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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi encapsular a fucana (Sargassum cymosum), em
lipossomas e avaliar a atividade gastroprotetora, tanto na sua forma livre, como
encapsulada. Os lipossomas foram obtidos e caracterizados por testes fisico-quimicos
e de estabilidade. A atividade gastroprotetora in vivo foi realizada utilizando ratos
Wistar, pré-tratados durante 14 dias com a fucana livre (Fuc), nanoencapsulada (Lipo-
Fuc), e com os controles positivo (sem Ulcera) e negativo (com ulcera e sem
tratamento), por via oral. Apds jejum (48 horas), a Ulcera foi induzida com acido
acetilsalisilico (200 mg/Kg), o estbmago e o duodeno foram removidos para analises
histolégicas avaliando-se a area com muco, espessura do epitélio glandular e
vilosidades intestinais. Os resultados foram analisados pelos testes tStudent e
Kruskal-Wallis. Lipossomas contendo fucana foram obtidos apresentando tamanho
medio de particula de 125,9 + 1,2 nm, com indice de polidispersédo 0,39 + 0,02 e pH
6,89 * 0,05 e carga positiva, permanecendo estaveis por 30 dias. Em relagdo a area
de muco no estdbmago, os resultados mostraram que, no grupo pré-tratado com a Fuc,
0S animais permaneceram com média da area de muco semelhante ao grupo que nao
foi realizada indugdo da ulcera (7,5 + 4,5 pm® e 9 + 6,7 um?, respectivamente). Por
outro lado, a fucana encapsulada exibiu uma &rea (2,6 + 1,6 pm?) similar ao grupo com
tlcera ndo tratada (3,5 + pm?), sugerindo que o composto possivelmente ndo foi
liberado a partir das vesiculas no estbmago, ndo promovendo, portanto nenhuma
acao. No estudo dos danos epiteliais 0 grupo da Fuc apresentou valores superiores
aos demais grupos tratados revelando novamente sua agdo gastroprotetora. As
anélises no duodeno revelaram uma area média de 7,52 + 2,42 ym?® para um epitélio
normal (sem Ulcera), 6,00 + 3,17 pm? para o epitélio com Ulcera sem tratamento, 6,43
+ 1,82 um?e 6,62 + 1,31 pm? para epitélio com Ulcera apds tratamento com a fucana
livre e encapsulada, respectivamente. Neste local, pode ser observado valor maior
para tratamento com a Lipo-Fuc quando comparado ao obtido na Fuc, sugerindo que
houve liberagdo da fucana a partir dos lipossomas, ao contrario do encontrado no
estdbmago. Em relagdo a analise das vilosidades intestinais a fucana encapsulada
exerceu uma atividade citoprotetora com uma extensao média de 395,53 + 118,64 um,
inferior ao grupo com o composto livre, mas superior ao grupo referente ao controle
negativo, o qual apresentou uma area de 314,10 + 59,71 um. Os resultados revelaram
acao gastroprotetora da fucana (Sargassum cymosum), até entdo nunca estudada
fornecendo subsidios para novas pesquisas utilizando esta molécula.
PALAVRAS-CHAVE: Fucana, Sargassum cymosum, Biomoléculas, Nanotecnologia,
Lipossomas, Mucinas, Ulcera géstrica, Ulcera duodenal.
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ABSTRACT

The aim of this study was to encapsulate fucan (Sargassum cymosum) in
liposomes and to evaluate the gastroprotective activity, both in its free and
encapsulated form. Liposomes were obtained and characterized by physico-chemical
and stability. The gastroprotective activity in vivo was performed using Wistar rats
pretreated for 14 days with free fucan (Fuc), fucan-loaded liposomes (Lipo-Fuc), and
the positive controls (without ulcers) and negative (with ulcer and without treatment)
orally. After fasting (48 hours), the ulcer was induced with acetylsalicylic acid (200
mg/Kg), stomach and duodenum removed for histological analyzes evaluating the area
with mucus, thickness of the glandular epithelium and intestinal villi. The results were
analyzed by Student's t-test and Kruskal-Wallis. . Fucan-loaded liposomes were
obtained presenting average particle size of 125.9 + 1.2 nm with a polydispersity index
of 0.39 = 0.02, pH 6.89 + 0.05 and positive charge, remained stable for 30 days.
Regarding the area of mucus in the stomach, the results showed that in the group
pretreated with Fuc, the animals remained with an average area of mucus similar to the
group that there wasn't an induction of ulcer (7.5 + 4.5 um® and 9 + 6.7 pym?,
respectively). On the other hand, fucan-loaded liposomes exhibited area (2.6 £ 1.6
um?) similar to untreated ulcer group (3.5 *+ um?), possibly suggesting that the
compound was not released from the vesicle in the stomach, not promoting action. In
the study of epithelial damage, the group treated with Fuc showed higher values when
compared to the other groups treated, revealing again its gastroprotective action. The
analyzes in the duodenum revealed an average area of 7.52 + 2.42 ym? for normal
epithelium (without ulcers), 6.00 + 3.17 um? for the epithelium with ulcer but without
treatment, 6.43 + 1.82 ym? and 6.62 + 1.31 ym? for epithelium with ulcer after treatment
with free fucan and encapsulated, respectively. Here, it could be observed higher value
for the group treated with Lipo-Fuc in comparison to that obtained with Fuc, suggesting
that fucan was probably released from liposomes, unlike that found in the stomach.
Regarding the analysis of the intestinal villi fucan encapsulated exerted a
cytoprotective activity with an average of 395.53 + 118.64 uym below the group of free
molecule, but higher than for the negative control group, which showed an area of
314.10 = 59.71 pm. These results reveal the gastroprotective action of fucan
(Sargassum cymosum), hitherto unstudied, and its activity in encapsulated form.

KEYWORDS: Fucoidan, Sargassum cymosum, Biomolecules, Nanotechnology,
Liposomes, mucins, gastric ulcer, duodenal ulcer.



CAPITULO 1

1.1 Introducao

Quando mecanismos de defesa da mucosa gastrica (secrecao de muco, de
bicarbonato e a producdo de prostaglandinas) sdo vencidos pelos seus agentes
agressores, como o acido cloridrico (HCI), uso de antiinflamatérios, infecgdo pela
bactéria Helicobacter Pylori, estresse, alcool, fumo, dentre outros, ocorrera a erosao
de uma area circunscrita da mucosa, que pode estender-se profundamente atingindo
as camadas musculares ou, através do musculo até o peritdnio, configurando-se uma
Ulcera (KUTTY et al, 2005; COLA, 2006).

A Ulcera gastrica acomete milhares de pessoas distribuidas pelo mundo,
ocorrendo com frequéncia maxima naquelas com faixa etaria entre 40 e 60 anos,
apesar de atualmente ser também observada em criangas e, até mesmo em lactentes
(BRUNNER, 2005). Manifesta-se inicialmente através de ndauseas, vomitos,
desconforto epigastrico, azia e dor, podendo ocorrer inclusive hemorragia. As
caracteristicas clinico-epidemiolégicas da doenga conferem um problema de saude
publica tornando necessarios estudos que busquem alternativas para o tratamento ou
prevengao destas lesdes (KUTTY et al, 2005).

Atualmente, hd um grande interesse no estudo de compostos bioativos que
estimulem aceleracdo no reparo das Ulceras, diminuindo o tempo de tratamento e
consequentemente, promovendo uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes.
Os polissacarideos sulfatados vem sendo considerados uma promissora alternativa
neste reparo tecidual (COSTA, 2010). Dentre os polissacarideos, a Fucana é a mais
amplamente estudada de todos os polissacarideos sulfatados de origem ndo mamifera
(PEREIRA et al., 2002). Esta biomolécula se destaca por apresentar diversas
atividades bioldgicas incluindo atividade anticoagulante (USHAKOVA et al, 2009),
antitumoral (ELLOUALI et al, 1994), antiinflamatéria e antioxidante (CUMASHI et al,
2007), gastroprotetora (LI et al, 2008) entre outras.

Em estudo realizado sobre a atividade antitlcera da fucana extraida da Fucus
vesiculosus foi observado um efeito gastroprotetor, por promover epitelizacao,
organizagao celular, tendéncia de regeneragdo da mucosa e redug¢do do tamanho da
Ulcera aguda (CHOI et al, 2010). Essa atividade citoprotetora poderia ser
potencializada com a utilizagdo de sistemas de liberagdo controlada, a exemplo dos



lipossomas, que sdo vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas as quais se organizam espontaneamente em meio aquoso. Essas vesiculas
sdo consideradas excelentes nanocarreadores devido a sua flexibilidade estrutural
relacionada ao tamanho, composi¢do e fluidez da bicamada lipidica, como na sua
capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas. Além disso, sdo
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos (TORCHILIN, 2005).

Neste contexto, ressalta-se a riqueza deste estudo, uma vez que propde o
estudo da utilizacdo de produtos naturais e a nanotecnologia para o desenvolvimento
de novos sistemas com potencial utilizacao no tratamento da ulcera.

Assim, o presente estudo teve como propésito experimental o desenvolvimento
de formulagbes lipossomais contendo fucana, extraida da espécie Sargassum
cymosum, e avaliagdo da atividade gastroprotetora na sua forma livre e encapsulada
em lipossomas. Ressaltamos que nao hé relatos na literatura utilizando esta fucana na

sua forma livre para a finalidade em questéo, e nem na sua forma encapsulada.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar a propriedade gastroprotetora da fucana (Sargassum cymosum) livre e

nanoencapsulada em lipossomas.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver lipossomas contendo fucana;

e Caracterizar as formulacdes obtidas;

e Realizar pré-tratamento dos animais (ratos Wistar) com a fucana livre e
nanoencapsulada;

e Induzir Ulcera aguda em ratos Wistar utilizando acido acetilsalicilico;

e Investigar a agao antitlcera in vivo da fucana livre e nanoencapsulada em
lipossomas;

e Auvaliar histologicamente as Ulceras gastroduodenais induzidas;



1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 FISIOLOGIA GASTRICA

O estdmago é constituido por varias camadas de musculo liso e divide-se em
trés porgdes: fundo, corpo e antro pilérico, ambos delimitados por dois esfincteres: na
parte superior ou proximal do estébmago, pelo esfincter esofagiano inferior, e na sua
parte inferior ou distal, pelo esfincter pilérico ou piloro (Figura 1.1). E a maior dilatagéo
do trato digestivo com capacidade de armazenar de 1,5 a 2,5 litros, variando de forma
em cada individuo. Dependendo da sua posicdo e quantidade de alimento, esta em
contato com a parede abdominal anterior, face visceral do lobo esquerdo do figado e
diafragma, e a sua parede anterior, completamente coberta pelo peritbnio. Sendo sua
principal fungcdo a digestdo enzimatica de proteinas (HAMILTON, 1991; KUTCHAL,
1996).
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Figura 1.1 — Divisdo anatémica do estdmago (RIOS ,2009).

