoxificacdo de compostos
antioxidantes de extratos de tecidos do marisco Mytilus galloprovincialis no Mar Negro.
Franco et al. (2006) avaliou a resposta enzimatica do Perna perna, um marisco largamente

cultivado no estado de Santa Catarina, ao zinco.

Neste experimento avaliou-se a capacidade antioxidante do muco do caracol africano
frente ao radical DPPH. O método do DPPH, utilizado para analisar a capacidade redutora das
trés amostras de muco: muco in natura, muco liofilizado e 0 muco submetido a extracdo por
Soxhlet, néo se verificou qualquer capacidade antioxidante (Tabela 3) nessas amostras (Figura
16).

No entanto, sabe-se que o DPPH € apenas um entre varias metodologias que se
prestam para esta analise e antes de descartar esta possibilidade em definitivo, seria
recomendado que a solugéo estoque do muco (0,5 mg mL-%) e a farinha de carne do A. fulica
fossem submetidos a novas analises empregando-se outras metodologias, perspectivas para
novos trabalhos. Uma justificativa sdo os experimentos de Moncheva (2004) e de Franco
(2006) realizados, respectivamente, com extratos de tecidos do Mytilus galloprovincialis no

Mar Negro e Perna perna em Santa Catarina e ndo com o muco dos moluscos.
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Tabela 3 — Valores do experimento da capacidade sequestradora do radical livres.

Amostras de muco submetidas a DPPH

Tempo

0

5
10
15
20°
25°
30
40°
50°

Muco Bruto Muco Liofilizado Muco / Soxhlet
1,0510 1,0822 0,9865
1,0355 1,0820 0,9844
1,0088 1,0821 0,9801
0,9956 1,0817 0,9737
0,9900 1,0815 0,9700
0,9842 1,0809 0,9640
0,9878 1,0807 0,9661
0,9852 1,0807 0,9661
0,9810 1,0806 0,9661

Fonte: o autor (2013)

Na figura 17, temos a representacdo em grafico dos percentuais médios obtidos através

da comparagdo dos resultados com o grupo controle, representado aqui como a coluna do

DPPH.

Figura 17 - Resultados percentuais remanescentes obtidos pelo DPPH.
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Fonte: o autor (2013)
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55  Composicdo mineral da carne, muco e conchas

Realizou-se o balanco de massas do processo da preparacdo da farinha de carne, desde
a coleta dos animais até a obtencao do liofilizado (Tabela 4). Na metodologia utilizada para o
preparo da farinha de carne do caracol africano, 0 muco néo foi extraido antes do abate. As
perdas desta substancia foram ocorrendo, naturalmente, ao longo do processamento. Os
resultado obtidos (Rendimento 1) foram comparados com os que Cabezas Garcia (2011, p. 3)

publicou (Rendimento 2) para a espécie de caracol (Helix aspersa).

Tabela 4 - Percentual das perdas da massa dos caracdéis Helix Aspersa e Achatina fulica ao longo
do preparo da farinha de caracéis

Percentual do peso nas diferentes Rendimento 1 (%) Rendimento 2 (%)
fases do preparo da farinha de
carne liofilizada Achatina fulica Helix aspersa
Caracol vivo em pé 100 100
Ap(')s jejum 96,78 94
*N3o extraimos
Caracol vivo sem baba oriito 73,1
Caracol morto apéds 73,81 49,4

tratamento Térmico

Carne uma vez 52,55 41,5
extraida da concha

Farinha de carne 12,11 10,7
/ Carne Liofilizada

Fonte: o autor (2013)

A avaliacdo da composicdo mineral do muco do caracol africano foi realizada para se
aferir as quantidades dos principais macro e micronutrientes da sua composi¢cdo. Ao todo
foram determinados 28 nutrientes, 5 macronutrientes, como célcio (Ca), fosforo (P), sodio
(Na), potassio (K) e magnésio (Mg), listados na tabela 5 e 23 micronutrientes como aluminio
(Al), arsénio (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), litio (Li),
manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), silicio (Si), estréncio (Sr), valadio (V) e zindo
(Zn), listados na tabela 6. Micronutrientes como o Co (cobalto), Sb (antiménio) e o Se
(selénio) apesar de pesquisados, apresentaram valores abaixo do limite de detec¢do (LD) do
aparelho e, portanto ndo foram inseridos na tabela 6. Todos 0s nutrientes pesquisados estdo

disponibilizados na tabela 7.
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Tabela 5 — Macronutrientes encontrados na concha, muco e carne do A. fulica

Macronutrientes (%) A. fulica (Alagoas)

Partes do Caracol Ca P Na K Mg
Concha 453+0,12 0,05 + 0,003 0,06 + 0,003 0,07 £ 2,83+0,01
0,003
Muco 5,14 + 0,05 0,20 £ 0,03 0,44 + 0,02 1,35+ 5,50 + 0,02
0,036
Carne 21,91 +0,09 0,55 + 0,01 0,54 +0,0004  7,98+0,01 547+0,04

Fonte: o autor (2013)

Alguns dos valores encontrados na pesquisa dos macro e microminerais estdo acima
dos encontrados por outros pesquisadores. Acredita-se que isso seja reflexo, principalmente,
da alimentacdo utilizada para a manutencao dos animais em laboratério (racéo industrializada

de codornas, farinha de ostra, verduras e legumes cultivados).

