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RESUMO
SIRIO, O.J. Verificagdo da potencializagdo do efeito cicatrizante do muco de
caracéis do género Achatina promovida por dieta a base de Confrei
(Symphytum officinale) [Investigation on the scar potential effect of mucus in the
land snail Achatina fed with a diet based on Comfrey (Symphytum officinale)]. 2005.

87f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Produgdo Animal) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

Os caracdis terrestres sao animais capazes de produzir através de glandulas
localizadas em toda superficie do seu corpo, uma secregao glicoproteica
denominada muco, que dentre outras fungdes, apresenta poder antibacteriano, que
pode auxiliar nos processos de reparagcédo de feridas de origens diversas. Desta
forma, o objetivo da presente pesquisa foi o de avaliar macroscopica e
histologicamente, os efeitos reparadores do muco dos escargots Achatina fulica e
Achatina achatina monochromatica, em lesdes provocadas na pele de camundongos
da linhagem “hairless”; verificar sua potencializagdo apos a ingestdo de uma ragéo
contendo em sua formulacdo uma planta com propriedades cicatrizantes
comprovadas, o Confrei (Symphytum officinale); e analisar bioquimicamente a
composi¢cao do muco destes caracdis. Foram selecionados caracdis das espécies
Achatina fulica (n=30) e Achatina monochromatica monochromatica (n=30), retirado
seu muco através de estimulagdo manual da glandula podal e verificagdo de seu
efeito reparador. Utilizaram-se camundongos da linhagem “hairless” (n=75),
submetidos a intervencgédo cirurgica e tratados com muco de ambas as espécies de
caracois. As caracteristicas macroscopicas da lesao foram registradas em protocolo
e avaliadas. Fragmentos de pele foram submetidos a bidpsia aos 3, 5 e 7 dias de
experimento, fixados em Paraformoldeido, processados e incluidos em parafina. Os
cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina e Tricrdbmio de Mason.

Macroscopicamente, os animais tratados mostraram edemas menores, maior



presenca de crosta e maior contragdo das bordas das feridas ao final do
experimento, quando comparados ao grupo controle. Histologicamente, os grupos
tratados também revelaram melhor reparagcdo da lesdo, apresentando edemas
menos intensos, grandes quantidades de tecido de granulagdo e infiltrados
inflamatdrios. O grupo tratado com muco de caracdis alimentados com ragao

contendo Symphytum officinale foi o que apresentou melhores resultados.

Palavras-chave: Caracdis terrestres, camundongos, muco, cicatrizagao, Confrei.



ABSTRACT
SIRIO, O.J. Investigation on the scar potential effect of mucus in the land snail
Achatina fed with a diet based on Comfrey (Symphytum officinale). [Verificagcao
da potencializagdo do efeito cicatrizante do muco de caracois do género Achatina
promovida por dieta a base de Confrei (Symphytum officinale)] 2005. 87 f.

Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Produgdo Animal) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2005.

Land snails are animals able to produce through glands located all over their body
surface, a glycoprotein secretion called mucus. This mucus, within other roles, shows
an antibacterial power that can help in the healing processes of wounds from several
sources. Therefore, the aim of this study was to evaluate through macroscopic and
histological techniques the repairing effects of the mucus in the snails Achatina fulica
and Achatina achatina monochromatica in lesions intentionally caused to hairless
linage mice skin; to investigate mucus potential effect after snails have been fed with
a diet formulation containing a plant with proved scar properties, the Comfrey
(Symphytum officinale); and to study the biochemical composition of mucus from
these snails. Snails of Achatina fulica (n=30) and Achatina monochromatica
monochromatica (n=30) species were sorted, the mucus extracted through manual
stimulation of the podal gland and the repairing effect studied. Hairless linage mice
(n=75) used in this study went through surgery and then treated with mucus from
both species of snails. The macroscopic characteristics of the lesion were recorded
and assessed. Fragments of skin were taken to biopsy at 3, 5 and 7 days of trial,
fixed in paraformaldehyde, processed and embedded in wax. Sections were stained
with Hematoxilin-Eosin and Tricromio of Mason. Macroscopically, treated mice
showed minor swelling, higher presence of scabs and higher contraction of wound
edges at the end of the trial, when compared with control. Histologically, groups that

received treatment also showed better lesion repair, presenting less intense



swellings, large amount of scar tissue and inflammatory infiltrates. The group treated
with mucus from snails that received a diet containing Symphytum officinale

presented the best results.

Key-words: Land snails, mice, mucus, scar, Comfrey.
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1 Introdugao

Os caracéis terrestres pertencem ao Filo Mollusca. Sdo gastropodes
pulmonados que apresentam concha espiralada, cabecga distinta com tentaculos e
olhos, pé desenvolvido e massa visceral com giro de 180°. (RUPPERT; BARNES
1996).

Liberam por secregdo apdcrina (OLSEN; LUCHTEL, 1998), uma secregao
cutanea composta por uma mistura de materiais provenientes de varias glandulas e
exudato geral das células epiteliais (SIMKISS; WILBUR, 1977). As principais
glandulas produtoras desta secre¢ao sao encontradas na forma de glandulas podais
anteriores e posteriores (FRETER, 1941).

Esta secrecdo é comumente denominada muco e o conhecimento de suas
aplicagdes terapéuticas e cosmeéticas remontam aos primérdios da humanidade.
Nos paises europeus, por exemplo, sdo produzidos xaropes expectorantes e
diversos cosméticos produzidos com o muco dos caracois, baseados em receituario
milenar (CHERNOVIZ, 1890). Na regido do Pantanal Mato-grossense, o pantaneiro
faz uso de emplastos do muco de caracdis terrestres para a cura de ferida de
equinos (FUNCIA, 2003), o que vem ao encontro com uma realidade deparada em
clinicas veterinarias, principalmente de animais de grande porte que se defrontam
com praticas leigas, medicando ferimentos de animais com diferentes substancias,
nem sempre com agéo comprovada.

A principal finalidade desta secre¢do, encontrada na pele dos caracois, € a
protecdo do corpo do animal contra desidratacdo. No entanto, a sua viscosidade
auxilia em diversas fungbes, tais como locomocgdo, captura de alimentos,
reprodugdo, entre outros, além de ser relatado que os caracdis terrestres sao

resistentes a infecgbes por microorganismos, devido a presenga de um fator
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antimicrobiano (IGUCHI, et al. 1982). Este poder antimicrobiano pode auxiliar nos
processos de reparacao de feridas, pois a infecgdo constitui a Unica causa mais
importante de retardo da cicatrizagdo. (COTRAN et al., 2000)

Em estudos anteriores, MARTINS, et al. (2003), constataram o alto poder
cicatrizante do muco dos caracois Achatina fulica, em experimentos de cicatrizagao
de feridas em coelhos, utilizando variados veiculos desta secrecdo mucosa,
avaliando a reparacgao local e a evolugéo das feridas cirurgicas provocadas.

A cicatrizagdo € um processo natural de reorganizagao dos tecidos organicos
no qual origina outro novo, de mesma natureza embriolégica promovendo a
reconstituicdo na area da ferida (ALFONSO, 1976). O reparo das lesdes de tecidos,
em vertebrados, requer a acado conjunta de um sistema molecular e celular,
ocorrendo em trés etapas distintas, porém interrelacionadas: a inflamacgao, a
migracgao e proliferacao de tecido conjuntivo e vasos sanguineos, e a deposi¢ao de
uma nova matriz de tecido conjuntivo (ANDRIESSEN et al., 1997; GROTENDORST
et al., 1984; RUNNELS et al. 1976).

Segundo GROTENDORST et al. (1984), estes estagios ocorrem
sequencialmente em todas as feridas e parecem ser interligados por uma via
especifica de sinais moleculares. Se a propor¢ao em cada um destes processos é
alterada, implica que a capacidade de reparagao se altera, acelerando ou
retardando o processo cicatrizante.

No tratamento de feridas, tem-se intensificado a pesquisa de produtos
naturais para auxiliar a cicatrizacdo, como o 6leo de copaiba (CORREA, 1984;
EURIDES; MAZZANTI, 1995), acucar (PRATA et al., 1988), vitamina A (BONDI,

1989), colageno (ABRAMO, 1990) e papaina (SANCHEZ NETO et al., 1993). Dentre
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os produtos de origem animal de importancia terapéutica, merece destaque a
secre¢cao mucoglucoprotéica do caracol terrestre.