A mucosa gastrica pode ser dividida em trés regides glandulares. A porgao
glandular cardiaca que contém células glandulares secretoras de muco e esta
localizada abaixo do esfincter esofagiano inferior, a porgdo glandular oxintica que
corresponde as células parietais secretoras de acido cloridrico, abrangendo cerca de
80% do estébmago (fundo e corpo), células principais (produtoras de pepsinogénio),
células produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafinas
(ECL) que liberam histamina. Por fim, a por¢ao glandular pilérica que abrange 20% da
area total do estdmago (antro), apresenta os mesmos tipos celulares que as glandulas



oxinticas, excetuando as células parietais (Figura 1.2) (COSTA, 1994; JAIN et al,
2006).
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Figura 1.2 — Elementos estruturais da mucosa gastrica, representando o tipo celular e
a substancia produzida. Fonte: www.medicinageriatrica.com.br

No estdmago ha um equilibrio entre os agentes agressores (HCL, pepsina, sais
biliares, infecgdo por microorganismos) e agentes gastro-protetores como a camada
de muco-bicarbonato que confere protegao fisica e quimica, a microcirculagao (fluxo
sanguineo), a presenca de compostos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH) e glutationa
constituem fatores importantes de protegao epitelial (OLINDA, 2008).

Os fatores que controlam a secregao acida, a digestao e a produgao de fatores
citoprotetores, sdo de grande complexidade, com participagdo do sistema nevoso
central (SNC), plexo mioentérico, sistema nervoso autbnomo, horménios,
neurotransmissores e autacéides. A inervacao intrinseca do estdmago é constituida
pelo plexo mioentérico que inerva as camadas musculares e regula a fungdo motora, e
o0 plexo submucoso que inerva a submucosa e regula a secrecao e absorcao
gastrointestinal. Neurénios recebem aferéncia do SNC através das fibras do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico (inervacdo extrinseca) e de outros neurbnios
entéricos (neurdnios sensoriais e interneurdnios) (COSTA, 1994 ;FOURMY, 2006).

As fibras pés-ganglionares inervam diretamente os vasos sanguineos e a
musculatura lisa, estimulam a contracdo da muscular da mucosa e de alguns
esfincteres, e inibem a motilidade e a atividade secretora do trato gastrointestinal,
ambas fungdes da inervagao simpatica. Ja o sistema parassimpatico atua nos ganglios
do plexo mioentérico, estimulando a atividade motora e secretora (PLEURA, 2008).



1.3.1.1MECANISMOS PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

A camada de muco é uma das principais barreiras que isolam as células do
limen e a superficie de células apicais, onde ocorrem as variagdes de pH, conteudo
osmotico e caldrico da refeicdo. O epitélio gastrico é recoberto por esse muco que é
aderente, continuo, gelatinoso e viscoelastico. Um gradiente de pH é formado e
permanece diferente entre as células apicais e as do lumen gastrico, assim a difusao
de moléculas do lumen para o tecido passa a ser restrita ou limitada, o que confere
protecdo (GAUTIER,2004).

O muco secretado pelas células é formado por compostos glicoprotéicos,
principalmente representados pelas mucinas. As moléculas de mucinas possuem alto
peso molecular, com estrutura de esqueleto da proteina altamente polimérica, ligada a
numerosas cadeias laterais de oligossacaridos higroscopicos e hidrofilicos que
contribuem para a formacdo de estrutura semelhante a gel, apresentam em sua
composicao 20 % de proteinas e 80 (oitenta) % de carboidratos. Apds a sua liberagao
para a superficie epitelial, as mucinas se hidratam formando uma cobertura gelatinosa
que adere ao epitélio protegendo-o contra a abrasdo mecanica e invasao bacteriana
(GOLD et al, 1981; GAUTIER et al, 2004).

Quanto a fracao glicidica de sua molécula, as mucinas podem ser divididas em
dois grandes grupos, representadas pelas mucinas neutras, ricas em glicogénio, e
mucinas acidas, ricas em acido sialico ou radicais sulfatados. Apesar das diferencas
quimicas em seus constituintes glicidicos, os dois tipos de mucinas, aparentemente,
possuem as mesmas fungdes bioldgicas (FILIPE, 1979).

As mucinas acidas possuem na sua fragdo glicidica grande quantidade de
acido sialico (mais que 10 mol/%). A porgéo glicidica é composta principalmente por
glucosamina, galactosamina e frutose. Dividem-se em dois subgrupos representados
pelas sulfomucinas e sialomucinas segundo a predominancia de radicais sulfatados ou
de acido sidlico, respectivamente, na sua porcao glicidica. Quando se analisa a fracao
protéica das mucinas acidas, a prolina, treonina e glicina sdo os aminoacidos mais
presentes (GOLD et al, 1981).

A estimulagao da secrec¢ao acida aumenta a habilidade da mucosa gastrica em
resistir a lesdes. As células parietais quando liberam o ion H*, transportam o ion
bicarbonato pela membrana basolateral através da troca de CI/HCO®, que resulta
maior disponibilidade de bicarbonato. Uma molécula de dioxido de carbono (CO,) é
convertida em HCO®, para cada ion H* secretado pelas células parietais, o que
constitui a conhecida maré alcalina, ap6s a secregao do &cido géastrico, protegendo



assim a mucosa gastrica, outros estudos, in vivo e in vitro, reforgam o efeito protetor
da maré alcalina (Figura 1.3) (SCHUBERT, 2008).

A composicao quimica e a disposi¢cdao anatémica das células epiteliais gastricas
conferem protecao intrinseca a mucosa, a sua composicao e estrutura histolégica e
anatdémica, preservam as células existentes e repdem o tecido lesionado. As juncdes
intercelulares fechadas e outras barreiras controlam a passagem de agentes lesivos
do lumen para a mucosa, espacos intersticiais e submucosos. Os agentes que
conseguem atravessar essas barreiras, ainda serdo restritos a membrana celular, que
€ composta de elevadas concentracdes de fosfolipidios que conferem o carater de
hidrofobicidade da mucosa gastrica, a qual restringe a difusédo de particulas como os
ions H* (SCHUBERT, 2008).

A migracao e divisdo celular promovem reparo ao tecido lesionado, essas
células do colo glandular entram em divisao e migram para a superficie do epitélio,
diferenciando-se em células superficiais. O fator de crescimento epidermal (EGF)
estimula a proliferagdo e migragdo celular, modula o fluxo sanguineo, e inibe a
secregcdo de &cidos e pepsina, contribuindo para a cicatrizagdo de Ulceras
(SCHUBERT, 2008).
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Figura 1.3 — Mucosa gastrica e mecanismos de defesa (RIOS, 2009).



Alguns aspectos bioquimicos sao relevantes na citoprote¢cao gastrica, como o
sistema antioxidante, o 6xido nitrico (NO) e as prostraglandinas (PGs). O estdmago
normal produz a maior parte de PGs na isoforma COX-1 (constitutiva), enquanto a
COX-2 (induzida) atua como fator importante no reparo de Ulceras, através de
mecanismos indiretos como aumento de producdo de muco e bicarbonato, inibicdo da
motilidade gastrica e secrecdo acida, manutencdo do fluxo sanguineo, inibicdo de
apoptose, inibicdo da ativacao de mastécitos e diminuicdo da aderéncia leucocitaria no
endotélio vascular (WALLACE, 2001).

Quando um agente irritante invade o espaco subendotelial, neurbnios
sensoriais aferentes sdo capazes de desencadear uma resposta, que gera um
aumento no fluxo sanguineo da mucosa que permite o tamponamento do acido ou
outro agente irritante e uma rapida remogao de substancias téxicas, com isso ha uma
limitagcdo na sua penetracdo para camadas mais profundas. Além desse aspecto
promove a chegada de uma quantidade ideal de oxigénio, nutrientes e bicarbonato
(WALLACE, 2001).

O sistema imunolégico da mucosa inclui a participagdo das células como
mastocitos e macréfagos, que mobilizam o sistema imunoloégico celular
desencadeando uma resposta local quando ocorre uma agressao, se todos os
mecanismos superficiais de defesa da mucosa falham e uma lesao é instalada, inicia-
se uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada pela migracao de neutréfilos para a
lesdo, numa tentativa de reduzir a entrada de microorganismos na circulacao sistémica
e facilitagao do reparo tecidual (WALLACE, 2001).

A modulagao farmacolégica do esvaziamento gastrico, da motilidade duodenal,
e da mistura acido-base representam mecanismos de defesa, por impedirem a
compressao de pequenos vasos, 0 que poderia favorecer a lesdo endotelial,
desenvolvimento de congestéo e estase, como etanol (SCHUBERT, 2008).

A mucosa nao é impenetravel a diversas substancias ingeridas ou produzidas.
Deste modo, a formagdo de Ulceras e a ocorréncia de injurias sdo inevitaveis
(BERSTAD, 1993). A Ulcera gastrica € uma lesdo da mucosa estomacal que afeta um
numero significativo de pessoas no mundo, sendo considerada ha bastante tempo
uma das importantes causas de morbidade e mortalidade (DONATINI, et al., 2011). A
Ulcera desenvolve-se quando ha um desequilibrio entre os agentes proterores e
agressores da superficie luminal das células epiteliais do estbmago. Entre os agentes
agressores se incluem a hipersecregao gastrica, pepsinas, infec¢ao pelo Helicobacter
pylori, uso de antinflamatérios ou aspirina, fatores genéticos, isquemia, hipoxia, uso de
alcool e tabagismo. Entre os agentes defensores, pode-se destacar a producao de



muco e secregao de bicarbonato, produgéo de prostaglandinas, fatores de crescimento
e fluxo sanguineo local (AWAAD, 2012).

O mecanismo etiolégico dessas lesdes envolve processos isquémicos, com
liberacdo de radicais livres, e aparecimento de um infiltrado inflamat6ério com
predominancia de neutréfilos, fazendo com que a mucosa gastrica desenvolva
caracteristicas histopatologicas e alteragdes ultraestruturais e funcionais que resultam
em lesbes. Agressoes teciduais agudas estdo associadas a ruptura da membrana e
injuria e esfoliagdo da supérficie do endotélio. Quando alcangam camadas profundas
da mucosa podem atingir o endotélio vascular, o que diminui o fluxo sanguineo, reduz
assim o aporte de oxigénio e nutrientes, resultando no aparecimento da leséo
(CARVALHO et al, 2011; DIAS, 2009; SILVA, 2005).

Inicialmente os sintomas podem ser inexistentes. No entanto, com o
agravamento da les&o inicial, o paciente comec¢a a apresentar como principal queixa a
dor, presente em 80 (oitenta) % dos pacientes e a dispepsia, que € um conjunto de
sintomas gastricos que podem incluir nauseas, desconforto epigastrico, mal estar e a
sensagdo de plenitude ou empachamento. Em casos mais graves o paciente pode
apresentar hemorragia digestiva, emagrecimento, abdome agudo por perfuragéo,
vémitos, entre outros (KUTTY et al, 2005; WANG, 2012).