Uma explicacdo que reforca esta hipotese é apresentada por Galo (1984) e Gomot
(1997 apud Sirio, 2005) que sugerem que o alimento consumido pelos caracois acaba retido
em seus corpos, podendo influenciar, inclusive, no sabor de sua carne. O autor cita ainda que
0s caracois de outra espécie (Helix aspersa aspersa) retiveram particulas de metais pesados
apos a ingestdo de diferentes amostras de solos contaminados, se comportando como um
bioacumulador, demonstrando a sua utilidade como indicadores biolégicos. Ademolu et al.
(2004, p.417) também registraram em seu trabalho, diferencas significativas na composicdo
de calcio, magnésio, sodio, potassio, zinco, ferro e cloro na hemolinfa de caracéis (A.
marginata) alimentados com ra¢fes de fontes proteicas distintas que, além de afetar o seu

crescimento afetou também o seu valor nutricional.

Pearson e Gillet (1999 apud UBOH; EBONG; MBI, 2010, p. 15) citam que as
concentragfes de ferro, magnésio, célcio, fosforo, potéssio e sddio foram consideradas
elevadas, enquanto o cobre, cobalto e chumbo ndo foram detectados, levando os autores a
recomendar os caracdis como alimento para suplementar o crescimento e desenvolvimento do
ser humano, apoiando publicagOes anteriores de Ademolu et al. (2004) e Fagbuaro et al.
(2006). (Tabela 8) (Tabela 9)
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Tabela 6 — Micronutrientes encontrados no Caracol Africano.
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Tabela 7 - Composicdo mineral do Achatina fulica
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Amostras Concentracdo de metais (ug g7)
Metais Al As Ba Ca Cd Co
Aluminio Arsénio Bério Célcio Cadmio Cobalto
Caracois 6,18+16 8,31+098 109,80+15 219100+973 8,26+0,15 <LD
<LD
+
Muco 25,96 + 2,4 <LD 482;133 - 51400 + 542 <LD
. 452900 +
P6 daconcha 26,32+2.3 <LD 23,04+ 1,8 51322 <LD <LD
Concentracdo de metais (ug g”)
Metais Cu Fe Li Mg Mn Mo
Cobre Ferro Litio Magnésio Manganés Molibdénio
. 2000,13 + 166 + 122,95 +
< + +
Caracois 761 334 LD 54700 +423  12561+15 0.64
10547,61 + 79,7 + 15,7 + 57,56 +
+ +
Muco 640.1 35 0.12 55000 + 218 32,50 £ 0,4 5.5
. 10,87 +
P6 da concha 13,03+ 0,6 558 <LD 28300 + 176 25,79+ 0,4 <LD
Concentracdo de metais (ug g™)
Metais Na Ni P Sb Se Sr
Sédio Niquel Fésforo Antimdnio Selénio Estréncio
. 544279 + 38,92 + 155,98 *
+
Caracois 48 16 5596 +127 <LD <LD 12,66
444161 + 499,99 +
+ +
Muco > 456+02 1987 +321 <LD <LD 1995
2 765,76 +
P6 da concha 667,4 +30,2 <LD 452 + 35 <LD <LD Iz
Concentracdo de metais (ug g™)
Metais \/ Zn Cr K Si
Vanadio Zinco Cromo Potéassio Silicio
Caracois 0,20+0,04 9810+2,42 147,7+146 79882+ 146,8 26,80 + 0,53
Muco 0,20+£0,02 76,79+6,02 60,42+2,6 13483 + 362,7 256,6 + 27,83
P6 daconcha 0,04+0,001 6368+1,2 36,8+27 743,06 + 30,48 21,04 £ 0,44

Nota: ND — Nao determinado, LD — Limite de deteccdo

Fonte: o autor (2013)
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Tabela 8 - Tabela comparativa de macronutrientes das conchas de alguns moluscos

Macronutrientes / Conchas (ug g ™)
Ca P Na K Mg Referencias
453 + 0,05 + 0,06 + 0,07 + 2,83+ Nossa
A. fulica 0,12 0,003 0,003 0,003 0,01 Pesquisa

. 36,86 0,05 0,045 0,03 0.005 | Apoua, 1090

A. fulica (36,8-36,9) (0,05- (0,04- (0,03-0,03) (0,004-

e 0,05) 0,05) el 0,006)

Ostras 34,3 ND 0,008 0,0004 0,27

Nunes, 2006

Mexilhdes 33,0 ND 0,006 0,0001 0,046

Fonte: o autor (2013)

Tabela 9 - Tabela comparativa de macrominerais da carne de algumas espécies de caracois

Macronutrientes / Carne (ug g™)

Ca P Na K Mg Referencias
0,54 + Presente
. + + + +
A e 21,91+0,09 | 0,55+0,01 0,0004 7,98 £ 0,01 5,47 £ 0,04 trabalho
A. fulica 2,18 0,57 0,34 1,09 0,60 Pecora, 2009
A fulica 1,06 0,5 0,03 0,57 0,34 Aboua, 1990
' (1,05-1,07) (0,5-0,5) (0,02-0,03) (0,55-0,58) (0,34-0,34)
. 0,003 £ 0,030 £ 0,098 + 0,031 +
+
A. marginata 0,19+0,01 0,001 0,003 0,002 0,003
Uboh, 2010
0,003 = 0,034 + 0,099 + 0,031 +
. +
A . achatina 0,20£0,012 0,001 0,002 0,001 0,003

Fonte: o autor (2013)
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O cobre (Cu), no presente trabalho, apresentou valores muito altos, contrariando
Pearson e Gillet (1999 apud UBOH; EBONG; MBI, 2010, p.15) que ndo detectaram a sua
presenca. Este achado sugere a possibilidade de uma contaminacdo da amostra em alguma
etapa. Infelizmente, ndo foi possivel repetir a analise deste elemento. Como a legislacdo do
IBAMA proibe a sua criacdo em cativeiro, 0s caracois tiveram que ser coletados no ambiente,
em duas areas distintas e, portanto, ndo se pode garantir que algumas delas ndo estivessem

contaminadas, antes do experimento (Tabelas 10 e 11).