E fortemente publicado na literatura, acerca da zootecnia dos caracoéis, que
sua dieta pode influenciar o sabor de sua carne, sendo, possivel aromatiza-la ainda
em vida, ou seja, incorporar as propriedades do vegetal que consome (GALO, 1984;
CUELAR et al., 1986).

GOMOT (1997), em seus ensaios com caracois da espécie Helix aspersa
aspersa, demonstrou que estes animais podem ser usados como indicadores
bioldgicos, uma vez que retiveram em seus corpos, particulas de metais pesados
apos a ingestao de diferentes amostras de solo contaminado. Isto indica que o que
€ consumido pelo caracol, acaba retido em seu corpo.

Partindo de informacdes empiricas e dados baseados na literatura existente,
esta pesquisa teve por objetivos estudar e avaliar o efeito do muco dos caracéis
Achatina fulica e Achatina monochromatica monochromatica, alimentados com duas
racoes diferentes contendo ou ndo, em sua formulacdo, uma planta com
propriedades cicatrizantes comprovadas (POZETTI, 1988; THOMSON, 1981) o
confrei (Symphytum officinale), na cicatrizagcdo de lesdes provocadas na pele de
camundongos hairless; analisar bioquimicamente o muco dos caracdis,
quantificando os componentes bioquimicos encontrados nesta secrecdo; avaliar
macroscopicamente as alteragdes fenotipicas ocorridas durante o processo de
reparo e avaliar microscopicamente as alteracdes celulares ocorridas no processo

de reparo da lesao provocada.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Caracois terrestres

Os caracéis terrestres pertencem ao Filo dos Moluscos, Classe dos
Gastropodes e mais especificamente a Ordem dos Pulmonados, sendo
considerados animais de excelente potencial adaptativo, confirmado pelo elevado
numero de espécies encontradas (STORER et al., 1991).

Como Pulmonados, sédo caracterizados, principalmente, pela conversao da
cavidade do manto em um pulmdo respiratério, com uma abertura contratil, o
pneumostoma. A maioria se alimenta de plantas terrestres, e todos eliminaram o
estagio larval, desenvolvendo-se diretamente em caracéis jovens (STORER et al.
2000).

E caracteristico dos moluscos apresentarem-se em grande diversidade e
adaptacao a diferentes condicbes ambientais; o solo, onde sobrevivem, é o local em
que ocorrem as maiores mudancas ambientais. Encontramos formas terrestres
somente nas espécies Gastropodes e principalmente nos Pulmonados, como as
espécies Achatina fulica e Achatina monochromatica monochromatica (COOPER,;
KNOWLER, 1991).

Os caracois terrestres consumidos pela populagdo sado conhecidos como
escargots, sendo os mais consumidos pela populagdo mundial, os pertencentes as
familias Achatinidae (Africa) e Helicidae (Europa).

A espécie mais conhecida de escargot Gigante Africano € a Achatina fulica,
sendo a mais recomendada para as regioes tropicais e subtropicais, devido a sua

alta capacidade de adaptacéo a esses climas (PACHECO et al. 1999). Outra espécie
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da familia Achatinidae criada e estudada por pesquisadores € a Achatina
monochromatica monochromatica, caracterizada por apresentar coloracdo da
concha e parte muscular mais claras que de Achatina fulica.

A familia Achatinidae, conhecida por sua rusticidade e adaptagao, tem origem
centro-africana. Encontra-se dispersa em regides tropicais umidas e apresenta
ampla distribuicdo tanto na Africa como na Asia, mostrando-se extremamente
adaptada a regides tropicais, preferindo temperaturas acima de 23°C. A familia
Helicidae, de ocorréncia natural no continente europeu, tem como faixa de conforto
térmico 18°C a 20°C. (PACHECO et al. 1998)

Os caracois terrestres sao importantes fontes de pesquisa na area biolégica e
veterinaria principalmente, pois ocupam diferentes ecossistemas, servindo de
alimento para varias espécies. Possuem um papel importante na agricultura, pois
sdo considerados um armazém de nutrientes em toda a parte do mundo (COOPER,;
KNOWLER, 1991). Podem também ser mantidos em grande numero, constituindo
excelente material para pesquisa laboratorial e, em ultima instancia, para Zooterapia,
como catalizadores do ensino e da terapéutica (MARTINS, 2005).

O consumo desses caracois como proteina animal é muito antigo,
remontando ao periodo pré-histdrico, sendo muito consumido pelos gregos e
romanos, constatando-se que, no exército romano, era alimento exclusivo dos
oficiais. Na Europa, ha muito tempo, representa alimento tipico dos camponeses,
tradicionalmente de algumas cidades e festas, tendo seu uso generalizado
(PACHECO et al., 1998).

Nos tempos atuais, onde ha um crescente interesse por produtos medicinais

naturais, a necessidade de conhecer e estudar criagdes zootécnicas alternativas e
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seus produtos e subprodutos, coloca a Helicicultura como uma area promissora de

pesquisa (COOPER; KNOWLER, 1991).

2.2 A secreg¢ao mucoglicoproteica dos caracois terrestres

Os moluscos possuem uma imunidade natural, formada pelas barreiras de
protecdo anatbmica e quimica que previnem danos aos tecidos basicos, perda de
fluido corporal e infecgbes por microorganismos patégenos e parasitas. A principal
barreira fisica € a concha e uma secregao mucoglicoproteica que envolve todo o
corpo do animal. A integridade do corpo é suportada pela coagulagado sangulinea e
cicatrizagcao do ferimento (OLSEN; LUCHTEL, 1998).

Esta secregao mucoglicoproteica € comumente denominada muco e reveste o
corpo dos caracéis apresentando varias fungdes ja identificadas, como a facilitagéao
de seus movimentos, auxiliando a sua locomocéao, a prevenc¢ao da sua dessecacao,
captura de alimentos, reproducéo, entre outras (IGUCHI et al., 1982).

A liberacdo do muco na superficie externa do animal é feita por glandula
podal de muco envolvido por membranas que se rompem devido a varios sinais,
incluindo forgas de carater mecanico. O muco também pode expressar informacdes
sobre o estado sexual dos animais, a direcdo e situacdo de estresse e predadores
(SIMKISS; WILBUR, 1977).

No escargot Hélix aspersa, oito tipos de glandulas foram identificadas sendo
que quatro destas produzem varios tipos de muco, secretam proteinas, outra
granulos de carbonato de caélcio; outra, de glébulos de gordura e outra, secregéo

pigmentada (SIMKISS; WILBUR, 1977).
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A habilidade de secretar um muco através da epiderme consiste numa
propriedade muito distinta dos escargots. O muco é produzido em algumas regides e
é freqientemente misturado a materiais oriundos de glandulas juntamente com o
exudato geral das células epiteliais (SIMKISS; WILBUR, 1977).

Pouco é conhecido sobre os mecanismos de controle da descarga destas
glandulas epiteliais (OLSEN; LUCHTEL, 1998). A hemocele ao redor da base das
glandulas de muco tem sugerido que, mudangas na pressao sanglinea causam a
liberagdo do muco durante a locomogao (MACHIN, 1964).

Considera-se ainda que, primeiramente, a superficie ciliada ¢&
caracteristicamente coberta pelo muco, o que atua como um veiculo para o
movimento das particulas através do epitélio e, em sequéncia, a funcdo de
locomogdo, propriamente dita do molusco. Sugere-se também que, a alta
viscosidade do muco é produzida pelas glandulas suprapedais enquanto que a baixa
viscosidade viria do enchimento das cavidades inferiores dos “pés”, causadas pela
oscilagao dos musculos. (SIMKISS; WILBUR, 1977).

O muco coletado da superficie desses animais € viscoso, apresenta-se com
uma ligeira turbidez e é fracamente colorido em amarelo ou marrom. A fragcdo do
muco soluvel em agua apresenta uma faixa de pH de 8,5 a 8,75 e favorece testes

positivos para reagdes de biuretos e acidos sulfuro-antrénicos (IGUCHI et al, 1982).

2.3 Atividade antimicrobiana do muco dos caracois

Segundo IGUCHI et al. (1982), os invertebrados ndo possuem mecanismos

imuno-especificos como os encontrados nos vertebrados. Esses invertebrados
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possuem fatores de defesa que impedem a entrada de materiais estranhos. Para tal,
o muco dos moluscos possui fatores antibacterianos que exibem atividade contra
microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos.

KUBOTA et al. (1985), estudando o fator antibacteriano dos escargots,
demonstrou grande atividade inibitéria de crescimento tanto para bactérias gram-
positivas quanto bactérias gram-negativas, ainda que as estruturas da parede
celulares destas bactérias fossem diferentes. Isso sugere que cada célula bacteriana
€ atacada por um fator antibacteriano que pode nao estar localizado na parede
celular, mas em algum outro local.