Para confirmagao diagnéstica, além do exame fisico é necessario a realizagao
de uma esofagoduodenoscopia com bidpsia, pois a mesma permite identificar a leséo,
determinar a sua anatomia e acompanhar a evolucao apés o tratamento, com
confirmagdo anatomopatolégica devido o diagnéstico diferencial com o cancer de
estbmago. A terapéutica mais comumente utilizada para o tratamento da Ulcera
estomacal relaciona-se a utilizacdo de uma mistura de antibiéticos, inibidores da
bomba de prétons e sais de bismuto, antagonistas do receptor 2 da histamina e
andlogos da prostaglandina E , acompanhados da redugdo do estresse e repouso,
cessagao do tabagismo, modificagdo da dieta e acompanhamento médico sistematico
(KUTTY et al, 2005; SMELTZER, 2005).

Devido a magnitude do problema causado pelas Ulceras géastricas que afetam
direta e negativamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos, os estudos que
buscam a incorporacdo de novos mecanismos que visa uma prevengao e/ou
tratamento, se tornaram de grande interesse. Com isso, 0 estudo de compostos
bioativos que apresentam uma propriedade antitlcera e gastroprotetora se tornou uma
alternativa em potencial para a diminuicdo da incidéncia de lesGes e acelera¢do no
reparo tecidual, diminuindo o tempo de tratamento e consequentemente promovendo
uma melhoria na qualidade de vida. A fucana, um polissacarideo sulfatado, extraido de

algas marrons e invertebrados marinhos, com varias propriedades de interesse na



10

biotecnologia de produtos naturais, como antillcera, antitumoral, anticoagulante,
fibrinolitica, cicatrizante, entre varias outras atividades bioldgicas, pode ser alternativa
para o tratamento anti-tlcera. (WIJESEKARA, 2011; CHOI et al, 2010).

1.3.2 FUCANA

Mais de 70 % (setenta) da superficie do mundo esta coberta por oceanos, € a
grande diversidade de organismos marinhos oferece uma rica fonte de produtos
naturais. O Ambiente marinho contém uma fonte de compostos funcionais, como
polissacarideos, sais minerais, vitaminas essenciais, anti-oxidantes, enzimas e
péptidos bioativos (KIM, 2010).

As pesquisas com produtos naturais marinhos no Brasil se iniciaram na década
de 60 no Centro de Pesquisas de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). No entanto, ainda sdo escassas as
informacgdes, documentadas em artigos cientificos, sobre as substancias isoladas e a
atividade biolégica de produtos naturais de organismos marinhos coletados ao longo
dos 7500 km de litoral brasileiro (SOARES et al, 2006).

Entre os organismos marinhos, as algas constituem um diversificado grupo de
seres autotréficos que podem ser encontrados em ambientes aquaticos e terrestres
umidos que possuem diferengas estruturais e formam varios compostos bioativos,
apresentando diversas atividades biolégicas. Uma caracteristica interessante em
particular € a sua riqueza em polissacarideos sulfatados (PSs), e devido a essa
propriedade, tem atraido um interesse especial para a sua aplicacdo na industria
alimenticia, cosmética, farmacéutica e aplicagdes na microbiologia e biotecnologia
(REN, 1997).

A quantidade de PSs encontrada nas algas marinhas, pode ser diferente de
acordo com as trés principais divisbes das algas: Chlorophyceae (algas verdes),
Rhodophyceae (algas vermelhas) e Phaeophyceae (algas castanhas) (Figura 1.4). As
algas séo encontradas em abundancia no litoral brasileiro, especialmente no litoral
nordestino e dentre os principais PSs encontrados, podemos destacar a fucana que
esta presente nas algas marrons, familia Phaeophyceae. No entanto, ndo sdo as
Unicas fontes. Os equinodermos (Pepino e ourico do mar) também apresentam em sua
constituicao a fucana (COSTA, 2010).

Nas algas, a fucana esta localizada na matriz mucilagenosa e devido ao seu
carater altamente higroscopico, acredita-se que protejam a alga da desidratagéo
quando essa é submetida a longos periodos de exposicao ao sol durante as marés
baixas. A natureza mucilagenosa destes compostos, também parece contribuir para
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tornar a alga flexivel o bastante para crescer em ambiente liquido e rigida o suficiente
para permanecer estendida, e assim melhor captar a luz e os nutrientes existentes
(LIMA, 2009).

Figura 1.4 — Algas marinhas. a) Phaeophyceae (algas castanhas); b) Rhodophyceae
(algas vermelhas); c) Chlorophyceae (algas verdes). Criado por Melo, A.O.(2013).

A Fucana pode ser encontrada na forma de homopolimeros (homofucanas)
constituida essencialmente por unidades de a-L-fucose e grupos sulfato (Figuras 1.5),
e de heteropolimeros (heterofucanas), que além destes constituintes, podem
apresentar diferentes proporcdes de unidades de D-galactose, D-manose, D-xilose, L-
ramnose, e/ou acido D-glucurdnico, além de grupos acetil (Figura 1.6) (LI et al, 2008;
VIDAL et al, 2010).

Os Equinodermos sao conhecidos por produzirem homofucanas sulfatadas
com cadeias lineares e regulares padrdes de sulfatacdo (MULLOY et al, 2000). Ja as
algas castanhas (Phaeophyceae) produzem, em sua grande maioria, fucanas
ramificadas que sao usualmente heterogéneas em sua composigcdo monossacaridica e

com um padrao de sulfatagao irregular (BILAN et al, 2004).
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Figura 1.5 — Estrutura quimica da Fucana (KIM, 2010).

Em relacdo a sua estrutura quimica, sdo classificadas como complexas,

estando relacionadas as diversas possibilidades de ligacao entre os diferentes
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Figura 1.6 — Formas de homopolimeros (homofucanas) e heteropolimeros
(Heterofucanas) (Adapatado de Hidari, 2008).

monossacarideos e a distribuicdo dos grupos sulfato, fazendo com que cada uma
apresente uma conformagdo estrutural Unica, conferindo, portanto, atividades
biol6gicas distintas ou mais potentes. Tais diferencas estruturais podem variar de
espécie para espécie, e as vezes, na mesma espécie (ALVES, 2000; HAROUN-
BOUHEDJA et al., 2000).

Varias atividades referentes a fucana foram descritas por diversos autores, tais
como atividade angiogénica (SOEDA, et al. 2000; MATSUBARA, et al, 2005),
anticoagulante (NISHINO, et al., 19912; ALBUQUERQUE, et al., 2004; SILVA, et al.,
2005), antioxidante (RUPEREZ et al., 2002), antiadesiva (HAROUN-BOUHEDJA et al.,
2000; ROCHA, et al.,2001), antitrombética (MAURAY, et al.,1998; ROCHA, et al.,
2005b; BARROSO, et al.,2008;), fibrinolitica ( NISHINO, et al., 2000), e a atividade
antidlcera (CHOI, 2010).

A atividade gastroprotetora da fucana, extraida da Fucus vesiculosus, foi
observada em estudo com inducdo de Ulceras gastricas por aspirina. A protegao foi
evidenciada pela redugdo no numero de lesbes, pequena dilatagdo de células
gastricas, pequena perda da arquitetura da mucosa e tendéncia a esfoliagao epitelial
reduzida, quando comparados ao grupo com Ulceras sem pré-tratamento com a
biomolécula, revelando protecao significativa no grupo tratado, por proporcionar uma
maior organizacdo glandular e tendéncia de regeneracao da mucosa (CHOI et al,
2010).

Afim de potencializar o efeito gastroprotetor e anti-ulcera da fucana, bem como
de outras moléculas bioativas, a nanotecnologia através dos sistemas de liberacao
controlada de farmacos, pode ser adotada com o objetivo de maximizar a eficacia
farmacologica das biomoléculas encapsuladas, e minimizar os possiveis efeitos

indesejaveis.
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1.3.3 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

A nanotecnologia, tecnologia em que a matéria € manipulada a escala atdmica
e molecular, abrange atualmente diversas areas incluindo a area da saude, recebendo
destaque como um importante campo de pesquisa com grande potencial de aplicacdo
no diagnéstico e terapia de diversas patologias (MORALES, 2007).

Durante muito tempo a utilizacao de varios compostos terapéuticos era limitada
devido a retengéo ou degradacdo do agente terapéutico, pela sua baixa solubilidade
em agua e pelos seus efeitos colaterais. Tais limitagbes motivaram varios grupos de
pesquisa no desenvolvimento de sistemas capazes de transportar um composto
terapéutico proporcionando uma liberagdo controlada do farmaco encapsulado com
consequente melhoria na eficicia terapéutica e minimizagédo dos efeitos toxicos
(MORALES, 2007; BATISTA, 2007).

O objetivo primordial dos sistemas de liberagdo controlada € manter a
concentracdo plasmatica do farmaco entre os dois niveis criticos (toxico e
subterapéutico), por um tempo prolongado utilizando-se uma dosagem unica (Figura
1.7), buscam aumentar o potencial terapéutico de um composto, permanecendo com
uma concentracdo plasmatica constante e efetiva em funcdo do tempo (MORALES,
2007).

nivel toxico
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o \/ 2 d[}se \ B Sistema convencional

nivel sub-terapéutico
Tempo

Concentragdo do farmaco

® Sistema de liberagio controlada

Figura 1.7 — Farmacocinética comparativa de formas farmacéuticas convencionais e
de liberacao controlada (LIRA, 2007).

Os sistemas de liberacao nanoestruturados podem proporcionar maior eficacia
terapéutica dos farmacos encapsulados, com sua liberacao progressiva e controlada,
a partir da degradacdo de seus constituintes, e maior tempo de permanéncia na
circulagdo sanguinea evitando doses téxicas e subterapéuticas. A figura 1.8 descreve
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varios nanosistemas que sdo desenvolvidos atualmente. Neste material detalharemos

os lipossomas, uma vez que foram escolhidos para realizacao do trabalho.
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Sistemas reservatérios constituidos por

uma fina parede polimérica que envolve
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onde o farmaco se encontra disperso ou
adsorvido.

Sistemas matriciais ou monoliticos, nos
quais o firmaco esti fisicamente e
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polimero.

Sdo complexos poliméricos compostos por
uma série de ramos bem definidos em
torno de um niicleo com tamanho (1 a 10
nm). O firmaco pode ser encapsulado no
interior do dendrimero ou ser associado na
estrutura do dendrimeros a partir de uma
ligaciio covalente ou interagio fisica .

Sio formadas por moléculas anfifilicas que
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hidrofilica e o nicleo ¢ hidrofébico. £
usada para solubilizacio de firmacos
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Particulas submicronicas baseadas em
monocamadas lipidicas sélidas a
temperatura ambiente ou corpérea.
Encapsula-se farmacos hidrofébicos.

Sdo “laminas” de atomos de carbono
dispostas na forma de tubos.

Sao vesiculas lipidicas cuja parede é
formada por uma ou varias bicamadas
fosfolipidicas contendo um espago aquoso
interno. Pode-se encapsular firmacos
hidrofilicos e lipofilicos.
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Figura 1.8 — Sistemas de Liberacao controlada (LAPENDA et al.,2010).