Ja o teor de ferro (Fe), por exemplo, encontrado na carne do A. fulica neste
experimento, foi compativel com os valores encontrados pela Dra lIracy Léa Pecora,
pesquisadora da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, em S&o Vicente, Séo
Paulo e enviados por meio de comunicacdo pessoal e por Aboua (1990) que, no entanto,
encontrou valores bem elevados na sua concha, mais proximos dos valores que Nunes et al.

(2006) relataram ter encontrado nas conchas de ostras e mexilhdes.

Curiosamente, o valor de calcio presente da concha do africano, neste experimento, foi
superior aos encontrados por Nunes et al. (2006) nas conchas de ostras e mexilhées. Como o
autor sugere o uso do p6 da concha de ostras para o tratamento de osteoporose, ndo ha razdo

para excluir essa possibilidade, portanto, para o p6 da concha do africano.

Varios microminerais pesquisados nesta dissertacdo como o Al, As, Ba, Cd, Li, Mo,
Ni, Si, Sr, V, que podem ser observados na tabela 6, ndo foram registrados em nenhum dos

trabalhos pesquisados, o que impossibilida a comparagdo dos resultados encontrados.



Tabela 10 e 11 - Micronutrientes: comparacgao entre as conchas e carne de alguns moluscos
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5 B 1
Micronutrientes (ug g ') Conhas de Moluscos
Al As Ba Cd Cr Cu Fe Li Mn | Mo Ni Si Sr Vv Zn Ref.
: 0,04
Achatina | 2632 23,04 36,80 | 13.03 | 10,87 25,79 21,04 | 765,76 | 63,68 | Nossa
fuica | +24 | M0 L ang | WP uag | wee | x0e3 | TP | woa | PP U agae | sass | S | 512 | Pesquisa
Ostra ND ND NE 003 | 38 | 181 [36072| ND | 4229 | ND 1,77 | ND | 86708 | ND | 920 | Nunes,
MexilhZo | ND ND ND | 003 | 8023 | 270 [47809 | ND | 2590 | ND | 616 | ND | 112096| ND | 334 | 2006
Ac{mtma ND ND ND ND ND 6 809 ND 10,1 ND ND ND ND ND 11,1 | Abous,
fuhca (4,8-7.2) (747-870) (10-10,1) (11-12,1) 1990
Fonte: o autor (2013)
. . -1
Micronutrientes (ug g ) Carne de Moluscos
Al As Ba Cd Cr Cu Fe Li Mn | Mo Ni Si Sr Vv Zn Ref.
Achatina | 6,18 | 831 | 10980 | 826 | 1477 | 2000,13 | 166 | _ o | 12561 | 12295 | 3892 | 2680 | 15598 | 020 | 98,10 | Nossa
fulica £1,6 | £098 | £1,5 | £0,15 | £ 16,6 | £76,1 | £3,34 +1,5 | 0,64 | 1,6 | £0,53 | 12,66 | 0,04 | +2,42 | Pesquisa
Achatina |\ | xp | Np | ND | ND | 6091 | 14891 | ND | 4902 | ND | ND | ND | ND | ND | 4333 | Pecor
fulica 2009
Achati ;
chatina ND ND ND ND ND 10.4 128 | Np 17,2 ND ND ND ND ND 47,0 | Aboua,
fuhca (10,3-10,5) (120-135) (15,4-19) (43,9-50) 1990
; 6.4
Archatina |\ | xp | Np | ND | ND | ND | 401 | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND 20
marginata +10,0 | Uboh,
Archatina |\ | xp | Np | ND | ND | ND 4 ' ' x\p | N\ | ND | ND | ND | ND | nD | 20 201
Achatina +0,3 +10,3

Fonte: o autor (2013)

S8
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56  Composicao centesimal do muco liofilizado

Quanto a composicao centesimal do muco do A. fulica existem poucos trabalhos que
tratam deste tema especificamente. A composicdo centesimal do muco nesta dissertacdo foi

determinada a partir do muco liofilizado e os resultados estao representados na tabela 12.

A proporcao entre proteinas (49,97%) e carboidratos (8,15%) no muco liofilizado é de

1.5, semelhante as encontradas por Iguchi (1982), que variaram de 1:3 a 1:6.

Tabela 12 - Composic¢éo centesimal do muco liofilizado.

Composicao Centesimal do Muco Liofilizado

Calorias
Matéria . . Protefna . ’ Lipideos
Umidade  Cinza Carboidratos Totais Colesterol
Seca Bruta em 100 g
(keal)
01,72+ K] N ES 4248 +
8,28 097 49,97 +3,21 8,15+ 1,43 254044 50203
1,85 0,35 53,23

Sirio (2005) ao pesquisar o efeito cicatrizante do muco dos caracdis alimentados com
racdo a base de confrei (Symphytum officinale) analisou bioquimicamente a por¢do soltvel
do muco do africano, encontrando: Acgucar Total 3,67 (g %), Acucar Redutor 0,70 (g %),
Proteina 78,76 (g%), Lipideos 7,18 (g %) e Mucoproteina 0,25 (g%). Ja Lorenzi (2008), ao
realizar a analise colorimétrica e espectroscopica do muco do A. fulica alimentado com
diferentes ragdes, encontrou uma média percentual de 7,87 de agucares totais e 92,12 de
proteinas.