Em moluscos, os fatores de defesa sao principalmente as reacdes de defesa
celular e os fatores de defesa humoral. As reacbes de defesa celular envolvem
fagocitose e encapsulamento de particulas estranhas. Os fatores de defesa humoral
envolvem: lisozimas, lecitinas, fatores antibacterianos ou antivirais e opsonizagao
(FUCHINO et al. 1992).

Estes animais sao resistentes as infecgées por microrganismos, devido a
presengca de uma glicoproteina, encontrada no muco, que possui efeito bactericida
(FUCHINO et al., 1992).

Essa glicoproteina apresenta alto peso molecular e possui subunidades
(diferentemente dos insetos e vertebrados, onde quase todos esses fatores sao
pequenos polipeptideos). Além disso, estes estdo sempre sendo secretados pelos
moluscos, mesmo sem sofrerem estimulacdo (OBARA et al. 1992).

EHARA et al. (2002), purificaram esta glicoproteina antibacteriana a partir do
muco do caracol gigante africano Achatina fulica e a denominaram de “Achacin”.

Esta é secretada sempre, independente do animal sofrer ou nao estimulos.
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Recentes analises sequenciais revelaram que Achacin pertence a familia das Amino
oxidases que sao flavoenzimas.

O peso molecular do fator antibacteriano encontrado na superficie corporal do
caracol gigante africano Achatina fulica mostrou-se elevado, sendo determinado
como aproximadamente 160.000 na filtragdo em gel, e entre 70.000 e 80.000 na
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (KUBOTA et al. 1985).

Segundo FUCHINO et al. (1993), como a massa molecular relativa ao Achacin
apresenta-se bastante alta, pareceria ser muito dificil atravessar a membrana mais
externa ou a parede da célula, como a Penicilina faz (por possuir peso molecular
significativamente inferior, e igual a 334); mas, todos os resultados de sua
publicacdo indicam claramente que o local atacado pelo Achacin € a membrana
citoplasmatica da célula.

Segundo EHARA et al. (2002), Achacin reconhece e se liga preferencialmente
a bactérias em fase de crescimento. Além disso, essa toxicidade seletiva sugere que
o Achacin pode ser util como um agente quimioterapico muito funcional, por ser mais
téxico para a proliferacédo de patégenos do que para células do hospedeiro ou da
flora normal, que apresenta atividade de crescimento mais lenta. Achacin,
adicionado a células em repouso e em crescimento, age como bactericida (e néo
como bacteriostatico) somente contra bactérias em crescimento. Essa agao é
semelhante aquela de antibidticos pertencentes ao grupo dos beta-lactamicos, que
inibem a sintese de peptideoglicano na superficie celular, como as Penicilinas
(FUCHINO, et al. 1991).

Ha algumas substancias antibacterianas que sao derivadas de invertebrados,
mas poucas delas apresentam alto peso molecular. Achacin por ser uma

glicoproteina com massa molecular relativamente muito alta e, por mostrar atividade
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antibacteriana tanto contra bactérias Gram-positivas como contra bactérias Gram-
negativas, é rara e pouco conhecida cientificamente (FUCHINO et al. 1991).

A acdo do Achacin é similar a da Penicilina ou da Sarcotoxina Il-A, ja que
atuam expandindo o corpo da bactéria. No entanto, Achacin nao estoura células e
nem promove protuberancias nas mesmas. Nas sec¢des de células tratadas com
Achacin, algumas células foram observadas como sendo maiores que as células néo
tratadas. Sua parede celular e membrana citoplasmatica foram claramente
observadas, ndo apresentando qualquer injuria (FUCHINO et al., 1992).

O fato de o muco possuir esta propriedade antibacteriana é extremamente
importante no auxilio de processos de reparagao de feridas de origens diversas, pois

guanto menor a infecgao mais rapida sera a cicatrizagado (COTRAN et al., 2000).

2.4 Capacidade cicatrizante do muco de caracois terrestres

A helicicultura (criagdo de caracdis comestiveis), no Brasil, tem despertado
grande interesse em criadores e pesquisadores pelas suas caracteristicas
nutricionais e farmacéuticas, principalmente a partir dos anos 80. Porém, a
helicicultura brasileira ainda carece de pesquisas que visem estudo e aplicabilidade
do muco do caracol com finalidades farmacéuticas.

FERRAZ, (1999) relata que desde a antiguidade o caracol era recomendado
como remédio, sendo seu muco empregado para a cicatrizagdo de todos os tipos de
feridas e para tratamentos de hérnia, problemas de vista e hemorragicos. E na
Franca, este muco é considerado um dos melhores cosméticos para a conservagao

da pele feminina.
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Nos paises europeus sao produzidos xaropes expectorantes com o muco do
caracol, sendo que CHERNOVIZ (1890) em seu famoso receituario, preconiza a
utilizacdo deste muco como produto medicamentoso utilizado sob a forma de xarope
ou pasta nas moléstias do peito, na rouquidado, catarros agudos ou crénicos, na
coqueluche, nas constipacdes e em todas as irritacbes do peito. Estes resultados
também sao confirmados por GALO (1984), que lista uma série de aplicagdes
farmacoldgicas utilizando produtos a base de muco dos caracdis.

No exterior, paises como o Japao, Italia e Franca, estudam a aplicabilidade do
muco dos caracois terrestres com finalidades farmacéuticas e cosmetolégicas,
inclusive produtos comercializados como xaropes e cremes para pele (GALO, 1984).

PONS, et al. (1998), demonstraram em seus estudos, que Helicidine, um
extrato biolégico preparado a partir do muco do caracol Helix pomatia, é utilizado
como agente anti-tussivo, estando seu efeito relacionado a propriedade relaxante
das vias respiratorias.

Trabalhos mais recentes mostraram o efeito cicatrizante do muco da espécie
do caracol gigante Achatina fulica testados em feridas provocadas cirurgicamente
em camundongos e coelhos (MARTINS et al, 1996; 2003; CAETANO, 2000) e, um
estudo realizado por IYOMASA et al. (2002) revelou histologicamente uma diferenca
na maturagcao do epitélio, em favor da aplicacido da secrecao mucosa de caracois
sobre a area lesada quando comparada ao controle. SIRIO et al. (2005) obtiveram

resultados semelhantes.
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2.5 Plantas Medicinais: Confrei (Symphytum officinali)

As plantas sdao uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos. Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se
interessados pelo fato de produtos encontrados na natureza revelarem uma gama
de diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e
biolégicas (GUERRA; NODARI, 2001).

O Confrei (Symphytum officinale) é uma planta nativa da Europa e Asia,
embora, hoje, seja comum em todas as partes do mundo. No Brasil, é cultivada em
todo o pais (CARRICONDE, 1997). Pertencente a familia Borraginacea, possui em
sua composicdo quimica alcaldides pirrolizidinicos, além da alantoina, tanino e
esteroides. Estes elementos em unido conferem a planta propriedades curativas
como emoliente, calmante e consolidacdo de fraturas ésseas (SOUZA, 1991;
VANNIER, 1989; THOMSOM, 1981).

As atividades biolégicas da alantoina foram comprovadas através de ensaios
clinicos e verificou-se que esta substdncia atua como cicatrizante, anti-irritante,
hidratante e removedora de tecidos necrosados (POZETTI, 1988; THOMSON,
1981).

O confrei teve seu uso medicinal restringido em razdo da presenga, em suas
partes vegetativas e reprodutivas, de alcaldides pirrolizidinicos, entre os quais a
acetilechmidina, 7-acetilicopramina, 7-angelil-retronecina-viridiflorato, consolidina,
consolicina, achnatina, achimidina, heliosupina, lasiocarpina, sinfitina,

sinfitocinoglossina e viridiflorina (SAITO, 1984).



31

Devido a presenga de alcaldides pirrolizidinicos, que sao altamente
hepatotoxicos, a literatura homeopatica, mesmo a mais atual, registra patogenesia
restrita deste medicamento, como especifico para casos de traumatologia 6ssea,
retardo na consolidacdo de fraturas e dores peridésteas, sendo considerado

medicamento de agao limitada (POZETTI, 1993).

2.6 Cicatrizagao de tecidos

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de proceder
ao reparo dos tecidos apos inflamagéao é critica para a sobrevivéncia (COTRAN et
al., 2000).