1.3.3.1 LIPOSSOMAS
No inicio do século XX, Paul Ehrlich propds o que ficou conhecido por “Bala

Magica de Ehrlich”. Nesse modelo, o farmaco seria ligado ao transportador e
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idealmente exibiria sua atividade farmacoldgica apenas no tecido-alvo. O primeiro
avango nessa drea deu-se em 1965 com o trabalho de Alec Bangham e
colaboradores, os quais desenvolveram um sistema de difusdo de ions através de
membranas lipidicas artificiais, embora sem qualquer ligacdo imediata aos estudos de
sistemas transportadores de farmacos. Nesse trabalho foi desenvolvido e
caracterizado um sistema de vesiculas fosfolipidicas e, trés anos mais tarde, seria
dado o nome de lipossomas (SANTOS, 2002; MACHADO, 2007; BATISTA et al,
2007).

Lipossomas sé@o vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas que se organizam espontaneamente em meio aquoso (BRANDL;
GREGORIADIS, 1994). Tais particulas sao consideradas excelente forma de sistema
de liberagao controlada de farmacos e substancias biologicamente ativas devido a sua
flexibilidade estrutural relacionada ao tamanho, composicao e fluidez da bicamada
lipidica e na sua capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas.
Além disso, os lipossomas sao biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos,
caracteristicas bastante atrativas para o desenvolvimento de sistemas terapéuticos
(BAEUMNER, 2006).

Os lipossomas, na maioria das vezes, sdo obtidos a partir fosfolipidios. De uma
forma mais geral, podem ser obtidos a partir de qualquer substancia anfifilica
formadora de fase lamelar. Sdo sistemas versateis, que podem ser modificados
quanto ao tamanho, lamelaridade, superficie, composi¢do lipidica, volume e
composicao do meio aquoso interno, conforme as necessidades farmacoldgicas
(SANTOS, 2002; MACHADO, 2007). O colesterol também é um componente lipidico
que faz parte da maioria das formulagdes lipossomais. Atua melhorando a fluidez da
bicamada lipidica, aumentando rigidez das membranas no estado “cristal-liquido” e
reduzindo a rigidez e os defeitos estruturais das membranas no estado “gel” (KIM,
2006). A carga das vesiculas lipossomais é uma caracteristica importante uma vez
que podem modular o destino dos lipossomas no organismo, além de impedir a
agregacao das vesiculas lipidicas por repulsdo eletrostatica. A estearilamina € um
exemplo de lipidio que apresenta uma carga positiva, e a fosfatidilserina e
fosfatidilglicerol, uma carga negativa (BANERJEE, 2001; FREZARD et al, 2005) .

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho, numero de
lamelas, e constituicao lipidica (0 que também condiciona a sua carga). O tamanho
das vesiculas lipidicas varia dependendo do modo de preparagdo. Podem ser
classificados como vesiculas multilamelares grandes (MLV — Multillamelar Large
Vesicles) que sao lipossomas de tamanho em escala micrométrica que possuem

varios compartimentos aquosos e lipofilicos intercalados; vesiculas unilamelares
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grandes (LUV — Large Unillamelar Vesicles), lipossomas que apresentam um Unico
compartimento interno aquoso e um lipofilico (bicamada lipidica); e os lipossomas em
escala nanométrica que também possuem apenas um compartimento interno aquoso
e um lipofilico (bicamada lipidica), que séo classificados como vesiculas unilamelares
pequenas (SUV — Small Unilamellar Vesicles) (Figura 1.9) (MACHADO et al, 2007;

SANTOS et al, 2002).
MLV

LUV SuV

Figura 1.9 - Classificagdo dos lipossomas quanto ao tamanho e ao numero de lamelas
(LASIC, 1998).

Quanto a composicao quimica os lipossomas sao classificados em: lipossomas
convencionais que sdo compostos basicamente de fosfolipideos, colesterol e/ou um
lipidio com carga (positiva ou negativa); lipossomas de longa circulagcao ou furtivos,
gue sao obtidos pelo revestimento da superficie da bicamada lipidica com polimeros
hidrofilicos sintéticos inertes e biocompativeis, especificamente os polietilenoglicéis,
componentes hidrofilicos naturais, como o0 monossialogangliosideo MG1 e
fosfatidilinositol, (TORCHILIN, 2005; IMMORDINO et al, 2006); Além desses, ha os
lipossomas direcionados ou sitio-especificos caracterizam-se por apresentar em sua
superficie moléculas como anticorpos, proteinas, carboidratos e peptideos, sem o
comprometimento da membrana lipidica e alteragao na fungéo do ligante. Lipossomas
polimérficos sao aqueles que se tornam reativos devido a mudanga na sua estrutura
desencadeada por uma alteragdo de pH, temperatura ou carga eletrostatica, dentre
esses podemos citar os lipossomas catibnicos que apresentam carga positiva na
superficie e tém sido utilizados para terapia génica, liberando acidos nucléicos dentro
das células (TORCHILIN, 2005).
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Figura 1.10 - Classificagdo dos lipossomas quanto a constituicdo. Lipossomas
convencionais, Lipossomas sitio-especificos, Lipossomas furtivos, Lipossomas
polimérficos (catidénico) (modificado de TORCHILIN, 2005).

O método mais utilizado para a obtencdo de formulagbes lipossomais € a
hidratagéo do filme lipidico, onde os lipidios e o farmaco lipofilico sdo dissolvidos em
solvente orgéanico, seguido da evaporagcdo do solvente e formagéao do filme lipidico.
Posteriormente é realizada a hidratacdo do filme com agua ou solugdo tampéo, sob
agitacao, sendo formados os lipossomas multilamelares (GLAVAS-DODOV et al,
2005; CHRISTENSEN et al, 2007). Para a obtencdo dos lipossomas SUV as
preparagdes de MLV, sdo submetidas a agdo do ultra-som, com a ajuda de um banho
ou de uma sonda. Este é um método rapido e resulta em lipossomas com tamanho
homogéneo (VEMUR, 1995; ANDRADE et al, 2004; HATZI et al, 2007).

Para o estudo da caracterizagdo dos lipossomas sdo avaliados parametros
fisico-quimicos como o didmetro médio das particulas, o indice de polidispersao, a
carga da superficie, o potencial zeta e o pH das formulagées. Ademais a eficiéncia de
encapsulagao, estudos de estabilidade e analise dos aspectos macroscopicos sao
avaliados (SANTOS-MAGALHAES et al, 2000; ANDRADE et al, 2004). Através da
microscopia oOptica e eletrénica a morfologia dos lipossomas pode ser determinada
(ANDRADE et al, 2004; MORAIS et al, 2008).

Os estudos sobre a utilizagdo de lipossomas por via oral se iniciaram apds a
hipétese de que poderiam vencer as barreiras de defesas do trato gastrointestinal, ou
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aumentar a absorgao de compostos fracamente absorvidos. (BANGHAM et al, 1965).
Alguns relatos descrevem que a encapsulacdo de farmacos oferecem uma protegcao
contra o ambiente gastrointestinal e facilitam o transporte de compostos (AGATA, et al,
1984; GREGORIADIS, 1976). No entanto, pesquisas in vitro sobre o transporte de
células de difusdo sugeriram que o aprisionamento lipossomal nado facilitava o
transporte de farmacos nao absorviveis pelo TGl e impediam o transporte de
compostos absorviveis (CHIANG et al, 2007).

O revestimento de lipossomas com polimeros como o polietilenoglicol e
quitosana, usando fosfolipidios saturados ou a reticulacdo da membrana lipossomal,
bem como, lipossomas contendo sais biliares, sdo algumas abordagens que tem sido
empregada para aumentar a integridade de lipossomas em ambientes hostis, como o
do trato gastrointestinal e se mostraram promissores para 0 uUso em vacinas por via
oral (CONACHE et al, 2001). No entanto, os mecanismos de sua liberacao e absorcao
ainda nao foram elucidados devido, dentre varios fatores, a complexidade da fisiologia
gastrointestinal.

Contudo, se torna necessaria a realizacdo de estudos que contemplem a
utilizacao de farmacos encapsulados por via oral, 0 que pode contribuir para um maior
esclarecimento e elucidacdo de mecanismos que potencializem a agao do farmaco, ou
que resistam ao ambiente do trato gastrointestinal. Nesse estudo, foi utilizado
lipossomas convencionais contendo fucana para potencializar sua agao citoproterora

local no estbmago e duodeno.
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2.1 Resumo

Neste estudo foi avaliada a acdo gastroprotetora da fucana, um polissacarideo
sulfatado extraido da alga Sargassum cymosum, na sua forma livre e
nanoencapsulada em lipossomas. Os lipossomas apresentaram um tamanho de
particula de 125,9 + 1,2 nm, com indice de polidisperséo 0,39 = 0,02 e pH 6,89 = 0,05
e carga positiva, permanecendo estaveis por 30 dias. O estudo in vivo foi realizado em
ratos Wistar através da inducdo de ulcera com acido acetilsalisilico (200 mg/Kg). O
estdbmago e o duodeno foram retirados para andlises histolégicas, avaliando-se a area
com muco, espessura do epitélio glandular e vilosidades intestinais. Em relagao a area
de muco presente no estbmago, os resultados mostraram que, no grupo preé-tratado
com a Fuc, os animais permaneceram com uma média da area de muco semelhante
ao grupo que nao foi realizada inducdo da Ulcera (7,5 + 4,5 pm° e 9 + 6,7 pm?,
respectivamente). Por outro lado, a fucana nanoencapsulada exibiu uma area (2,6 *
1,6 um?® similar ao grupo com Ulcera ndo tratada (3,5 + pm?), sugerindo que o
composto possivelmente ndo foi liberado a partir das vesiculas no estémago, néo
promovendo, portanto nenhuma agdo. As analises no duodeno revelaram uma area
média de 7,52 + 2,42 pm? para um epitélio normal (sem Ulcera), 6,00 + 3,17 um?para o
epitélio com ulcera sem tratamento, 6,43 + 1,82 um?e 6,62 + 1,31 pm? para epitélio
com Uulcera apds tratamento com a fucana livre e encapsulada, respectivamente. Neste
local, pode ser observado valor maior referente ao grupo da Lipo-Fuc quando
comparado ao obtido para Fuc, sugerindo que houve liberagdo da fucana a partir dos
lipossomas no duodeno, ao contrario do que ocorreu no estdbmago. Tais resultados
revelam a acao gastroprotetora da fucana (Sargassum cymosum), até entdo nunca
estudada e a sua encapsulacao em lipossomas promoveu uma agcao mais efetiva no

duodeno.