Na tabela 13, compararam-se o0s resultados das analises empreendidas nesta
dissertacdo para o muco liofilizado, descritos na primeira coluna, com os resultados
encontrados por Lorenzi e Martins (2008), que ocupam as demais colunas da mesma tabela.
Em nossa pesquisa seguimos as metodologias de AOAC (1984) para proteinas e
Brasil/ANVISA (2001) para carboidratos. Lorenzi e Martins (2008) obtiveram os seus
resultados a partir de uma solugdo de muco bruto em agua milli-Q através colorimetria. Para

0s acucares Lorenzi e Martins (2008) utilizaram o método Fenol-sulfurico (Dubois et al.,
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1956) e para as proteinas utilizaram o método Biureto. Portanto, tanto a forma de
apresentacdo do material pesquisado, quanto as metodologias empregadas, foram distintas.
Outra explicacdo para a variabilidade dos resultados é o uso de plantas medicinais
(Symphytum officinale, Centella asiatic, Carica papaya, acrescidas as races do experimento
de Sirio (2005) e Lorenzi e Martins (2008) podem ter influenciado no aumento da
concentracdo proteica. O melhor desempenho destas ragGes corroboram para a teoria de varios

autores que atribuem a proteina do muco a sua acédo biologica.

Tabela 13 - Comparagédo da composic¢édo centesimal do muco do Achatina fulica.

Mucode 4. Muco de A. fulica Muco de
fulica Liofilizado  (*) Valores % 4. monochromatica(*)
Valores %

Umidade (%) 828+097 ND ND
Matéria Seca 9172+ 1.85 ND ND
Cinza 3114035 ND ND
PTN Bruta (%) 4997+321 92,18 92,61
Carboidratos (%) 815143 7381 7151
Calorias Totais (Kcal) 242,48+ 5323 ND ND
Lipidios em 100 mg 251044 ND ND
Fontes Aqumo (2013)  Lorenzi (2008) Lorenzi (2008)

Fonte: o autor (2013)

A curva de calibracdo do colesterol foi elaborada segundo Searcy e Bergquist (1960)
(Figura 18).

Figura 18 - Curva de Calibragio do Colesterol.
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Fonte: o autor (2013)
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Quanto aos cidos graxos presentes no muco do caracol africano, especificamente, ndo
encontrou-se resultados para comparacdo em nenhum dos trabalhos consultados, exceto em
Saldanha (2001) que analisou os acidos graxos na carne do Achatina fulica, determinados por
cromatografia gasosa capilar e obteve teores de 56,78% em acidos graxos polinsaturados,
15,54% por cento em monoinsaturados e 23,25% em saturados, observando-se uma relagéo
polinsaturados/saturados de 3:1, recomendando a carne do Achatina fulica para o consumo
como fonte de acidos graxos essenciais como o acido linoleico (C18:2) - 18,49%, importante
na formacdo de eicosanoides, potentes reguladores de funcgdes teciduais e celulares (Figura
19) (Tabela 14).

Figura 19 — Identificacdo dos acidos graxos.
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Fonte: o autor (2013)

A identificagdo dos acidos graxos do muco liofilizado nesta dissertacdo foi obtida
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A férmula para o
calculo foi a area do pico medida multiplicada pela concentragdo do padrao interno e dividida
pela &rea do padrdo interno, expressando-se o resultado em mg mL™ de cada &cido graxo

sobre o total de acidos graxos.
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Tabela 14 - Valores médios dos &cidos graxos presentes no muco do caracol africano.

AC. GRAXOS NO MUCO DO CARACOL AFRICANO

A.G. Saturados Nomenclatura  Média + DP (mg mL™)
Palmitico 0,9511 + 0,5061
Esteético 2,3052 + 1,7495
Araquidobnico 2,4400 + 1,3601
A.G. Monoinsaturados Oléico 0,4600 + 0,1573
A.G. Poli-insaturados Docosanoico 0,2343 + 0,0401

Analisadas 5 amostras com média e desvio-padrao (mg mL-%)

Fonte: o autor (2013)

5.7  Experimentos in vitro

Em observacdo a ética no uso de animais para experimentacdo, foi necessario,
primeiramente, definir alguns parametros através de experimentacdo in vitro utilizando-se

culturas de células.

5.7.1 Citotoxicidade da solucdo do muco de carac6is africanos em culturas de células de
cdrnea de coelhos

Devido a inexistencia de dados na literatura cientifica recomendando a utilizacdo do
muco bruto do Achatina fulica ou uma solucédo oftalmica diluida elaborada a partir dele, para
ser usada com finalidade cicatrizante em lesfes de cornea e, como referido anteriormente, este
muco pode sofrer alteracbes em alguns de seus constituintes, devido a condigdes particulares
de seu habitat e habitos alimentares, um dos objetivos desta etapa da pesquisa foi o de avaliar
os efeitos bioldgicos do muco do caracol africano in vitro usando uma linhagem de células de
cornea de coelho obtida no Banco de Células da UFRJ/Rio de Janeiro, a SIRC 0224,
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5.7.2 Determinacdo do peso seco da solugédo estoque

Este procedimento demonstrou haver 0,21 g de muco em 10 mL de solucdo estoque,
contabilizando-se uma perda de 98,14% de umidade apés sua liofilizacdo. Assim, estimou-se
que na solugédo estoque havia 20 mg de muco/mL (1000 pL) ou 0,5 mg/25 pL (volume

estimado de uma gota utilizada no experimento in vivo com os coelhos).

Para determinar a concentracdo do muco mais apropriada para 0 uso in Vivo,
primeiramente, foi avaliada a citotoxicidade da solugdo de muco através do método do MTT.
As concentracdes entre 0,5 mg mL™ e 0,75 mg mL™ néo apresentaram diferenca estatistica
significante, embora a partir de 0,5 mg mL™ a diminuicdo do nimero de células sugira
sofrimento celular (Figura 18) .