A cicatrizagdo € um processo natural de reorganizagao dos tecidos organicos
no qual origina outro novo, de mesma natureza embriolégica promovendo a
reconstituicdo na area da ferida (ALFONSO, 1976). O reparo das lesdes de tecidos
em vertebrados requer a agdo conjunta de um sistema molecular e celular
(MONTENEGRO; FRANCO, 2003).

Existem autores que consideram trés estagios no processo de cicatrizagao:
inicialmente um estagio inflamatério, seguido por um de proliferagao e finalizando
com o reparo em um estagio de remodelagdo (RUNNELS et al. 1976;
GROTENDORST, et al., 1984; ANDRIESSEN et al., 1997). Outros autores
classificam, de uma forma mais completa, dividindo o processo em cinco fases
principais: coagulacgao, inflamacéo, proliferacdo, contracéo da ferida e remodelagao
(FAZIO, 2000).

Segundo GROTENDORST, et al. (1984), estes estagios ocorrem

sequencialmente em todas as feridas e parecem estar interligados por uma via
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especifica de sinais moleculares; se a propor¢cao em cada um destes processos é
alterada, implica que a capacidade de reparacao se altera acelerando ou retardando
O processo cicatrizante.

A coagulagao tem seu inicio imediato ap6s o surgimento da ferida. O espacgo
da lesdo é imediatamente preenchido por sangue coagulado, que contém fibrina e
células sanguineas (COTRAN et al., 2000).

Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacéo depende, além de inumeros
mediadores quimicos, das células inflamatdérias, como o0s leucécitos
polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos (MANDELBAUM et al., 2003).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células inflamatérias a aparecer, mas na
auséncia de infecgao e restos celulares, diminuem rapidamente em numero (RAHAL
et al., 2001). O exudato fribinoso na superficie, em contato com o ar, fica ressecado,
formando uma crosta. Esta, util, pois auxilia a conter a hemorragia e a proteger o
ferimento de contaminagdes externas (MONTENEGRO; FRANCO, 2003).

Este processo inflamatério € mediado por uma série de compostos
enddgenos, incluindo fatores imunolédgicos e quimiotaticos, proteinas do sistema
complemento, histamina, serotonina, bradicinina, leucotrienos e prostaglandinas.
Tanto os leucotrienos quanto as prostaglandinas contribuem para os sintomas da
inflamacéao, sendo que as prostaglandinas E» e |, promovem o edema e a infiltragao
de leucécitos, além de exacerbarem as propriedades de dor da bradicinina. (BRODY
et al., 1997).

Com relagao ao sistema complemento, este é o principal mediador humoral
do processo inflamatério junto aos anticorpos. Esta constituido por um conjunto de
proteinas, tanto soluveis no plasma como expressas na membrana celular, e é

ativado por diversos mecanismos, através de duas vias, a classica e a alternativa
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(FRANK, 1987). O sistema complemento participa dos seguintes processos
bioldgicos: fagocitose, opsonizagdo, quimiotaxia de leucécitos, liberagdo de
histamina dos mastdcitos e baséfilos e de espécies reativas de oxigénio pelos
leucdcitos, vasoconstricdo, contracdo da musculatura lisa, aumento da
permeabilidade dos vasos, agregacao plaquetaria e citdlise (FRANK et al. 1991).

Os neutréfilos e macréfagos sado as células encontradas na regidao do
processo de cicatrizagdo, em resposta a invasao bacteriana (RUNNELS et al.,
1976), digerindo ou removendo-as, como passo essencial para o crescimento do
tecido reparador (MONTENEGRO; FRANCO, 2003). Ao fagocitarem as bactérias,
estas células se degeneram, formando o pus com os tecidos necroticos (GUYTON,
1991).

Nesta fase, proje¢des de células epiteliais das bordas migram e crescem ao
longo das margens da derme, produzindo assim, uma camada epitelial continua,
porém, fina (COTRAN et al., 2000).

Os macréfagos irdo mediar a transicdo da fase inflamatéria para a
proliferativa, sendo importantes para o debridamento e recrutamento de
fibroblastos. Uma das principais fungdes dos fibroblastos € a sintese de colageno,
sendo que a resisténcia da cicatriz € determinada pela velocidade, quantidade e
qualidade da deposicdo do mesmo (RAHAL et al., 2001). As fileiras de colageno
ficam mais abundantes e a proliferacdo de células epiteliais prossegue,
recuperando sua espessura normal (COTRAN et al., 2000).

A ultima fase da proliferagdo é a angiogénese, essencial para o suprimento de
oxigénio e nutrientes para a cicatrizagdo. Inicialmente as células endoteliais migram
para a area ferida; a seguir ocorre proliferagdo das células endoteliais

(MANDELBAUM, 2003).
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A presenga de miofibroblastos resulta na diferenciacdo nos tecidos e
estabelece juncbes entre si, formando um eficiente arcabougo contratil,
promovendo desta maneira, a contracdo do tamanho do ferimento
(MONTENEGRO; FRANCO, 2003).

A remodelacdo da ferida, etapa final de um processo de cicatrizagdo é
responsavel pelo aumento da forca de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da
cicatriz e do eritema. Reformulagdes dos colagenos, melhoria nos componentes das
fibras colagenas, reabsor¢ao de agua sao eventos que permitem uma conexao que
aumenta a forga da cicatriz e diminui sua espessura. A neovasculatura diminui e,
tardiamente, a cicatriz € considerada avascular (MANDELBAUM, 2003).

Na pratica médica e também na veterinaria, a homeopatia esta sendo
bastante difundida e o uso de medicamentos que possuem capacidade especifica de
promover a cicatrizacdo e a recuperagao tecidual estdo sendo alvo de estudo de

cicatrizacao.
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3 Material e Método

3.1 Caracois terrestres selecionados para o estudo

Foram utilizados neste estudo sessenta exemplares adultos de caracéis

Achatina fulica (n=30) e Achatina monochromatica monochromatica (n=30), com

peso médio entre 120 a 180 gramas, para a coleta do muco (FIGURA 1).

Figura 1 - Caracois das espécies Achatina monochromatica
monochromatica (a) e Achatina fulica (b).

Os animais foram separados por espécie e mantidos em caixas de madeira
de dimensdes 65x40x30cm, com densidade populacional de 15 animais cada, sendo
metade alimentados a cada 2 dias com uma ragao base desenvolvida a partir dos
trabalhos de FLAUZINO et al., 1997; PACHECO; MARTINS, 1998, PACHECO et al.
1998a, PACHECO et al. 1998b; PACHECO, 1999, e a outra metade alimentados
com esta racdo base acrescida de Confrei (Symphytum officinale). Esta foi,
primeiramente, seca em camara desumidificadora, triturada e adicionada em
detrimento ao suplemento mineral da racdo base, ou seja, 1% dos ingredientes,

sendo fornecida aos caracois durante o periodo experimental (Anexo 1).
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A determinacdo da massa corporea e a avaliagdo do programa de selegao
foram feitos através da pesagem dos animais em balanga analitica de precisédo
Marte®, modelo A5 n° 227619 e, com o auxilio de um paquimetro digital, foram

mensurados o comprimento e a largura. O comprimento € medido do apice a

margem anterior da concha e a largura, no ponto médio desta.

3.2 Retirada do muco dos caracois terrestres

Os moluscos foram separados e colocados em caixas plasticas de dimensdes
75x40x30cm sem fundo de terra e mantidos em jejum por 3 dias antecedentes a
coleta do muco. Este procedimento é realizado com a finalidade de ndo contaminar
o material biologico a ser extraido.

A coleta foi realizada através de estimulagdo manual da superficie corporal
dos caracois, mais especificamente da sua glandula podal, ndo havendo sacrificio

dos animais doadores de muco (FIGURA 2).

Figura 2 - Extracdo do muco de um caracol A.
monochromatica monochromatica, através
da estimulagdo manual de sua glandula
podal.
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3.3 Analise Bioquimica do muco

A anadlise bioquimica da secrecdo foi realizada através de dosagens de
agucares totais e redutores, proteinas, mucoproteinas e lipideos do muco dos
moluscos terrestres.

O muco de cada espécie foi solubilizado e depois diluido com 2 volumes de
agua Milli-Q, em béquer de 500 mL, deixado sob agitagdo constante por 24 horas, a
uma temperatura de 4°C. Apos este periodo, o material foi centrifugado por 15
minutos a 5000 rpm. Separou-se o sobrenadante do precipitado. Esta Fracao
Soluvel foi liofilizada, fechada hermeticamente, envolta em papel aluminio e
estocada a —-20°C, enquanto a Fracdo Precipitada n&o sofreu nenhum outro

processo e foi diretamente estocada a —20°C, para posterior analise.