PALAVRAS-CHAVE: Fucana, Sargassum cymosum, Biomoléculas, Nanotecnologia,
Lipossomas, Mucinas, Ulcera gastrica, Ulcera duodenal.
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2.2 Abstract

In this study was evaluated the gastroprotective action of fucan, a sulfated
polysaccharide extracted from the brown seaweed Sargassum cymosum, in its free
forms and encapsulated into liposomes. Liposomes presented particle size of 125.9 +
1.2 nm with a polydispersity index of 0.39 + 0.02, pH 6.89 + 0.05 and positive charge,
remained stable for 30 days. The in vivo study was performed using Wistar rats by
inducing ulcer with acetylsalicylic acid (200 mg/Kg). The stomach and duodenum were
removed for histological analysis, evaluating the area with mucus, thickness of
glandular epithelium and intestinal villi. Regarding the area of mucus presented in the
stomach, the results showed that in the group pretreated with Fuc, the animals
remained with an average area of mucus similar to the group which was not induced
the ulcer (7.5 + 4 5 and 9 ym?® + 6.7 um?, respectively). On the other hand, the animals
treated with fucoidan-loaded liposomes exhibited area (2 2.6 + 1.6 ym?) similar to
untreated ulcer group (3.5 + ym?), suggesting that the compound was not released
from the vesicle into the stomach, not promoting action. The analyzes in the duodenum
revealed an average area of 7.52 + 2.42 ym? for normal epithelium (without ulcers),
6.00 + 3.17 ym? for the epithelium with ulcer but without treatment, 6.43 + 1.82 pm®and
6.62 + 1.31 um?® for epithelial with ulcer after treatment with free fucan and
encapsulated, respectively. Here, it can be seen higher value for the group Lipo-Fuc
compared to that obtained for Fuc, suggesting that fucan was release from liposomes
in the duodenum, unlike what occurred in the stomach. These results reveal the
gastroprotective action of fucan (Sargassum cymosum), hitherto unstudied, and its
activity in encapsulated form.

KEYWORDS: Fucoidan, Sargassum cymosum, Biomolecules, Nanotechnology,
Liposomes, mucins, gastric ulcer, duodenal ulcer.
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2.3 Introducao

A Ulcera gastrica se configura por uma erosdo de uma area circunscrita da
mucosa, que pode estender-se profundamente, atingindo as camadas musculares ou,
através do musculo até o peritdnio. Este fato ocorre quando mecanismos de defesa da
mucosa gastrica (secrecdo de muco, de bicarbonato e a producéo de prostaglandinas)
sdo vencidos pelos seus agentes agressores, como O uso da aspirina e
antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES), o acido cloridrico, infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori, estresse, alcool, fumo, dentre outros (Kutty et al, 2005; Cola,
2006).

A doenga acomete milhares de pessoas distribuidas pelo mundo, ocorrendo
com frequéncia maxima naquelas com faixa etaria entre 40 e 60 anos, apesar de
atualmente ser observada em criangas e, até mesmo em lactentes (Brunner, 2005).
Manifesta-se inicialmente através de nauseas, vémitos, desconforto epigastrico, azia e
dor, podendo provocar até a hemorragia. As caracteristicas clinico-epidemiolégicas da
doenga conferem um problema de salde publica tornando necessarios estudos que
busquem alternativas para o tratamento destas lesbes (Kutty et al, 2005).

Atualmente, ha um grande interesse no estudo de compostos bioativos e ou de
novas formas farmacéuticas que estimulem uma aceleracdo no reparo de Ulceras,
diminuindo o tempo de tratamento e consequentemente, promovendo uma melhoria na
qualidade de vida. Dentre estes compostos, pode-se citar a fucana, um polissacarideo
sulfatado extraido tanto de algas marrons como de invertebrados marinhos, com
varias propriedades de interesse na biotecnologia de produtos naturais, como:
antitlcera (Choi et al, 2010), antitumoral (Rocha de Souza et al, 2007), anticoagulante
(Costa et al, 2010), antiviral (Adhikari et al, 2006), antioxidante(Wang et al,2008),
gastroprotetora, entre outras atividades biologicas ( Wijesekara, 2011).

A atividade gastroprotetora da fucana, extraida da Fucus vesiculosus, foi
recentemente estudada por Choi e colaboradores (2010). Os autores realizaram
estudo com Ulceras gastricas induzidas por aspirina em ratos e verificaram que a
protecdo da mucosa estomacal foi evidenciada pela redugdo no numero de lesées,
pequena dilatagdo de células gastrica, pequena perda da arquitetura da mucosa e
tendéncia a esfoliacdo epitelial reduzida, quando comparados ao grupo com Ulceras
sem pré-tratamento. Estes resultados revelaram que a fucana da F. vesiculosus
promoveu uma protegdo significativa por proporcionar uma maior organizagao
glandular e tendéncia de regeneracao da mucosa (Choi, et al, 2010). O trabalho de
Choi foi pioneiro na investigacdo da atividade gastroprotetora da fucana e os

excelentes resultados nos encorajaram a investigar se a fucana extraida da
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Sargassum cymosum, alga coletada na costa sul do Estado de Pernambuco, também
apresentaria esta atividade. Além disso, expandiriamos o estudo avaliando além do
estbmago, o intestino dos animais uma vez que pode ocorrer a presenca de Ulcera
duodenal.

Outra proposta sugerida no trabalho foi seguir a premissa de que a atividade
farmacoldgica de biomoléculas pode ser potencializada através da encapsulagdo em
sistemas de liberagdo controlada. Das vérias formas de sistema de liberagéo
controlada de farmacos, os lipossomas despertam grande interesse para pesquisa,
aplicacoes analitica e terapéutica (Torchilin, 2005; Batista et al, 2007). Essas
vesiculas sdo consideradas excelentes nanocarreadores devido a sua flexibilidade
estrutural (tamanho, composicdo e fluidez da bicamada lipidica) bem como na sua
capacidade de encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, além de serem
biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos (Torchilin, 2005). Deste modo, o0s
lipossomas foram os sistemas escolhidos para realiza¢do do trabalho.

Neste contexto, ressalta-se a riqueza deste manuscrito, uma vez que propde 0
estudo da utilizagdo de produtos naturais e a nanotecnologia para o desenvolvimento
de novos sistemas com potencial utilizacao gastroprotetora.

Assim, o presente estudo teve como propédsito experimental o desenvolvimento
de formulagbes lipossomais contendo fucana, extraida da espécie Sargassum
cymosum, e avaliacao da atividade gastroprotetora na sua forma livre e encapsulada.
Ressaltamos que nao ha relatos na literatura utilizando esta fucana na sua forma livre

para a finalidade em questao, e nem na sua forma encapsulada.

2.4 Materiais e métodos

2.4.1 Material

As amostras da Fucana foram previamente extraidas e purificadas de algas
marrons da espécie Sargassum cymosium, coletadas no litoral sul do estado de
Pernambuco. A fosfatidilcolina de soja (PC) foi obtida da Lipoid, GmbH (Ludwigshafen,
Germany). Colesterol (CH), estearilamina (SA), e trealose foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St Louis, USA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico
fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha). As solugbes aquosas foram preparadas
com agua purificada obtida pelo sistema de purificagdo Human UP 900 (Human
Corporation, Korea).
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2.4.2 Preparacao dos lipossomas contendo fucana

Lipossomas contendo fucana foram obtidos de acordo com o método de
formacdao do filme lipidico, seguido de sonicacdo (Lira et al, 2009). Os lipidios,
fosfatidilcolina de soja, o colesterol e a estearilamina (7:2:1, 42 mM) foram
solubilizados em uma mistura de cloroférmio:metanol (3:1 v/v) sob agitacdo manual, e
em seguida os solventes foram retirados por rota-evaporagéo. O filme formado foi
entdo hidratado com tampao fosfato pH 7,4 contendo fucana previamente solubilizada
(1 a 2,0 mg/mL), para formagdo das vesiculas lipidicas. Com objetivo de obter
lipossomas na escala nanométrica, foi utilizada uma sonda Vibra Cell (BRANSON,
USA) em 200 W e 50 Hz por 300s, para quebrar e consequentemente diminuir as
vesiculas até o tamanho desejado. Por fim, os lipossomas foram congelados a —80°C
e liofilizados (EZ-DRY, FTS System, USA), com utilizagdo da trealose como
crioprotetor, e armazenadas a 4 °C até utilizagéo.

2.4.3 Caracterizacao dos lipossomas contendo fucana

2.4.3.1 Anadlise do tamanho de particula, indice de polidispersao, carga da
superficie e pH

O didametro médio de particulas e o indice de polidispersdo (Pl), foram
determinados pela técnica de espectroscopia de correlacao de fétons (PSC) utilizando
analisador de particula a laser DelsaTM Nano-S a 25 °C com angulo de detecgéo de
90° (Beckman Coulter, UK). As amostras de lipossomas (100 pl) foram diluidas
adequadamente em agua ultrapurificada (300 ul) e em seguida realizada a analise.

A carga superficial (potencial zeta) dos lipossomas foi determinada através da
mobilidade eletroforética pelo equipamento Zetasizer Ver. 6.20 (Malvern®, USA). As
medidas foram realizadas a 25 °C com dispersdes de 50 pl da formulagao lipossomas
em 950 pl de agua ultrapurificada. O pH dos lipossomas foi aferido utilizando um
medidor de pH digital (Bioblock Cientifico 99.622, Prolabo, Paris, Franga) a
temperatura ambiente

As analises foram realizadas em triplicada e os resultados obtido apresentados
pela média + desvio padrao (DP).
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2.4.3.2 Avaliacao da estabilidade dos lipossomas

As formulagdes lipossomais contendo a fucana e sem a molécula (branca)
foram submetidas a testes de estabilidade acelerada e ap6s tempos pré-determinados
(0, 7, 15, 30 dias) (Santos et al, 2000). Nestes testes, caracteristicas fisico-quimicas
dos lipossomas como aspecto macroscopico, tamanho de particula, indice de
polidispersédo e variacdo de pH foram avaliadas. Para o teste de estabilidade
acelerada, as formulacdes lipossomais foram submetidos a centrifugacéo a 6.000 rpm
por 1h a 4 °C (KN-70 Centrifuge, Kubota, Japao) e ao estresse mecanico a 180
vibragdes por min a 37 °C por 48h (Polytest® 20 Bioblock Scientific).

2.4.4 Estudo de lesdes gastroduodenais induzidas em ratos wistar
2.4.4.1 Animais

Para os ensaios in vivo de Ulceras gastricas foram utilizados 16 ratos machos
Wistar pesando 200 a 300 g. Os animais foram mantidos em ambiente ventilado sob a
temperatura controlada com ragao e agua ad libitum, permanecendo acondicionados
em gaiolas plasticas (49x34x16), sob condi¢cdes de controle de temperatura (22 + 2 °C)
e aclimatizados para um ciclo de 12:12h claro:escuro. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (n° 23076.027465/2012-71).

Os animais foram marcados e separados aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (CP, CN, Fuc e Lipo-Fuc) com quatro (4) animais. O grupo CP (controle
positivo) correspondendo aos animais que nao foram induzidas as ulceras; o grupo CN
(controle negativo) com Ulcera e que receberam tratamento com carboximetilcelulose;
o grupo Fuc e Lipo-Fuc (grupos tratados) referente aos animais que receberam o
tratamento com fucana livre (20mg /kg/dia) e com a fucana nanoencapsulada em
lipossomas (20mg /kg/dia), respectivamente, via oral, por gavagem.