Levando-se em conta as diferencas apresentadas, embora sutis, entre o aspecto do
muco das diferentes coletas, inclusive de seu contetdo proteico, optou-se por trabalhar com o
material congelado a partir de uma Unica coleta.

Houve, no entanto, a preocupacdo de que o muco congelado pudesse perder alguma
propriedade bioldgica importante em relagdo ao muco fresco. Para dirimir quaisquer duvidas a
este respeito, foram feitos experimentos com o muco recém coletado e refrigerado e também
com 0 mesmo muco, submetido ao congelamento a -80 °C ap6s 48 h. Os resultados obtidos
com as amostras contendo solu¢des de muco fresco e congelado ndo mostraram diferencas
significativas entre elas (Figura 20).

No entanto, a diminui¢cdo da viabilidade celular nas culturas expostas a ambas as
amostras, demonstrou que as concentracdes adotadas nos experimentos (0,5 mg mL™ e 0,75

mg mL™) aparentemente apresentavam leve toxicidade para as células (Figura 20).
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Figura 20 - Diferenca entre o muco fresco e 0 muco congelado pelo MTT.
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Fonte: o autor (2013)
5.7.3 Padronizacdo do muco a ser utilizado nos experimentos

Nos experimentos in vitro, a partir da diluicdo seriada realizada com a solugéo estoque
(1:3) foram obtidas as concentragdes expressas na figura 21. Muito embora ndo tenha havido
diferenca estatistica significativa entre as diluicdes testadas (0,01, 0,03, 0,06 e 0,125 mg mL-
1), optou-se pela concentracdo que, aparentemente, apresentou melhor acdo sobre a
multiplicacdo das células das culturas: 0,125 mg mL-t. A solucéo testada e aprovada in vitro
orientou a elaboracdo da solucdo oftadlmica utilizada in vivo, no Ultimo experimento de nossa

pesquisa.

A solucdo oftalmica produzida foi esterelizada em camara de fluxo laminar, sob a agéo
dos raios UV. A primeira aliquota submetida ao UV por 20 min apresentou crescimento de
Citrobacter sp., a segunda, exposta por 30 min, foi positiva para Pseudomonas aeruginosa e,

finalmente, aos 60 min, ndo houve crescimento bacteriano.
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Figura 21 - Avaliacéo das diferentes solu¢des de muco em culturas celulares de cérneas de
coelhos pelo MTT.
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5.7.4 Determinacdo da proteina na solucdo oftalmica para o experimentos in vivo

A quantidade de proteina presente na solucdo para o tratamento in vivo das lesdes de
corneas foi determinada porque alguns autores como lIguchi, Aikava e Matsumoto (1982) e

Sirio (2005) sugerem que a acdo biolégica do muco esta na sua porcao proteica.

Iguchi, Aikava e Matsumoto (1982) citam que o fator antibacteriano presente no muco
do A. fulica foi encontrado na fracdo de mucina da fracdo sollvel em agua, extraida pela

precipitacdo com o etanol.

Sirio (2005) sugere que o principio ativo contido no muco dos caracois, pertenga ao
grupo das proteinas, presente em maior quantidade percentual, portanto, uma vez esconhecida
a concentracéo ideal do muco para a ser utilizada no experimento in vivo, quantificou-se a
proteina presente nesta solucéo utilizando-se o método do Biureto. Entre algumas vantagens,

ele ¢ um dos métodos mais rapidos e de facil execucao.
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A quantidade de proteina presente em nossa solucdo oftalmica foi de 2,61 mg mL™.
(Tabela 10) Os resultados encontrados pelo método (Biuret) estdo listados na tabela 15.

Tabela 15 - Concentracdo de proteinas no muco e na solucbes oftalmica utilizada no
experimento in vivo.

Amostras PIN (mgmL")
Solugio Oftélmica 0,125 mg mL” 0,872
Solugio Estoque (1:3) 0,5 mgmL 2,619
Muco Bruto 13,094

Fonte: o autor (2013)

5.8  Acdo cicatrizante em lesdes de corneas de coelhos

A tabela 16 (a, b e c) retne os resultados comparativos da cicatrizacdo das corneas dos
grupos controle, muco e epitegel ao longo do experimento in vivo. Os resultados representam
as areas em percentual, correspondentes a cicatrizacdo das Ulceras de cdrneas ao longo do
experimento in vivo logo apds as cirurgias. Os resultados negativos correspondem aos
aumentos das areas das lesdes provocadas, muito provavelmente, pela acdo mecéanica dos

préprios animais ao cogarem os olhos.

Os dados foram obtidos através dos calculos das &reas das lesGes através de
macrofotografias digitais, pelo software Adobe Photoshop CS 5. No grupo Controle, dois
animais (2 e 5) apresentaram uma recuperagdo muito mais lenta quando comparada aos
demais componentes do grupo. Por conta disso, todos os animais, de todos os grupos, foram
necropsiados apds a eutanasia. Coincidentemente, os dois animais do grupo Controle
apresentaram lesdes pulmonares, sugerindo uma infecgdo assintomatica. Os dados de ambos

os animais foram extraidos das analises estatisticas.
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Tabela 16 - (a, b e ¢) - Areas percentuais correspondentes a cicatrizacio das Ulceras de
cdrneas no experimento in vivo.