3.3.1 Dosagem de Acgucar total

A dosagem de acgucar total foi realizada pelo método Fenol-sulfurico,
(DUBOIS et al, 1956) utilizando-se como padrao, a glucose, nas concentragdes de
20, 40 e 100 ug/ml, para construcéo da curva padrao. As leituras foram feitas a 490
nm em espectrofotdbmetro DU-70.

Método: 0,5 ml de amostra + 0,5 ml de solucédo de fenol 0,5% + 2,5 ml de

acido sulfurico concentrado, resfria-se e |1é-se.
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3.3.2 Dosagem de agucar redutor

Esta dosagem foi feita pelo método de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944;
SOMOGYI, 1945) utilizando-se padréao de glucose de 20, 40 e 100 pug/ml e leitura a
540 nm.

Método: 1 ml de amostra + 1 ml de reativo de Somogyi , banho-maria a 100°C
por 10 min. Resfria-se. Acrescenta-se 1 ml de reativo de Nelson, completa-se o

volume para 10 ml com agua destilada e procede-se a leitura.

3.3.3 Dosagem de proteina

Os teores de proteina foram quantificados pelo método de Lowry modificado
(HARTREE, 1972), utilizando-se padrao de albumina de soro bovino (10, 20, 40 e 80
ug/ml, leitura a 650 nm).

Método: 0,5 ml de amostra + 0,5 ml de solugao A, aquece-se 10 min a 50°C.
Resfria-se e acrescenta-se 0,1 ml de solugdo B diluida 1:2 em agua, espera-se 10
min e acrescenta-se 1,5 ml de reagente de Folin ( diluido 1mL/ 15 ml de agua), sob

agitacado. Aquece-se 50 °C por 10 min, resfria-se e 1é-se a 650 nm.

3.3.4 Dosagem de mucoproteinas

Foi realizada através de “kit” da Labteste Diagndstica — catalogo 20, que se

utiliza de dosagem colorimétrica pelo reagente de Folin-Ciocalteau e, como padrao,

tirosina em diferentes concentragdes (1 a 20mg/dL).
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3.3.5 Dosagem de lipideos

A dosagem de lipideos foi realizada segundo RADIN (1969), seguindo o
protocolo abaixo:

A 250mg da amostra foram acrescidos 5 mL de soluc&o cloroférmio: metanol
(2:1 v/v) sendo a mistura centrifugada a 2000g por 5 min.

O sobrenadante foi coletado para um tubo limpo e o precipitado foi novamente
suspendido em mais 5 mL da solugdo cloroférmio:metanol. Apés a segunda
centrifugagéo, os sobrenadantes foram colocados no mesmo tubo e acrescidos de
igual volume de solugcédo de KCI 2M. Apds a separagao das fases, a fase organica
foi colocada em um béquer pré-pesado.

A fase inorganica foi novamente acrescida 10mL de solucéo cloroférmio:
metanol e centrifugada nas condi¢gdes anteriormente descritas. A fase organica foi
removida e colocada no mesmo béquer pré-pesado. O solvente evaporou em
temperatura ambiente sendo o béquer novamente pesado para comparacdo das

diferencas de massas.

3.3.6 Determinacao da composic¢ao da Fragao Soluvel do muco das espécies A.

fulica e A. monochromatica:

Solucdes feitas a partir da Fragao Soluvel do muco de cada espécie foram
preparadas pesando-se 2 g do lidfilo e redissolvendo-os em 200 mL de agua Milli-Q.
Apds o preparo das solugbes, ambas foram submetidas aos métodos gerais,

descritos no item 3.3.
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3.4 Analise da propriedade do muco dos caracois terrestres no reparo de

les6es de pele

3.4.1 Ensaio Biolégico

Foram utilizados 75 camundongos “Hairless” (Mus musculus, Linhagem

HRS/J), machos, com peso médio de 35g, procedentes do biotério da Faculdade de

Odontologia de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo (FORP-USP) (FIGURA

3).

Figura 3 - Camundongo “Hairless”, linhagem
HRS/J, utilizado nos ensaios
biolégicos.

Estes animais possuem um gene recessivo autossdmico situado no
cromossomo 14 e sao produzidos em laboratério, resultantes do acasalamento entre
machos (Hr) e fémeas (Hr"). O animal tem como caracteristica fenotipica auséncia
de pélos e ndo apresenta deficiéncias imunoldgicas severas como as encontradas

no camundongo comum.
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Foram mantidos em temperatura ambiente controlada entre 22 a 24°C, com
“timer” programado para 12 horas de iluminacdo diaria. Os animais foram
alimentados com ragédo especial para camundongos Nuvilab® e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em grupos de acordo com o tratamento a ser
recebido:

1) C — grupo sem tratamento (controle);

2) F — grupo tratado com o muco do escargots Achatina fulica alimentados
apenas com a ragdo base;

3) M - grupo tratado com o muco do escargots Achatina mochromatica
monochromatica alimentados apenas com a ragao base;

4) Fc - grupo tratado com o muco dos escargots Achatina fulica alimentados
com a racao base acrescida da planta medicinal, Symphytum officinale (confrei);

5) Mc - grupo tratado com o muco dos escargots Achatina monochromatica
monochromatica alimentados com a ragdo base acrescida da planta medicinal
Symphytum officinale (confrei).

Cada grupo de camundongos (15 do grupo C, 15 do grupo F, 15 do grupo M
15 do grupo Fc e 15 do grupo Mc) foi subdividido em:

1) Subgrupo de 3 dias

2) Subgrupo de 5 dias

3) Subgrupo de 7 dias

3.4.2 Indugao da leséao

Os camundongos foram anestesiados com 0,25g/Kg de tribromoetanol 2,5%
administrados via intraperitoneal. Apds assepsia e anti-sepsia do local cirurgico, uma

lesdo circular foi realizada na pele do dorso do animal, com auxilio de “punch” de
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0,5mm de diametro, tesoura pequena e pinca (FIGURAS 4 e 5). Apos a lesao, os
animais foram separados aleatoriamente de acordo com os tratamentos. O muco foi

aplicado com auxilio de conta-gotas sobre a area da lesdo de cada camundongo

[ | ! i{ ,W/ z

pesquisado.

Figura 4 - Método de contencdo e anestesia Figura 5 - Ferida cirirgica realizada com auxilio
para a realizag&o da cirurgia. de tesoura e pinga

Os animais foram mantidos individualmente nas gaiolas com a finalidade de
proteger a lesdo contra a mordida ou lambida dos outros animais em tratamento.

Os camundongos eram pesados diariamente, todos mantidos em unidades
experimentais sob condi¢cdes controladas de ambiente, sanidade e alimentacédo

(ragado e agua) ad libitum.

3.4.3 Analise Macroscoépica

Para este estudo, os animais foram acompanhados diariamente através de

observagbes clinicas do reparo da lesdo, as quais foram registradas conforme

protocolo (Anexo 2) e documentadas através de fotografias.
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3.4.4 Obtencao das amostras para estudo microscopico de luz

Para a realizagdo dos exames histoldgicos, os animais foram submetidos a
eutanasia pelo anestésico Ketamina , de acordo com os dias de tratamento (3, 5 ou
7 dias) e realizadas biopsias de fragmentos de pele do dorso dos camundongos.

Cada fragmento da lesédo foi removido com margem de seguranga, fixado
sobre a placa de cera com auxilio de alfinetes para manter-se estirado (FIGURAS 6,
7, 8 e 9) e imerso em paraformoldeido a 4% tamponado por 24 horas. Apds esse
periodo, os fragmentos foram desidratados em série crescente de alcoois,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Foram, entdo, processados cortes de
6um de espessura e corados em Hematoxilina-Eosina e Tricrdbmio de Masson. A
leitura foi feita em microscépio Optico e as tomadas fotograficas feitas em

fotomicroscopio, visando observar o processo inflamatério e cicatricial.
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Figura 6 - Inicio da bidpsia realizada com o Figura 7 - Fragmento da pele do dorso do animal
animal anestesiado. sendo retirada para posterior
processamento.

Figura 8 - Fragmento de pele sendo esticado por Figura 9 - Fragmento ja esticado na placa de
alfinetes com a finalidade de proteger a cera e fixado em solugdo de
lesdo. paraformoldeido.

A anadlise histologica do processo de reparo foi realizada através da
observacédo de 10 imagens de cada corte histoldgico, no aumento de 100 vezes. As
imagens captadas em fotomicroscépio, através do programa Leica IM50 instalado
em computador, conectado a Camera Leica DC 300F e adaptada ao microscopio
Leica DMLB2, foram analisadas partindo-se da periferia da lesdo até o centro da

mesma.
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Os achados foram registrados em protocolo (Anexo 3) e graduados de acordo

com sua presenca e intensidade.