2.4.4.2 Inducao da ulcera

Apbés 14 (quatorze) dias de tratamento, foi induzida a Ulcera géastrica nos
animais de acordo com Choi e colaboradores (2010). Para inducdo da Ulcera, os
animais permaneceram em jejum durante 48h, em seguida receberam administragéo

de acido acetilsalicilico (200 mg/kg), em carboximetilcelulose, por gavagem.
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2.4.4.3 Analises histopatologicas e histomorfométricas de estomago e duodeno
de ratos

As analises histopatoldgicas foram realizadas no Centro Académico de Vitéria,
no Laboratério de Biotecnologia e Farmacos.

Apb6s quatro horas da inducdo da Ulcera, os animais foram sacrificados por
eutanasia com overdose do anestésico (Urethame 1,25 g/kg). O estbmago e o
duodeno foram coletados, clivados e imersos em uma solucao de formol a 10% neutro
tamponado (NBF), permanecendo nesta solugdo por 48 horas. Apds esse
procedimento, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em concentragoes
crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos
foram cortados em micrétomo ajustado para 4 um. Finalmente, os cortes obtidos foram
transferidos para laminas untadas com albumina e mantidos em estufa regulada a
temperatura de 37°C, por 24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos a
técnica de coloracgao por Alcian Blue e.Hematoxilina-Eosina (H.E.).

As imagens histolégicas foram capturadas por camera digital (Moticam 3.0)
acoplada ao microscopio 6ptico (Nikon-E200), sob foco fixo e clareza de campo,
obtendo-se 30 campos por lamina com aumento final de 400X. As fotomicrografias
foram avaliadas através do software ImagedJ versao 1.44 (Research Services Branch,
U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.4.4.3.1 Analise da presenca de muco

A analise do muco presente tanto no estbmago como no intestino foi efetuada
através de cortes corados com Alcian Blue em pH 1,0 e 2,5, especificos para
sulfomucinas e sialomucinas/sulfomucinas, respectivamente. A andlise foi realizada
utilizando 60 campos de 100pum x 100um, por grupo de animais, escolhidos
aleatoriamente, utilizando a contagem automatica do programa através da ferramenta
de segmentacdo de cores. Finalmente os resultados foram obtidos a partir da area
encontrada (um?®).
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2.4.4.3.2 Analise do epitélio glandular e vilosidades intestinais

Para analise do epitélio glandular e vilosidades intestinais a avaliacao foi
efetuada a partir de imagens dos cortes corados com HE. Nesta analise foram
efetuadas 400 medidas do epitélio glandular do estdmago e intestino, e 100 medidas
das vilosidades intestinais, por grupo de animais, obtendo uma espessura epitelial em
micrémetros (um). As medidas do epitélio glandular do estdbmago foram realizadas da
muscular da mucosa até a extremidade da glandula. Por outro lado, as medidas do
intestino foram realizadas da muscular da mucosa até as criptas de Lieberkuhn
encontradas nas bases das vilosidades, e a altura das vilosidades foram medidas a
partir da sua regido basal até a sua extremidade.

2.4.5 Andlise estatistica

Os resultados encontrados foram descritos pelo valor médio e respectivo
desvio padrao. Foram adotados os testes t-Student pareado, bem como o de Kruskal-
Wallis, para analise de variancia, das mesmas variaveis, em todos os grupos. Todos
os dados obtidos foram avaliados com programa estatistico SPSS.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas contendo fucana

Lipossomas contendo fucana (Lipo-FUC) em diferentes concentragdes foram
obtidos através do método de hidratacdo do filme lipidico, seguido de sonicagéo. A
concentracao de 1 mg/mL foi escolhida uma vez que nao apresentou precipitacdo da
fucana, ao contrario das formulagdes contendo 1,5 e 2 mg/mL que apresentaram
precipitados. Apds preparadas, as formulagdes escolhidas apresentaram um aspecto
leitoso, homogéneo e com reflexo azulado (efeito tyndall) tipico de vesiculas
unilamelares pequenas.

O tamanho médio, o indice de polidispersédo, pH e o potencial zeta podem ser
observados na tabela 1. O tamanho médio das vesiculas contendo fucana (Lipo-FUC)
e lipossomas sem fucana (LB) foi 125,9 + 1,2 e 125,1 £ 0,3 nm, respectivamente, nao
sendo observada diferenga significativa entre elas. O indice de polidispersao do Lipo-
FUC e LB foi de 0,39 + 0.02 e 0,28 = 0,09, respectivamente indicando que as

formulagbes sdo monodispersas, uma vez que valores abaixo de 1 indicam
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preparagdes homogeneas (Lapenda, 2010). Em relacdo ao pH, as formulacdes
apresentaram valores proximos ao neutro ( pH 7,35-7,45) Os valores de potencial zeta
foram positivos, sendo +41,5 = 1,0 mV para os Lipo-FUC e de +37,5 + 1,62 mV para
LB. O valor positivo dos lipossomas era esperado e € explicado pela constituicdo
lipidica das vesiculas, as quais contém o lipideo estearilamina de carga positiva.
Segundo Tedesco e colaboradores (2007) quanto mais distante de zero, o valor indica
estabilidade fisica do sistema, uma vez que promove repulsdo eletrostatica das
vesiculas. Geralmente, é almejado que o potencial zeta em suspensao seja em torno
ou maior que 30 mV (positivo ou negativo), possibilitando que o sistema permaneca

estavel.

Tabela 1 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo, pH e potencial zeta de

Lipossomas com e sem fucana.

Tamanho de indice de Potencial

Formulagoes particula (hnm) polidispersao PH Zeta (mV)
Lipo-FUC 125,9+1,2 0,39 + 0,02 6,89 + 0,05 +415+1,0
LB 125,1 +£0,3 0,28 + 0,09 7,61 +0,24 +37,5+1,62

Lipo-Fuc = Lipossomas contendo fucana; LB = Lipossomas sem farmaco.

As supensdes lipossomais Lipo-FUC e LB foram submetidas aos testes de
estabilidade acelerado, através de estresse mecanico e de centrifugagéo e em seguida
o tamanho de particula, o indice de polidispersao, o pH foram avaliados conforme
pode ser verificado na Tabela 2. Observou-se que as formulagdes Lipo-FUC e LB
mantiveram-se estaveis apdés o teste de simulagdo de transporte por agitagéo
mecanica. Em relacdo ao teste de centrifugacdo, as formulagbes de Lipo-FUC
apresentaram um aumento no o tamanho de particula, com um valor de 191,0 + 4,8
nm, aumento esperado devido a acdo da forca da gravidade, nao significando
instabilidade nas formulacées, uma vez que nao foi observado presenca de
precipitacdo da fucana, presenca de grumos ou separacao de fases. Todas as
formulagbes foram analisadas macroscopicamente observando-se caracteristicas
como homogeneidade, cor, viscosidade, deposi¢cdo de materiais, formacao de grumos,
e separagao de fases. Apds andlise, ndo foi observada nenhuma alteragdo na
aparéncia visual permanecendo como uma suspensao branca leitosa com reflexo

azulado.
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Tabela 2 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo e pH, de Lipossomas com
Fucana, antes e apds os testes de estresse mecanico e centrifugacao.

Parametros Lipo-Branco Lipo-Fucana
@:125,1 £0,3 nm @:125,9+£1,2 nm
Caracteristicas iniciais PDI: 0,28 20,09 PDI:0,3920,02
pH: 7,61 + 0,24 pH: 6,89 + 0,05
AM: Estavel AM: Estavel
@: 149,55 + 9,83 nm @:191 £4,8 nm
Centrifugacao PDI: 0,278 + 0,01 PDI: 0,31 £ 0,01
(6000 r.p.m., por 1h a 4°C) pH: 6,93 + 1,48 pH: 7,29 + 0,03
AM: Estavel AM: Estavel
@:129,73 + 46,59 nm @:130,1 £1,5nm
Estresse mecanico PDI: 0,351 + 0,01 PDI: 0,30 + 0,02
(180 vibragcoes/min - 48h - 37°C) pH: 6,92 + 0,47 pH: 7,25 + 0,05
AM: Estavel AM: Estavel

@: Tamanho de particula; PDI: indice de polidispersdo; pH: Potencial hidrogénionico; AM:
Analise macroscépica: homogeneidade, cor, viscosidade, deposicdo de materiais,
formacgao de grumos, cremagem, floculacao, coalescéncia e separagao de fases.

Para os teste de estabilidade a logo prazo foram verificados o tamanho de
particula, indice de polidispersao e pH das formulagées apoés 0, 7, 15 e 30 dias
(Tabela 3). A avaliacao foi realizada através da ressuspenséao dos li6filos de Lipo-FUC
e LB com quantidade suficiente de tampao fosfato, para atingir as condicées iniciais.
Em todo o periodo, ndo foi verificada nenhuma alteragao visual nas formulagdes. O
indice de polidispersdao nao exibiu alteragdo significativa, apresentando um valor
meédio de 0,30, indicando que as formulagdes se mantiveram monodispersas. J& em
relagdo ao pH houve uma variacdo de 6,89 * 0,05 a 7,34 £ 0,07, ndo significando
instabilidade para as formulagdes, uma vez que a maior preocupacao esta relacionada
ao aumento da acidez que pode indicar degradagao dos componentes da dos lipideos
presentes na bicamadalipidica (Tedesco, 2007). Em relacdo ao tamanho houve um
aumento gradativo com o tempo, no entanto, permanecendo dentro da faixa

nanométrica e ndo sendo fator limitante para administragao por via oral.
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Tabela 3 - Tamanho de particula, indice de polidispersdao e pH de Lipossomas com

Fucana em tempos pré-determinados.

Intervalo Tamanho de indice de
(Dias) particula (hnm) polidispersao pH
0 125,9+1,2 0,39 + 0,02 6,89 + 0,05
7 148,4 £ 2,1 0,27 £ 0,03 7,12 £ 0,05
15 168,6 + 4,5 0,30 0,01 7,22 £ 0,05
30 139,1+2,6 0,26 + 0,02 7,34 £ 0,07

2.5.2. Estudo de lesdes gastroduodenais induzidas em ratos Wistar

O procedimento realizado nos animais dos grupos experimentais controle e
tratado transcorreu sem complicagbes, ndo ocorrendo Obitos nas avaliagdes diarias.
Durante o periodo de pré-tratamento nao foram observadas nenhum disturbio
gastrointestinal, como vdémitos e/ou diarréia. Os animais demonstraram adequada

presenca de atividade fisica e disposi¢ao para se alimentarem em todos os grupos.

2.5.2.1 Anadlises histopatolégicas e histomorfométricas do estomago de ratos

A analise do muco presente no estdmago foi realizada pela coloragdo Alcian
Blue em pH 1,0 para detec¢cdo de sulfomucinas e pH 2,5 para sulfomucinas e
sialomucinas, conforme observado na Figura 2.1 . Segundo Gaudier e colaboradores
(2010), o pH 1,0 revela mucinas &cidas com a presenca de grupos sulfatos, ja as

sialomucinas detectam, além dos grupamentos sulfato, a presencga do acido sialico.