Tabela 16(a) ) - B
Grupo CONTROLE / AREA DA LESAO EM PERCENTUAL DE CICATRIZACAO
COELHO 1 COELHO2 COELHO 3 COELHO 4 COELHO 5 COELHO 6
D E D E D E D E D E D E
0H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4HS | 786 | 3495 | 1139 | -1271 | 28,18 | 1986 | 7.29 | 3923 | 19.19 | -4687 | 2121 | 883
48HS | 5371 | 6091 | 1042 | 1874 | 6227 | 52,50 | 4345 | 6247 | 26,74 | 1896 | 27.07 | 7748
T2HS | 9466 | 9122 | 30,65 | 66,76 | 100 | 9718 | 9452 | 64,19 | 4392 | 2442 | 3L15 | 100
Tabela 16(b) ) B B
Grupo EPITEGEL / AREA DA LESAO EM PERCENTUAL DE CICATRIZACAO
COELHO | COELHO2 COELHO 3 COELHO 4 COELHO 5 COELHO 6
D E D E D E D E D E D E
0H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24HS | 9318 | 7326 | 66,82 | 39.86 | 79.95 | 8168 | 7230 | 72,89 | 53,09 | 23,09 | 7423 | 7530
48 HS 100 100 | 9021 98 | 9596 | 100 100 1000 | 7157 | 6431 | 100 | 7811
T2HS | = | 9356 | 9733 | 9327 | == | == | - 93,56 | 100 | - 100
Tabela 16(c) ) B -
Grupo MUCO / AREA DA LESAO EM PERCENTUAL DE CICATRIZACAO
COELHO | COELHO2 COELHO 3 COELHO 4 COELHO 5 COELHO 6
D E D E D E D E D E D E
0H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24HS 100 | 7279 | 3392 | 1004 | 40 | 6876 | 7579 | 7120 | 100 100 | 53,09 | 54.69
RHS | == 100 59 100 100 | 8520 | 100 100 | - 78.76 | 100 100
T2HS | = | 8091 | 100 | - | - 100 | = | e | 100 | == | -

Fonte: o autor (2013)
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A partir dos valores percentuais computados nas trés tabelas elaboramos o gréfico da
figura 16. O coelho 5, do grupo do Muco, foi o primeiro animal a apresentar 100% de
cicatrizacdo em ambos os olhos em apenas 24 horas. O olho direito do coelho 1 deste grupo,
também apresentou 100% de cicatrizacdo com apenas 24 horas. No entanto, o0 Grupo do Muco
e 0 Grupo do Epitegel ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas porém, ambos
apresentaram diferencas significativas quando comparados com o Grupo Controle, como fica

evidenciado na figura 22.

Figura 22. Comparativo do experimento in vivo.
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Fonte: o autor (2013)

O muco do caracol tem propriedades comprovadamente cicatrizantes, se destacando
por possuir atividade hipoglicemiante, imunoestimulante, hipolipemiante, broncorelaxante e
antitussigena, antibacteriana, cosméticas, anti-leishmania e antiangiogénica em células
tumorais, portanto, merecedor de muita atencdo dos pesquisadores devido as suas

propriedades ainda pouco exploradas.

Sirio (2005) e Martins (2003, p.217) ao tratarem lesdes em pele de camundongos e
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coelhos, com uma pomada a base do muco do caracol africano, observaram melhor reparacéo

das lesGes, quando comparados com o grupo controle.

Muito embora, 0os mucos de alguns gastropodes, terrestres e aquaticos, apresentem
propriedade cicatrizante, a sua funcdo sé havia sido testada, até hoje, em pele. Com este
estudo demonstrou-se que 0 muco possui acdo reparadora também em lesdes de cOrnea,
comparavel a um dos melhores epitelizantes disponiveis no mercado e a sua acdo especifica,
além de acelerar a recuperagédo das lesdes nos animais, ndo produziu em nenhum deles, uma
Unica cicatriz visivel. Resta entender melhor o seu mecanismo junto ao conjunto de etapas da
cicatrizacdo da clrnea, especialmente, se 0 muco detém acdo estimuladora sobre a reproducéo

das células-tronco, responsaveis pela regeneracéo da Ultima etapa da cicatrizag&o.
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6 CONCLUSAO

Houve padronizagdo da nova metodologia para a manutencdo do Achatina fulica em
laboratdrio, com sensiveis melhorias na higienizacdo, na reducdo do tempo gasto para o
tratamento dirio e na diminuicdo do estresse dos animais. Esta metodologia poderéd ser
adotada, com a mesma eficiéncia, para outras especies de caracdis arboricolas, inclusive, para
criadores comerciais como € o caso do caracol Helix aspersa, criado em Sao Paulo ja que, no

momento, a criacdo do caracol africano no pais esta proibida pelo IBAMA.

As andlises da sua composi¢do mineral e centesimal nos encorajam a afirmar que o seu
uso no Brasil, para a alimentacdo humana, deve ser desmistificado e recomendado, pois além
de comestivel, rico em proteinas e minerais, o caracol africano é abundante nas estacGes
chuvosas, podendo contribuir, de imediato, para minimizar as caréncias nutricionais de
populagdes subnutridas. O seu teor de Ca, superior aos encontrados na casca da ostra e do
mexilhdo, sugere o seu aproveitamento também, para o tratamento de doencas debilitantes,

Como o raquitismo e a osteoporose.

Demonstrou-se a capacidade de cicatrizacdo do muco do A. fulica para o tratamento
de Ulceras de cdrnea e a sua acdo especifica, que além de acelerar a recuperacdo das lesdes
nos animais, ndo produziu em nenhum deles, uma Unica cicatriz visivel. A sua utilizacdo para
esta finalidade merece atencdo para que possa se somar, COmo uma nova opg¢éo, ao arsenal
medicamentoso hoje existente para o tratamento desta patologia. No entanto, h& necessidade
de um maior nimero de analises para a comprovacdo irrefutdvel de sua acdo cicatrizante.
Novas pesquisas deverdo ampliar, ainda mais, o leque de potencialidades para o uso desta

espécie.