3.5 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados bioquimicos foi realizada através do teste de

Mann-Whitney, indicado para amostras ndo paramétricas (SIEGEL, 1956).
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4 Resultados

4.1 Dietas as quais foram submetidos os caracoéis terrestres para a retirada de

muco

Foram ofertados, durante o periodo experimental, 225g de racéo (ragao base
e racao base acrescida de Symphytum officinale, confrei) para os caracdéis de ambas
as espécies. Os dados de consumo das diferentes ragdes ofertadas aos caracois

durante o periodo experimental encontram-se na TABELA 1.

Tabela 1 - Consumo de ragéo oferecida aos caracois durante o periodo experimental

Espécies Racao base (g) Racao base + Symphytum officinale (g)
A. fulica 150,77 129,81
A. monochromatica 203,51 196,98

4.2 Retirada do muco dos caracois terrestres

A quantidade total de muco bruto coletado, a partir de 10 animais de cada
espécie, foram de 63,969 e 57,469 para as espécies Achatina fulica e Achatina
monochromatica monochromatica, respectivamente. Para os animais alimentados
com a ragao acrescida de Symphytum officinale (confrei), a quantidade foi de 65,04g
para A. fulica e de 58,739 para A. monochromatica monochromatica.

Biologicamente, a coloragdo do muco de A. fulica diferiu de A.
monochromatica monochromatica, mostrando-se mais esverdeada e mais azulada

respectivamente. Apds a ingestdo da ragdo contendo Symphytum officinale (confrei),
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a coloragdo de ambas as secregdes se alterou, apresentando tons mais

esverdeados para ambas as espécies.

4.3 Analise bioquimica do muco

Realizadas as dosagens de cada fragdo soluvel do muco dos caracais,

obtiveram-se os seguintes resultados expressos na TABELA 2:

Tabela 2 - Composicéo da fragao soluvel do muco das espécies A. fulica (FSF) e A. monochromatica
monochromatica (FSM).

Amostra Acucar Acucar Proteinas Lipideos Mucoproteina

Total (g%) Redutor (9%) (9%) (9%)
0%
FSF 3,67 0,70 78,76 7,18 0,25

FSM 5,35 0,77 90,21 2,48 0,19

4.4 Analise macroscépica das lesdes de pele provocadas em camundongos

4.4.1 Aos 3 dias de experimento

Aos trés dias de experimento, observou-se melhor reparagao tecidual dos
camundongos tratados quando comprados aqueles que nado receberam qualquer
tipo de tratamento. Analisando a regressao das bordas das feridas referentes aos
diferentes tratamentos utilizados, constatou-se que os animais tratados com muco
de caracois da espécie A. monochromatica monochromatica alimentados com
Symphytum officinale (confrei) apresentaram melhor resultado (1,8 mm de contragao

da ferida) (FIGURA 10).
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Figura 10 - Contragdo média das bordas das feridas dos grupos
pesquisas aos trés dias de experimento.

A coloragao da ferida dos camundongos em todos os tratamentos e grupo
controle, apresentou-se normal, variando apenas de clara a escura, ou amarelada,
de acordo com sua presenga ou nao e o tipo de crosta (hematica ou melicérica).

Nenhum animal apresentou exudato aos trés dias de tratamento.

Os resultados referentes as observacdes das variaveis edema e crosta estao

apresentados na TABELA 3.
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Tabela 3 - Avaliagdo macroscopica das varidveis edema e crosta, para camundongos aos 3 dias de

experimento.

Tratamentos

Variaveis

Edema

Crosta

Controle

4 animais apresentaram edema de
6,25mm em média.

4 animais apresentaram uma fina
crosta sobre a leséo.

F Apenas 2 animais apresentaram Todos os animais apresentaram
edema de 1mm cada. crosta. 4 deles, uma fina crosta em
volta da lesdo e 1 deles, crosta
mais espessa.
Fc Apenas 2 animais apresentaram Todos os animais apresentaram
edema de 1,5mm em média. crosta. 3 deles uma crosta fina e 2
deles crosta mais espessa.
M 3 animais apresentaram edema de | Todos os animais apresentaram
1,0mm em média. crosta. 3 deles uma fina crosta, 1
deles crosta mais espessa e outro,
crosta bastante espessa.
Mc 3 animais apresentaram edema de | Todos os animais apresentaram

1mm cada.

crosta. 3 deles uma fina crosta e 1
deles crosta mais espessa.

4.4.2 Aos 5 dias de experimento

Aos cinco dias de experimento, também se observou melhor reparagao

tecidual dos camundongos tratados quando comparados aos que nao receberam

qualquer tipo de tratamento. Analisando a regressdo dos bordos da ferida dos

animais que receberam muco, constatou-se que aqueles tratados com muco de

caracois da espeécie A. monochromatica monochromatica, alimentados ou ndo com

Symphytum officinale (confrei), apresentaram melhores resultados (2,0mm de

contracao da ferida para ambos os tratamentos) (FIGURA 11).
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Figura 11 - Contracdo das bordas das feridas dos grupos
experimentais aos cinco dias de experimento.

A coloragao da ferida, dos camundongos aos cinco dias de tratamento, variou
de maneira similar aos resultados encontrados aos trés dias, ou seja, em todos os
tratamentos e grupo controle, apresentou-se normal, variando apenas de clara a
escura, ou amarelada, de acordo com a presenga ou nao e o tipo de crosta
(hematica ou melicérica). Aos cinco dias, nenhum animal apresentou exudato
durante o periodo experimental.

Os resultados referentes as observagdes das variaveis edema e crosta estéao

apresentados na TABELA 4.
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Tabela 4 - Avaliagdo macroscopica das varidveis edema e crosta, para camundongos aos 5 dias de

experimento.
Tratamentos Variaveis
Edema Crosta
Controle Todos os animais apresentaram Todos os animais apresentaram

edema de 2,7mm em média.

crosta espessa no centro da lesao.

F 4 animais apresentaram edema de | 3 animais apresentaram crostas
1,4mm em média. pontuais nos bordos da lesao.
Fc Apenas 1 animal apresentou Todos os animais apresentaram
edema de 1Tmm. crosta. 2 deles apresentaram uma
crosta fina e 3 deles, uma crosta
mais espessa.
M 3 animais apresentaram edemas de | 2 animais apresentaram crostas
1mm cada. pontuais nos bordos da lesao.
Mc Nenhum animal apresentou edema | 3 animais apresentaram fina crosta

durante o experimento.

e 2 deles, uma crosta mais
espessa.

4.4.3 Aos 7 dias de experimento

Aos sete dias de experimento, observou-se melhor reparacido tecidual dos

camundongos tratados quando comparados aqueles que nao receberam qualquer

tipo de tratamento. Analisando a regressao da ferida dos camundongos tratados,

constatou-se ainda que aqueles que receberam o muco de caracois da espécie A.

monochromatica

monochromatica,

alimentados

com Symphytum

officinale

apresentaram melhor resultado (3,6mm de contrac&o da ferida) (FIGURA 12).
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Figura 12 - Contracdo das bordas das feridas dos grupos
experimentais aos sete dias de experimento.

Nao foi encontrada diferenca em relagdo aos resultados referentes a
coloracéo da ferida dos camundongos aos sete dias de tratamento, variando de
maneira similar aqueles encontrados aos trés e aos cinco dias. Apds sete dias de
experimento, nenhum animal apresentou exudato.

Os resultados referentes as observacdes das variaveis edema e crosta estao

apresentados na TABELA 5.
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Tabela 5 - Avaliagdo macroscopica das varidveis edema e crosta, para camundongos aos 7 dias de

experimento.
Tratamentos Variaveis
Edema Crosta
Controle Todos os animais apresentaram Todos os animais apresentaram

edema de 2,3mm em média.

fina crosta na lesdo durante o
experimento.

F Todos os animais apresentaram Todos os animais apresentaram
edema de 1Tmm cada. crosta. 3 deles, uma crosta fina e
superficial, 2 deles uma crosta mais
espessa.
Fc 3 animais apresentaram edema de | 4 animais apresentaram crosta. 3
1,3mm em média. deles uma crosta fina e 1 deles
uma crosta mais espessa.
M 4 animais apresentaram edema de | 4 animais apresentaram crosta. 2
1,3mm em média. deles apresentaram uma crosta
mais fina e superficial, os outros 2,
uma crosta mais espessa no centro
da leséao.
Mc Nenhum animal apresentou edema | Todos os animais apresentaram

durante o experimento.

crosta. 1 deles apresentou crosta
fina, 2 deles uma crosta mais
espessa e outros 2 uma crosta
bastante espessa.