Figura 2.1 — Andlise histomorfométrica da area contendo muco em epitélio glandular
do estdmago de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas). A —
Controle positivo (Sem Ulcera), B — Controle negativo (com Uulcera tratados com
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carboximetilcelulose), C — Fucana livre, D — Lipo-Fucana. Alcian Blue (40X e 400X)
pH-1,0 (a) e pH-2,5 (b).

De acordo com os dados obtidos sobre a concentracao de muco em pH 1,0, os
animais com Ulceras sem tratamento (controle negativo) apresentaram area com muco
de 3,5 + 2,3 um2 com uma pequena regiao com presenga de muco, mostrando que
houve modificagdo apds inducao da Ulcera e consequentemente a mucosa gastrica
ficou mais susceptivel a danos epiteliais ou lesdes agudas, ou ao pH acido do
estbmago (Figura 2.1 (a)-B). Em relagdo ao grupo pré-tratado com a fucana livre, os
animais permaneceram com uma média da area de muco semelhante ao grupo no
qual ndo houve inducéo da Ulcera (7,5 + 4,5 pm? e 9 + 6,7 um?, respectivamente) nio
apresentando diferenca estatistica entre eles (p<0,05) como pode ser observado na
figura 2.3. Este resultado sugere que a fucana, extraida da Sargassum cymosum
promoveu uma preservagao das células produtoras de muco, bem como, um aumento
na sua producao, sendo demonstrada pela primeira vez esta acao (Fig. 2.1 (a) C e (a)
A). De acordo com Lyra e colaboradores (2007), os polimeros, como o0s
polissacarideos, iniciam um processo de bioadesdo ao muco, o qual & constituido
principalmente por polissacarideos e agua, através de interagcdes quimicas como as
ligacdes covalente e ibnica, pontes de hidrogénio, forcas de Wan der Wals e forcas
hidrofobicas. Deste modo, sugere-se que como a fucana é um polissacarideo ela pode
ser capaz se difundir através da rede de muco que reveste o érgao aumentando a sua
protecao.

Por outro lado, ao contrario do que se esperava, a fucana nanoencapsulada em
lipossomas exibiu uma area (2,6 + 1,6 pm?) similar ao grupo com Ulcera nao tratado
(Fig. 2.3), ndo apresentando atividade antiulcerogénica esperada, ou mesmo a
potencializacdo do efeito da fucana livre, sugerindo que possivelmente o composto
ndo foi liberado a partir das vesiculas no estdmago. Estudos realizados in vitro
simulando ambientes hostis, como o estdbmago (pH 2,0) demonstraram que os
lipossomas constituidos de fosfatidilcolina e colesterol, encapsulando glicose,
permaneceram estaveis nessas condi¢des com um percentual de liberagdo de glicose
de 9 +5 % em 120 minutos apo6s a sua administragéo (Chiang, 1987). Por outro lado,
estes dados vao de encontro com os apresentados recentemente nos trabalhos de
Park e colaboradores (2011) que afirmam que os lipossomas convencionais
constituidos principalmente por fosfolipidios e colesterol seriam propensos a
desintegracdo devido aos efeitos do suco gastrico (Hu, 2013). Segundo Torchilin
(2005), a administragao oral dos lipossomas requer que eles sejam estaveis e que 0s

lipossomas se movam a partir do intestino para o sangue, e sé ali comecem a liberar o
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farmaco. No presente estudo, os lipossomas contendo a fucana, foram utilizados com
objetivo de realizar uma acéo local, que fosse capaz de promover uma protecao da
mucosa através de interagdo da fucana com os componentes da mucosa

gastroduodenal, ndo sendo, portanto necessaria a sua absorgao.
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Figura 2.2 — Analise histomorfométrica da area contendo muco em Alcian Blue pH-1,0
(a) e pH-2,5 (b) em epitélio glandular do estdmago de ratos. a e b sdo diferentes
estatisticamente (p<0,05) , Teste -Student pareado e Kruskal-Wallis.

Os resultados correspondentes as areas com presenca de mucinas em pH 2,5,
mostraram que 0s animais sem Ulcera apresentaram uma area de 13,7 £ 13,4 um?2
(Fig. 2.1 (b) - A), diferentemente dos demais grupos que se comportaram de maneira
semelhante e sem diferengas estatisticas (p<0,05) (Fig. 2.3). O grupo tratado com a
fucana livre, a fucana nanoencapsulada, e o controle negativo, apresentaram uma
areade 6,0 £ 1,1 um2, 6,9 + 6,7um?e 5,7 + 4,8um?, respectivamente (Fig. 2.1 (b) - B,C
e D). Este fato pode ser explicado porque o pH 2,5 é utilizado para deteccao de
sialomucinas e sulfomucinas, que possuem caracteristicas diferentes em sua estrutura
quimica. Como a fucana € um polissacarideo sulfatado, os seus grupamentos sulfatos
podem interagir com as sulfomucinas, promovendo uma aumento especifico em sua
producdo, como demonstrado nos resultados correspondentes ao pH 1,0, 0 que nos
leva a perceber que a fucana pode ter exercido sim uma atividade gastroprotetora, no
entanto o pH estudado ndo apresentou sensibilidade e especificidade para
sulfomucinas (Lyra, 2007).
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Para examinar os danos epiteliais causados na mucosa gastrica, a espessura
do epitélio glandular foi medida (em micrémetros), tracando-se uma linha desde a
regido muscular da mucosa até a superficie epitelial. A média dessa area epitelial
preservada foi analisada através de histomorfometria computadorizada, e os
resultados obtidos exibidos na Figura 2.4. O epitélio normal (CP) apresentou uma
média de espessura ou altura epitelial de 473,6 £ 78,9 um, com manutencdo das
caracteristicas normais de um epitélio (Figura 2.3 - A) que se renova periodicamente
de 5 a 7 dias, com a presenca de fossetas gastricas, e uma consideravel area que
protege as regides mais internas da acidez estomacal, como a regido muscular da
mucosa e submucosa. Nao foram visualizadas areas de esfoliagdo epitelial, como
resultado de lesbes agudas.

Conforme observado na figura 2.4, todos os grupos apresentaram diferenca
estatistica. No grupo Lipo-FUC foi observada uma espessura epitelial de 410,3 £ 153,8
um (Figura 2.3 — D), uma média inferior aos demais grupos. Nesse grupo foi
observada uma intensa esfoliacdo do epitélio glandular, representativa de lesdo aguda
provocada pelo uso do acido acetilsalicilico, indicando danos epiteliais. A redugao na
altura do epitélio glandular observada nos animais tratados com a fucana
nanoencapsulada demonstra que a encapsulagdo do composto em lipossomas nao
favoreceu sua liberagdo no estébmago, reforcando assim a hipdtese de que, as
vesiculas lipidicas podem ter resistido ao pH acido do estémago.

Os animais com Uulcera ndo tratados (controle negativo) apresentaram uma
média em espessura de 505,8 + 105,8 um. Mesmo com a presenca de esfoliagdo
epitelial, algumas areas foram mantidas preservadas (Figura 2.3 - B). A manutencao
de areas livre de danos nesse grupo pode ser verificada possivelmente devido as
propriedades da carboximetilcelulose, a qual € um polissacarideo que foi utilizado
neste trabalho como um veiculo (agente solubilizante), para administragdo do acido
acetilsalicilico. Como a carboximetilcelulose apresenta elevada viscosidade, supomos
que a mesma foi capaz de promover uma barreira fisica de protecao contra a
esfoliacao epitelial e acidez estomacal (Fujimoto et. al., 2002).
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Figura 2.3 — Analise histopatolégica e histomorfométrica da espessura do epitélio
glandular do estbmago de ratos wistar. (a) Controle positivo (Sem ulcera), (b) Controle
negativo (com ulcera tratados com carboximetilcelulose), (¢) Fucana, (d) Lipo-Fucana.
G - Epitélio glandular, MM — Muscular da mucosa, Ec - Esfoliagcao celular, Fg - Fosseta
gastrica. Coloracao Hematoxilna-Eosina (40X e 400X).

Os animais tratados com a fucana livre apresentaram uma espessura epitelial
de 547,6 £ 86 um (Fig. 2.4) média superior aos demais grupos tratados (p<0,05)
revelando sua agdo gastroprotetora, ou seja, protegendo a mucosa estomacal das
agressodes ocasionadas pela acado do pH acido, aumentando sua resisténcia a esse
ambiente hostil, e mantendo sua estrutura organizada. Os dados apresentados estao
de acordo com resultados descritos na literatura para a fucana extraida da Fucus
vesiculosus. Em estudo semelhante, a atividade antitlcera desta fucana foi observada
por promover epitelizagcdo, organizacado celular, tendéncia de regeneracédo da mucosa
e redugao do tamanho da ulcera aguda (Choi et al., 2010).
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Figiura 2.4 - Andlise histomorfométrica da espessura (um) do epitélio glandular do
estbmago de ratos Wistar. a, b, ¢ e d séo diferentes estatisticamente (p<0,05), Teste t-
Student pareado e Kruskal-Wallis.

2.5.2.2 Analises histopatoldgicas e histomorfométricas do duodeno de ratos

A jungao gastroduodenal € um local onde ha grande incidéncia de Ulceras
pépticas, cerca de 80 %. E um sitio de digestdo enzimatica, liberagdo da bile e
secrecbes pancredticas, sendo de grande importancia clinica e epidemiolégica
(Carvalho, 2011). Devido a essas caracteristicas o0 duodeno dos animais foi retirado
para analise, seguindo a mesma metodologia realizada para no estémago, a fim de
analisar a influéncia da fucana livre e encapsulada quando exposta a esse ambiente.
Foram analisados, portanto, a presenca de muco (area), danos epiteliais e
preservacao do epitélio. Este estudo foi de grande importancia para dispor de dados
relacionados a acado da fucana no duodeno, uma vez que, até o0 momento, nenhum
dado na literatura descreveu a a¢ao da fucana nesta regiao.

As analises histopatologicas que avaliam a presenca de muco no duodeno
podem ser observadas na figura 2.5. As analises quanto a presenga de sulfomucinas
(pH 1,0) no duodeno revelaram uma &rea média de 7,52 + 2,42 uym? para um epitélio
normal, ou seja sem indugao da Ulcera, revelando a maior média entre 0s grupos,
conforme observado na figura 2.6 (p<0,05). O grupo CN (controle negativo) exibiu
uma &rea de 6,00 + 3,17 um?, o que sugere maior vulnerabilidade a possiveis lesdes e
menor agao protetora para a mucosa (Fig. 2.5 (a) - B). Os animais tratados com a
fucana livre apresentaram area com presenca de muco menor que aquela encontrada
nos animais sem Uulcera, mas maiores que 0s que nao foram tratados (controle
negativo). Os resultados sugerem que os animais deste grupo apresentaram uma

acao gastroprotetora com uma area de muco correspondente a 6,43 + 1,82 pm? (Fig.
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2.5 (a) - C), enquanto o grupo referente a fucana encapsulada em lipossomas
apresentou uma area de 6,62 + 1,31 pm? (Fig. 2.5 (a) - D. De acordo com Park e
colaboradores (2011) as vesiculas lipidicas sofrem a acao dos sais biliares e enzimas
pancreaticas se degradando e liberando o farmaco. Assim, nossos resultados indicam
gue possivelmente as vesiculas lipidicas foram degradadas e o composto foi liberado
no intestino, o que nao foi observado no estébmago, e que houve ainda uma
potencializacdo do efeito da fucana no duodeno quando a mesma encontrava-se na
forma encapsulada em lipossomas.