Esta dissertacdo, ao divulgar os beneficios da carne, concha e muco do caracol
africano, da argumentos para estimular o seu aproveitamento racional como um patriménio
que ndo deve ser menosprezado, chamando a atencdo, concomitantemente, para a critica

situacdo das espécies nativas, ora ameacadas.
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A peticdo de parte interessada, por médio do presente
damos fé e constancia de que o M.V. Mauricio Carneiro Aquino
encontra-se desenvolvendo atividade académica/ pesquisa experimental
de cunho zootécnico na cidade de Maceid, no Estado de Alagoas - AL,

efeitos espécimes obtidos em vida silvestre/

asselvajada da espécie de molusco gastrépode exético invasor africano
terrestre (caracol) Achatina (Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822),
representante da Familia ACHATINIDAE devidamente verificado com
base no conhecimento taxondémico até hoje disponivel, Gnica forma do
seu tipo com ocorréncia reportada em vida livre no territorio do Brasil.
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Resumen

El uso de cajas plasticas para la cria de caracoles no es una novedad. Son
practicas, econdmicas, faciles de limpiar, durables, ecologicamente
indicada y hasta bonitas. La originalidad de este trabajo estd en el manejo
de dos cajas, dispuestas una sobre la otra y separadas, parcialmente, por
una malla de metal que sostiene el comedero y bebedero. Esta simple
disposicidon favorece el libre desplazamiento de los caracoles entre las
cajas en su hordrio de mayor actividad, el nocturno entre las 22h00 vy
8h00, y la concentracién instintiva de la poblacion en la caja superior en
su horario de menor actividad, el diurno entre las 10h00 y 16h00. De esta
forma la caja inferior, llena de desperdicios, puede ser retirada para su
limpieza durante el periodo de descanso de los caracoles, disminuyendo la
mortalidad de los animales y contribuyendo para a mejorar la calidad de
vida de los animales.

Palabras clave: Metodologia de cria de caracoles, malacocultura
continental, helicicultura, cria intensiva de caracoles.

Resumo

O uso de caixas plasticas para a criacao de caracois ndo é novidade. Sao
praticas, baratas, faceis de higienizar, duraveis, ecologicamente corretas e
até bonitas. A originalidade deste trabalho estd no manejo de duas caixas,
dispostas uma contra a outra e separadas, parcialmente, por uma tela de
metal que sustenta o comedouro e bebedouro. Esta simples disposicao
favorece o livre transito dos caracdis entre as caixas, no seu horario de
maior atividade, o noturno, entre as 22h00h e 8h00h e a concentragao



instintiva da populacdo na caixa superior, no seu horario de menor
atividade, o diurno, das 10h00h as 16h00h. Desta forma a caixa inferior,
repleta de dejetos, pode ser retirada para sua higienizacdo durante o
periodo de descanso dos caracdis, diminuindo o estresse, eliminando os
agentes patoldgicos, permitindo a maximizacdo de espaco interno,
diminuindo a mortalidade e contribuindo para a qualidade de vida dos
animais.

Palavras chaves: metodologia de criacdo de caracdis, malacocultura
continental, helicicultura, criacao intensiva de caracdis.

Abstract

The use of plastic boxes (recipients/containers) for snail breeding is
nothing new. They are practical, cheap, of easy hygiene, durable,
environmentally correct and friendly and often even of good appearance.
The originality of this study work is in the breeding management of two
boxes (recipients/containers), disposed one facing the other, and partially
separated by a supporting metal fabric that holds and drinker. This simple
disposition favours the free movement of the snails between the boxes
during the time of its major activity, the nocturnal period, between 22h00
and 8h00, the instinctive concentration of the population in the upper box
during the time of lesser activity, the daytime, between 10h00 and 16h00.
In this way the box below filled with dejects may be removed for the
hygiene and cleaning process during the snails’ resting period, thus
reducing the stress, eliminating pathological agents, allowing for the
maximizing of internal space, reducing the mortality rate and improving
the life quality of the animals.

Key words: methodology for snail breeding management, continental
mollusk culture, heliciculture, snail intensive breeding.

INTRODUCTION

The consumption of snails in Brazil is practically restricted to two
antagonists parts of the society: in one hand the minority of high income,
gourmets and Europeans residing in Brazil, and on the other hand the
rural folk of low income specially living in the North and North East
regions of the country, who made the collection of native snails as one of
the few alternative during the periods of scarce food supply and/or, as it is
stated by Costa Neto (2006), to use it as traditional medicine.



Fig. 1 Wooden boxes used between the 80s and 90s. Photographs by the Author.

Currently the most widely adopted breeding method in the commercial
exploitation of snails abroad is the extensive handling, whereby the
animals are bred in enclosures directly above the soil.

In Brazil, between 1970 and 1990, intensive breeding was diffused by the
use of wooden boxes probably due to the fact the matrix commerce was
extremely lucrative, and the first breeders at the time stimulated the
breeding in small spaces like in apartments based on the fact that, for
example, the activity would be lucrative even in small spaces. Also
erroneously diffusing the practice of heliciculture in Brazil as a little
demanding activity with disregard to the limiting environmental factors.
The boxes used for breeding were made of wood, wire screens and glass.
They presented fixed components which generated corners of difficult
access, allowing the development of bacteria, parasitic worms, protozoa
and fungus, thus demanding an enormous expenditure of energy and time
to hygiene and clean and, consequently, more labour was required.
Nevertheless, for the snails’intensive breeding to be successfully adopted,
it must be fully modified. This is the very objective of this study work, to
improve the intensive breeding methodology carried out by the utilization
of plastic containers aiming to improve the quality of the breeding
environment and to reduce labour costs, mortality rate and the slaughter
period time for the snails.