4.5 Analise histoldgica das les6es de pele provocadas em camundongos

4.5.1 Aos 3 dias de experimento

Analisadas as imagens dos cortes histologicos de cada camundongo,

obtiveram-se os seguintes resultados para cada grupo experimental:

A crosta esteve presente em quantidade variavel em toda a area lesada de

todas as feridas analisadas. O epitélio também se apresentou de maneira

semelhante em todos os grupos experimentais observados, demonstrando-se

espesso na margem da lesdo, situado sob a crosta e classificado como epitélio

estratificado pavimentoso.

Os dados referentes ao tecido conjuntivo, sdo apresentados na FIGURA 13.
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Figura 13 — Fotomicrografias das feridas dos camundongos aos 3 dias de experimento. (C) Pouco
tecido de granulagao e infiltrado inflamatdrio (com neutrdéfilos); a presenga de edema
foi intensa. (F) Tecido de granulagéo e infiltrado inflamatério (células mononucleares)
com presenga de moderada a intensa; o edema foi minimo. (Fc) Intensa presenga de
tecido de granulagado e moderada a intensa presenga de fibrina. Infiltrado inflamatério
apresentou-se de maneira moderada e edema néo foi observado. (M) Apresentou-se
com tecido de granulagéo e infiltrado inflamatério moderados; fibrinas e edema foram
minimos. (Mc) Tecido de granulagao e fibrinas apresentara-se de maneira moderada a
intensa. Fibrinas e edema estavam presentes em quantidades minimas.
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4.5.2 Aos 5 dias de experimento

A crosta esteve presente em todos os grupos experimentais recobrindo
grande parte da lesdo, com exceg¢do de pequena area periférica da mesma. O
epitélio também se apresentou de maneira semelhante em todos os grupos
observados. Na periferia da lesdo, demonstrou-se estratificado e pavimentoso, com
a camada granulosa e queratina diferenciadas, sem a prote¢céo da crosta. No centro
da ferida, o epitélio mostrou-se delgado, com poucas camadas de células e se
estendendo para o centro da lesao.

Os dados referentes ao tecido conjuntivo, sdo apresentados na FIGURA 14.
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Figura 14 - Fotomicrografias das feridas dos camundongos aos 5 dias de experimento. (C) Tecido
de granulagdo e edema moderados; infiltrado inflamatorio (com neutrdéfilos) e fribinas
minimas. (F) Presenca de tecido de granulagdo e infiltrado inflamatério (células
mononucleares) de moderada a intensa; apresentou-se com fibrinas minimas e edema
moderado. (Fc) Intensa presenca de tecido de granulagdo e moderadas presencas de
fibrina e infiltrado inflamatdrio; edema nao foi observado. (M) Tecido de granulagao
moderado a intenso e infiltrado inflamatério moderado; presenga minima de edema (Mc)
Tecido de granulagao intenso; as fibrinas estavam presentes em quantidades minimas e
edema nao foi observado.
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4.5.3 Aos 7 dias de experimento

A crosta esteve presente apenas na regidao central da lesdo dos grupos
experimentais. O epitélio também se apresentou de maneira semelhante em todos
0os grupos observados. Na periferia da lesdo, demonstrou-se estratificado e
pavimentoso, cobrindo grande parte da lesdo, com a camada granulosa e queratina
diferenciadas. No centro da ferida, o epitélio mostrou-se delgado, com poucas
camadas de células.

Os dados referentes ao tecido conjuntivo, sdo apresentados na FIGURA 15.
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Figura 15 - Fotomicrografias das feridas dos camundongos aos 7 dias de experimento. (C) Tecido
de granulagao e infiltrado inflamatério minimos; fribinas moderadas e presenga intensa
de edema. (F) Presenga de tecido de granulagdo de moderada a intensa; infiltrado
inflamatério, fibrinas edema com presengas moderadas. (Fc) Intensa presenca de tecido
de granulagao e moderada presenga de fibrina e infiltrado inflamatério; edema néo foi
observado. (M) Apresentou-se com tecido de granulagdo moderado a intenso e infiltrado
inflamatério moderado; as fibrinas mostraram-se minimas; nao foi observada a presenca
de edema. (Mc) O tecido de granulagdo apresentou-se intenso. Infiltrado inflamatério
apresentou-se de maneira moderada a intensa, enquanto que fibrinas revelaram-se
minimas; nao foi observado edema.






62

5 Discussao

5.1 Dietas as quais foram submetidos os caracois terrestres para a retirada de

muco

Os dados de consumo apresentados na tabela 1, mostraram que nao houve
rejeicdo em relagdo as racgbes fornecidas aos caracdis durante o periodo
experimental, tanto para a ragcdo base, quanto para a ragdo acrescida da planta
cicatrizante Symphytum officinale (confrei).

Nao podemos afirmar se houve preferéncia alimentar por uma ou outra ragao,
apesar do consumo de ragao base ter sido maior do que a que continha Symphytum

officinale (confrei) para ambas as espécies de caracois estudados.

5.2 Retirada do muco dos caracois terrestres

O método utilizado para a extracdo de muco dos caracois terrestres visou o
bem estar animal, uma vez que utilizou a estimulagdo manual das glandulas podais,
nao trazendo dano algum ao animal, podendo este, retornar a criagédo zootécnica.
Isto diverge dos métodos utilizados por outros pesquisadores como IGUCHI (1982),
KUBOTA (1985) e FUCHINO (1992), que utilizam estimulos elétricos na superficie
podal do animal para a retirada do muco, podendo ocasionar estresse ou até mesmo
mortalidade.

A observacido da diferenca de coloragdo entre os mucos das espécies A.

fulica e A. monochromatica monochromatica pode ser explicada pela diferenca
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bioquimica dos mucos encontrada na TABELA 2, principalmente para proteinas,
lipidios e acucar total.

A mudanca de coloracdo ocorrida no muco de ambas as espécies, apos a
ingestdo da racdo da racdo contendo Symphytum officinale (confrei), indica a
absorcao de elementos da planta cicatrizante, o que vem ao encontro dos dados
sobre a capacidade de absorgdo de substancias registrada por GOMOT (1997),

CUELAR et al. (1986) e GALO (1984).

5.3 Analise bioquimica do muco

Observaram-se diferengas significativas, entre as composi¢cées do muco das
espécies A. fulica e A. monochromatica monochromatica, principalmente as
dosagens de acgucar total, proteinas e lipidios.

Essas diferengcas poderiam explicar a divergéncia de resultados encontrados
entre os grupos de camundongos tratados com os mucos de ambas as espécies de
caracois, haja visto que se supde que o principio ativo desta secregao pertenga ao
grupo das proteinas, presente em maior quantidade percentual (90,21%) no muco
dos caracois da espécie A. monochromatica monochromatica, como observado na

TABELA 2.

5.4 Analise macroscopica das lesoes de pele provocadas em camundongos

No decorrer do experimento, observou-se que nos camundongos submetidos

a cirurgia, o efeito do muco dos caracois A. fulica e A. monochromatica

monochromatica, alimentados com ragdo base ou ragdao contendo Symphytum
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officinale (confrei), proporcionou maior contracdo da area da ferida quando
comparados ao tratamento controle.

Os melhores resultados encontrados, para a variavel didametro da lesao, foram
os relacionados ao tratamento que fez uso do muco da espécie A. monochromatica
monochromatica alimentados com ragao contendo Symphytum officinale (confrei).
As FIGURAS 10, 11 e 12, demonstraram que estes resultados predominaram
durante todo o periodo experimental.

Uma observagao interessante, € que aos primeiros dias de tratamento (3
dias), os camundongos que receberam muco, apresentaram diferengcas mais
significativas quanto a contragdo das bordas das feridas quando comparados
aqueles do grupo controle. Ao final dos sete dias experimentais, essas diferengas
diminuiram, indicando que o muco deve atuar como um indutor inicial do processo
de cicatrizacao.

Em relagcdo a presengca de edemas encontrados ao redor das feridas dos
camundongos, estes foram observados menos intensos € em menor propor¢ao nos
grupos tratados quando comparados ao grupo controle. Estes dados foram
confirmados pelos achados histologicos. Os tratamentos que apresentaram
melhores resultados foram aqueles aos quais foram aplicados muco de animais
alimentados com Symphytum officinale (confrei), sendo que, o grupo tratado com
muco da espécie A. monochromatica monochromatica alimentados com a planta
cicatrizante demonstrou resultados mais eficientes. No decorrer do experimento,
constatou-se a regressao do edema para os grupos tratados com os diferentes tipos
de muco.