Deve-se também levar em consideracdo, que uma parte da fucana pode ter
ficado no estdmago, exercendo sua acao local, o que pode explicar os resultados
inferiores apresentados pelo grupo tratado com a fucana livre, uma vez que uma parte
do farmaco pode ter permanecido aderida na mucosa gastrica. O mesmo pode ser
relacionado ao grupo Lipo-FUC, no entanto, sua acdo foi mais efetiva devido a
provavel degradagdo das vesiculas lipidicas nesta regido, e consequentemente,
liberagdo do composto para executar sua acao, revelando agao significativa da fucana
também no duodeno, tanto de sua forma livre, quanto encapsulada.

Figura 2.5 — Andlise histomorfométrica da area de muco em epitélio glandular do
estdbmago de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas).A —
Controle positivo (Sem Uulcera) B — Controle negativo (com Uulcera tratados com
carboximetilcelulose), C — Fucana livre, D — Lipo-Fucana. Alcian Blue (40X e 400X)
pH-1,0 (a) e pH-2,5 (b).

Em relacdo a deteccdo de sialomucinas e sulfomucinas em pH 2,5, o grupo

com Ulcera nao tratado (controle negativo) apresentou uma area média com muco de
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8,42 + 3,42 um® (Fig. 2.5 (b) - B) e o grupo controle positivo (sem Ulcera) 9,5 + 4,37
pum? (Fig. 2.5 (b) - A). Os grupos tratados com a fucana apresentaram uma média
inferior aos grupos citados acima, o que ja poderia ser esperado devido ao tipo
especifico de muco que a fucana poderia aumentar a producao, como foi detectado no
pH 1,0 com as sulfomucinas, bem como a quantidade de muco que pode ser liberada
de acordo com a lesdo na mucosa. Com isso, a fucana livre apresentou uma média de
6,95 + 2,56 um? e a fucana nanoencapsulada de 7,88 + 2,67 pm? (Fig. 2.5 (b) — C e D,
respectivamente) tal resultado reforga os dados encontrados na analise das mucinas
em pH 1,0 que nos leva a indicar que uma agao mais efetiva da fucana encapsulada
em lipossomas ocorreu no intestino, quando avaliados pela area de muco. Os dados
estatisticos revelam que todos os grupos foram diferentes entre si (p<0,05) (Fig. 2.6
(b))

A producdo de muco no duodeno é realizada pelas glandulas de Brunner ou
glandulas duodenais, que sdo glandulas tubulares, ramificadas e enoveladas. Essas
glandulas atravessam a muscular da mucosa e a lamina propria, € os ductos abrem-se
entre as glandulas de Lieberkiihn. A secrecao glicoproteica das glandulas de Brinner
protege a mucosa do duodeno contra a acidez do quimo e permite um pH ideal para a
acao das enzimas pancredticas (pH 8,2 a 9,3) (Kierszenbaum, 2008). Sendo assim,
quanto maior a preservagao dessa area consequentemente ha uma maior protecao do

6rgao, o que foi evidenciado através da agao da fucana.
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Figura 2.6 — Analise histomorfométrica da area contendo muco muco em epitélio
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Para analise da mucosa intestinal além do epitélio glandular, as vilosidades
intestinais foram medidas e analisadas para investigacdo de danos epiteliais e
preservagao do epitélio. As vilosidades intestinais sdo evaginag6es digitiformes da
mucosa, com 0.5 a 1.5 mm de altura, dispostas lado a lado e regularmente ao longo
de toda a superficie interna do intestino delgado com uma densidade de 15 a 40 por
mm?, com funcdo de aumentar a superficie de contato para uma maior absorcéo de
agua e nutrientes (Carlos, 2006).

As analises histopatoldgicas avaliando a espessura do epitélio glandular e das
vilosidades intestinais no duodeno podem ser observadas na figura 2.7 e 2.8. A fucana
livre promoveu nos animais uma extensao do epitélio glandular com uma média de
405,45 + 167,08 um, seguidos do controle negativo (CN — 321,90 £ 95,23 um) e dos
lipossomas com fucana (289,09 + 95,99 um). A fucana livre apresentou uma acao
mais evidente, quando comparada com a fucana encapsulada em lipossomas, no
entanto, ambas exerceram uma acdo antillcera (Figura 2.7 (c), (b) e (d),

respectivamente).

Figura 2.7 — Analise histopatoldgica e histomorfométrica da area (um) de epitélio
glandular do duodeno de ratos wistar. (a) — Controle positivo (Sem Ulcera), (b) —
Controle negativo (com Uulcera tratados com carboximetilcelulose) (¢) — Fucana, (d) —
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Lipo-Fucana. G — Epitélio glandular, MM — Muscular da mucosa, SM- submucosa,V —
Vilosidade intestinal. Coloracao Hematoxilna-Eosina (40X e 400X).

Os animais sem Uulcera (CP) apresentaram uma espessura glandular inferior
aos demais grupos, com uma altura epitelial de 234,26 + 24,09 um (Fig. 2.7 (a)),
podemos inferir através do resultado que os grupos previamente tratados promoveram
um crescimento epitelial e supostamente atenuaram o processo de renovagao celular,
com isso, mantiveram uma espessura epitelial preservada no duodeno, conferindo
maior protecdo a danos, bem como, como maior tendéncia para regeneracao. Os
dados estatisticos revelaram que as médias foram diferentes entre os grupos (p<0,05)
(Fig. 2.8 (a)).

Em relagédo a andlise das vilosidades intestinais, os animais do grupo controle
positivo apresentaram uma média de altura das vilosidades intestinais de 529 + 94,21
um, com caracteristicas de preservagdo epitelial com uma grande densidade de
vilosidades intestinais, pequena quantidade de células -caliciformes, pequena
quantidade de células de Paneth na base das criptas de Lieberkhiin e glandulas de
Brunner na submucosa (Figura 2.7 (a) e 2.8b).
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Figiura 2.8 - Analise histomorfométrica da espessura (um) do epitélio glandular (a) e
vilosidades duodenais (b) de ratos wistar. . a, b, ¢ € d sdo diferentes estatisticamente
(p<0,05), Teste t-Student pareado e Kruskal-Wallis.

O grupo tratado com a fucana livre conferiu uma maior protecdo das
vilosidades intestinais, bem como, de seu epitélio de revestimento, com uma

espessura média de 517,30 + 108,6 um (Fig. 2,7 (c) e 2.8 (b)) com caracteristicas bem
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semelhantes de um epitélio normal. A fucana encapsulada em lipossomas exerceu
uma atividade citoprotetora com uma extensdo média de 395,53 + 118,64 um, no
entanto, inferior ao grupo com o composto livre, mas superior ao grupo referente ao
controle negativo, o qual apresentou uma area de 314,10 £ 59,71 um (Figura 2.7 (d) e
(b), respectivamente).

Segundo Ichikawa e colaboradores (2002) a integridade das vilosidades
intestinais e mucosa duodenal é uma importante barreira para entrada de
microorganismos. A hipoproliferacao celular e hipoplasia da mucosa sdo comumente
associadas a disfuncéo da via digestéria, modificagdo do tipo de mucinas secretadas,
danos epiteliais e maior susceptibilidade a infec¢des e lesdes.

De posse dos resultados, os dados corroboram para uma hipétese consistente
do efeito protetor da fucana extraida da Sargassum cymosum, no trato gastrointestinal,
pela maior producdo de muco, preservagdo do tecido epitelial glandular e das
vilosidades intestinais.

2.6 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo a fucana, obtidos
através da técnica de hidratagéo do filme lipidico, permaneceram estaveis de acordo
com os testes de estabilidade sem apresentar alteracées macroscopicas. A fucana
extraida da alga Sargassum cymosum apresentou atividade gastroprotetora e
antitlcera significativa, evidenciada pelo aumento da quantidade de mucinas,
diminuicdo de danos epiteliais quando expostos a ambiente de elevada acidez,
representadas pela manutencdo da mucosa com éareas do epitélio glandular no
estdbmago e intestino, e vilosidades intestinais com caracteristicas histolégicas de um
epitélio normal.

Quando encapsuladas em lipossomas, a fucana apresentou uma melhor acao
no duodeno, sugerindo que as vesiculas lipidicas resistiram ao pH acido estomacal, e
ao chegarem no duodeno, supostamente sofreram a agéo do suco pancreatico e sais
biliares, sendo degradadas, podendo assim efetuar sua acdo citoprotetora local.
Inclusive apresentado uma quantidade de muco superior ao grupo tratado com a
fucana livre, podendo sugerir, a potencializagéo seu efeito.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

No presente trabalho foi descrito pela primeira vez estudos in vivo relacionados a acao
gastroprotetora da Fucana, extraida da alga Sargassum cymosum, na sua forma livre
bem como encapsulada em lipossomas. Ademais, a acao de fucanas na regidao do
duodeno, até o momento, ndo foi descrita na literatura.

As formulacoes lipossomais preparadas através da técnica de hidratagdo de
filme lipidico apresentaram-se estaveis, permanecendo na escala nanométrica e
monodispersas apos testes de estabilidade.

As analises histolégicas foram fundamentadas na avaliagdo dos mecanismos
protetores da mucosa do trato gastrointestinal, como a presenga de muco, espessura
de tecido glandular do estémago e intestino, e espessura das vilosidades intestinais,
bem como, avaliagdo dos possiveis danos a mucosa.

A fucana quando administrada da sua forma livre apresentou uma efetiva
protecdo a mucosa do trato gastrointestinal contra danos provocados por agdo de
acidos. Houve um aumento na producao e quantidade de muco, uma proliferagéo da
area de epitélio glandular no estbmago e intestino, bem como sua preservagao, € uma
area de vilosidades intestinais superior nos animais pré-tratados com a fucana,
quando comparadas aos outros grupos. Esses resultados fornecem subsidios para
novas pesquisas utilizando esta fucana como alternativa promissora na protecao
contra ulceras gastricas e duodenais.

Por outro lado, a fucana na forma encapsulada apresentou acgao
gastroprotetora e antitlcera menos eficiente. No entanto, sua acado foi mais
significativa no duodeno, levando a hipétese de que os lipossomas resistiram ao pH
acido do estbmago e foram capazes de atuar no duodeno apos sofrerem a acao do
suco pancreatico e sais biliares.

Os resultados obtidos nos encorajam a utilizar a fucana livre e encapsulada em
outros estudos para esclarecimento do comportamento mais detalhado no trajeto do

tratogastrointestinal.
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