This study describes a hew methodology wich considers mainly the
physiology of these molluscs and can be used to breed different species of
snails of economic interest and also represents the evolution of Brasilian



heliciculture, which started with the intensive breeding of Helix (Cornu)
aspersa Miiller, 1774 and, more recently, the exotic African snail
Achatina (Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822).

The breeding of the African snail has been forbidden in Brazil, but this new
methodology may and should be adopted by breeders in other countries
and also by researchers for efacilitates the handling and breeding of snails
in laboratories with a scientific objective. The nationwide prohibition
regarding the breeding and commercializing occurred, in fact, in 2005 with
the Normative Instruction No. 73 from IBAMA (The Brazilian National
Institute for the Protection of the Environment), which considered the
African snail Achatina (Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822) "“not
belonging to the native wildlife, thus, being an exotic invasive
species/alien species, harmful to the native wildlife species, to the
environment, to the agriculture and to public health, and authorizing the
implementation of controlling, collecting and elimination steps” (THIENGO
et.al., 2007 apud COLLEY, pg. 674, 2009).

MATERIAL AND METHODS

The study was developed in April 2011 using 49 specimen of wild
Achatina(Lissachatina) fulica (Bowdich, 1822) captured at the
Campus of the Universidade Federal de Alagoas, in Maceid, without
previous selection regarding weight, size or age.
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Figs. 2 and 3. Set of super imposed boxes: closed (left) and opened (right),
containing a support screen for feeding and drinking.

The specimen were conditioned between two thermoplastic polypropylene
boxes (recipients/containers), easily available in the market, with a
circular format, measuring 49 cm in diameter and 22 cm in height, of
yellow colour (colour chosen for being clearer and more visible), placed
one on the top of the other and partially separated by a 2 mm steel mesh,
used as a support to place the water and food like vegetables and
greenery.



The animals were observed and monitored every two hours during a
period of 24 hours.

Physiological Activity of the wild Achatina in Plastic Boxes
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RESULTS AND ARGUMENTS

The obtained results during the monitoring of the 49 snails A. fulica are
hereby presented in the graph, which shows that the resting hours
preferred by the snails are in the daytime between 10h00 and 16h00; we
can also observe that activity begins from 20h00 reaching a peak between
02h00 and 04h00.

A priori, the adoption of plastic boxes (recipients/containers), disposed
one on top of the other, allows for the separation of the animals from the
majority of their physiological dejects. During the day, between 10h00
and 16h00, whilst the snails are resting on the ceiling of the top box, the
lower/bottom container filled with urine and faeces deposited by gravity
during the night, can be duly cleaned and hygiene, together with the
support screen, the feeding and drinking area. The top box containing the
majority of the animals is then inverted being positioned in place of the
bottom recipient, which has been removed for the cleaning process. On
top of it, a new support screen is placed, a feeding area for new foodstuff,
fresh vegetables and greenery, all cleaned and disinfected.

With regards to the actual breeding process of the animals, it is ideal to
have for immediate substitution, another clean support screen for feeding
and drinking, thus minimizing the stress for the animals. During the day,
the person responsible for handling and breeding management of the
animals should be very concerned with the cleaning of the breeding area,
as well as the cleanliness of the utensils used for the handling and
breeding management; the boxes, the screens, the eating and drinking



areas which, if possible, should be dried under the sun to obtain better
hygiene. Moreover, it was found that the boxes’ arrangement, one above
the other, yield important results (Figs 2 and 3) since it allowed the
separation of the snails from their physiological rejects, keeping them
hygienic and less stressed.

CONCLUSION

The adoption of this new system of intensive snails breeding presents a
great number of advantages over the breeding in wooden boxes,
particularly with regards to: the reduction of the period of time for growth
until the slaughter time; reduction of losses due to bad weather conditions
and attack of predators, as well as smaller physical space for high
production rate.

The advantages of the new methodology intensive snail farming are:

* Cost effective labour in practice, the best time for the removal of the
lower/bottom box for the cleaning step is between 17h00 and 18h00.
Unfortunately this very period coincides with the end of the daily
ordinary working hours. However, with the new handling and breeding
management, the direct treatment for the animals has become much
more practical and fast.

» A perfect daily hygiene and cleanness of the area most contaminated of
the set, the lower/bottom box (recipient/container). The adoption of
plastic boxes with a circular format and without sharp angles, makes it
possible for a much more efficient and rapid disinfection. In the
parasitological exams conducted, periodically, on the African snails
breeding at the Federal University of Alagoas (UFAL = Universidade
Federal de Alagoas), it hasn’t observed the presence of any nematodes.
Following the research carried out in 35 extensive

breeding management French farms between 1984 and 1985, Cabaret et
al. (1988) reported that the nematodes were the most frequently
encountered parasites in the external breeding management parks
occurring on soil. In young snails the Alloionema

appendiculatum (Schneider 1859) was the most predominant species,
whilst the Angiostoma aspersae (Morand, 1986) and the

Nemhelix bakeri (Morand & Petter) were found, particularly in the
reproductive stage of the snails.

» Elimination of the main etiological agents duly eliminated in the faeces
(mainly worms and protozoa), besides the daily cleaning routine of the
bottom/lower box associated with other forms of prophylaxis, allow us,
practically, to eliminate the contamination of the animals without the use
of disinfectants or medicaments.

» The plastic boxes (recipients, containers) are cheaper than the wooden
boxes, as well as capable of recycling therefore ecologically correct,



allowing in its cleaning and hygiene the use of brushes, soap and even
disinfectants whenever necessary, without leaving residues due to its
imperviousness, thus avoiding the contamination of the animals when re
utilized.
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