A coloragcédo da ferida dos camundongos de todos os grupos pesquisados

variou de maneira similar durante todo o periodo experimental, apresentando-se
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normal, variando apenas de clara a escura, ou amarelada e o tipo de crosta formada

(hematica ou melicérica).

5.5 Analise histolégica das lesdes de pele provocadas em camundongos

A analise histoldgica do tecido conjuntivo revelou aos trés, cinco e sete dias
de experimento, uma melhor combinagcédo de variaveis dos grupos tratados com o
muco dos caracdéis quando comparados ao grupo controle, indicando um melhor
arranjo celular (presenca de tecido de granulagao, infiltrado inflamatério, fibrinas,
fibroblastos, fibrilas colagenas) para o processo de reparo da ferida.

Os resultados macroscopicos evidenciaram que os grupos tratados com o
muco de caracois apresentaram crostas mais intensas em relagdo ao grupo controle
durante todo o periodo experimental. Porém, histologicamente nao foram
observadas diferengas quanto a presenca de crosta e sua intensidade. A crosta é
um coagulo sanguineo desidratado formado pelo rompimento de vasos em uma
lesdo (COTRAN, 2000) e favorece o processo de cicatrizagcdo em feridas nao
exudativas (OLIVEIRA, 1992). Nossos dados revelam auséncia de exudato nas
feridas durante todo o periodo experimental, inclusive nos camundongos do grupo
controle, o que pode ser um indicativo de bom manejo durante a pesquisa.

Foram observados infiltrados inflamatérios mais intensos aos trés, cinco e
sete dias nos grupos tratados quando comparados ao grupo controle. Apesar de nao
ter havido diferengas significativas entre os grupos tratados, observou-se um maior
de numero deste conjunto de células nos animais tratados com muco da espécie A.
monochromatica monochromatica alimentados com Symphytum officinale (confrei).

O processo inflamatério € a reagao local dos tecidos a agressao local. Ela ocorre
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como resposta inespecifica caracterizada por uma série de alteragdes que tende a
limitar os efeitos da agressdao. (MONTENEGRO; FRANCO, 2003). A resposta
inflamatdria esta estreitamente interligada ao processo de cicatrizagdo. O processo
inflamatdrio pde em movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel,
cicatrizam e reconstituem o tecido lesado (COTRAN, 2000). Provavelmente o muco
dos caracdis atuou como agente hiperimizante desencadeando maior resposta
inflamatdria que as feridas dos animais do grupo controle.

Nesta pesquisa, observou-se tecido de granulagdo mais desenvolvido nas
feridas dos animais tratados quando comparados ao grupo controle, em todos os
dias de experimentacdo. A presenga de tecido de granulagdo é o fator mais
caracteristico do processo de cicatrizacao, representando o novo tecido que cresce
para preencher aquele lesado. (MONTENEGRO; FRANCO, 2003). O tecido de
granulagao € formado por um processo denominado angiogénese, em que vasos
preexistentes emitem botdes capilares, produzindo novos vasos (COTRAN, 2000). A
angiogénese € essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a
cicatrizagdo (MANDELBAUM, 2003). Nas feridas abertas o tecido de granulagéo
favorece a migracao epitelial sobre si e ao se contrair, retrai as bordas da ferida de
pele permitindo que a area a ser reepitelizada se torne menor (OLIVEIRA, 1992). O
grupo que apresentou maior quantidade de tecido de granulacéo foi o tratado com
muco da espécie A. monochromatica monochromatica alimentados com Symphytum
officinale (confrei).

Em relacdo ao epitélio, este se manifestou de maneira similar em todos os
grupos da pesquisa, iniciando-se mais espesso e sob a crosta nas margens da lesao
e, ao final, cobrindo grande parte da mesma, porém com poucas camadas de

células. Estes dados estdo vém ao encontro dos achados de MONTENEGRO;
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FRANCO (2003), que relatam o epitélio, em processos de reparo de lesdes,
crescendo das bordas para o centro e, ao se encontrarem apo6s fechar a lesao,
cessa de crescer.

A presenca de fibroblastos, fibrinas e fibrilas colagenas, em todos os dias do
experimento, mostrou-se variavel, ndo apresentando diferengas entre os grupos
tratados e grupo controle. A presenca de fibroblastos, em fases relativamente
precoces de uma ferida, indica o inicio da producgéo de fibras colagenas e prossegue
por varios dias, dependendo do processo reacional de cada animal testado. Os
colagenos fibrilares formam uma importante parte do tecido conjuntivo nos sitio de
reparo e sao importantes no desenvolvimento da resisténcia da cicatrizagcao de
feridas (COTRAN, 2000). Inicialmente, estas fibras s&do dispostas em varias
orientagdes, formando um arcabougo de padrao frouxo. Este padrao é gradualmente
substituido por um padréao denso, quando as fibras colagenas sdao compactadas em

feixes paralelos e bem orientados (MONTENEGRO; FRANCO, 2003).
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6 Conclusoes

1. As feridas dos camundongos tratadas com muco de caracodis alimentados
com ragao base e com ragao contendo Symphytum officinale (confrei), apresentaram
uma recuperagao da ferida tanto clinicamente (contragcdo das bordas da ferida e
edema) quanto histologicamente (tecido de granulagdo, infiltrado inflamatério,

edema, crosta) quando comparados ao grupo controle.

2. O muco de caracdis da espécie A. monochromatica monochromatica
alimentados com Symphytum officinale foi o que melhor auxiliou no processo de
reparo de feridas em camundongos da linhagem hairless, tanto clinicamente quanto

histologicamente.

3. A analise bioquimica evidenciou que o muco do caracol A. monochrmatica
monochromatica apresenta diferengas bastante significativas quando comparado ao
muco da espécie A. fulica, principalmente para lipidios, proteinas e acgucares

redutores.

4. Os resultados obtidos procuraram fornecer subsidios para a elaboragao de
farmacos cicatrizantes, oferecendo continuidade e abrindo novas perspectivas a esta
linha de pesquisa que vem sendo realizada pelo Heliciario Experimental da
Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, criando desta forma, novos nichos de
pesquisa, principalmente que visem obter produtos com finalidades farmacéuticas,

zooterapicas e cosméticas procedentes da helicicultura.
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5. Aliado a estes resultados, o conhecimento das caracteristicas bioquimicas
do muco também podera vir a fornecer o desenvolvimento de outros produtos
oriundos desta secrecdo, tendo por base que a cicatrizacdo de feridas é um
processo complexo e os insucessos relacionados ao tratamento continuam sendo
um problema clinico importante, principalmente para a Medicina Veterinaria de

pequenos e grandes animais.
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Anexos

Anexo 1: Composicao das racdes oferecidas aos caracois durante o experimento.

a) Racéao base

Ingrediente Porcentagem Quantidade para 10kg
Fuba de Milho 56% 5,6 Kg
Farelo de Soja 10% 1Kg
Farelo de Trigo 13% 1,3Kg
Suplemento Mineral 1% 0,1Kg
Calcio 20% 20Kg
b) Ragao base + Confrei
Ingrediente Porcentagem Quantidade para 10kg
Fuba de Milho 56% 5,6 Kg
Farelo de Soja 10% 1Kg
Farelo de Trigo 13% 1,3Kg
Farelo de Confrei 1% 0,1Kg
Calcio 20% 20Kg
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Anexo 2: Protocolo referente as alteragdes fenotipicas decorrente das respostas aos

diferentes tratamentos.

Dia de

tratamento

Variaveis

Edema

Crosta

Exudato

Coloragao

da ferida

Diametro

da lesao

Peso do

animal

Primeiro

Segundo

Terceiro

Quarto

Quinto

Sexto

Sétimo

0 = ausente; 1+ = minimo; 2++ = moderado; 3+++ = intenso.




Anexo 3: Protocolo referente as alteragdes histoldgicas decorrente das respostas

aos diferentes tratamentos.

Tratamento Variaveis
Crosta Epitélio Conjuntivo
¢ Tecido de Granulagado
¢ Infiltrado inflamatoério
¢ Fibroblastos
e Fibrinas
» Fibrilas colagenas
Controle

F

Fc

M

Mc

0 = ausente; 1+ = minimo; 2++ = moderado; 3+++ = moderado a intenso; 4++++ intenso.





