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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 físico-químicos 

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 úlcera) e negativo (com úlcera e sem 

tratamento), por via oral. Após jejum (48 horas), a úlcera foi induzida com ácido 

acetilsalisílico (200 mg/Kg), o estômago e o duodeno foram removidos para análises 

histológicas avaliando-se a área com muco, espessura do epitélio glandular e 

vilosidades intestinais. Os resultados foram analisados pelos testes t-Student e 

Kruskal-Wallis. Lipossomas contendo fucana foram obtidos apresentando tamanho 

médio de partícula de 125,9 ± 1,2 nm, com índice de polidispersão 0,39 ± 0,02 e pH 

6,89 ± 0,05 e carga positiva, permanecendo estáveis por 30 dias. Em relação à área 

de muco no estômago, os resultados mostraram que, no grupo pré-tratado com a Fuc, 

os animais permaneceram com média da área de muco semelhante ao grupo que não 

foi realizada indução da úlcera (7,5 ± 4,5 µm2 e 9 ± 6,7 µm2, respectivamente). Por 

outro lado, a fucana encapsulada exibiu uma área (2,6 ± 1,6 µm2) similar ao grupo com 

úlcera não tratada (3,5 ± µm2), sugerindo que o composto possivelmente não foi 

liberado a partir das vesículas no estômago, não promovendo, portanto nenhuma 

ação. No estudo dos danos epiteliais o grupo da Fuc apresentou valores superiores 

aos demais grupos tratados revelando novamente sua ação gastroprotetora. As 

análises no duodeno revelaram uma área média de 7,52 ± 2,42 µm2 para um epitélio 

normal (sem úlcera), 6,00 ± 3,17 µm2 para o epitélio com úlcera sem tratamento, 6,43 

± 1,82 µm2 e 6,62 ± 1,31 µm2 para epitélio com úlcera após 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 liberação da fucana a partir dos lipossomas, ao contrário do encontrado no 

estômago. Em relação à análise das vilosidades intestinais a fucana encapsulada 

exerceu uma atividade citoprotetora com uma extensão média de 395,53 ± 118,64 µm, 

inferior ao grupo com o composto livre, mas superior ao grupo referente ao controle 

negativo, o qual apresentou uma área de 314,10 ± 59,71 µm. Os resultados revelaram 

ação gastroprotetora da fucana (Sargassum cymosum), até então nunca estudada 

fornecendo subsídios para novas pesquisas utilizando esta molécula. 

PALAVRAS-CHAVE: Fucana, Sargassum cymosum, Biomoléculas, Nanotecnologia, 

Lipossomas, Mucinas, Úlcera gástrica, Úlcera 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 µm2 and 9 ± 6.7 µm2, 

respectively). On the other hand, fucan-loaded liposomes exhibited area (2.6 ± 1.6 

µm2) similar to untreated ulcer group (3.5 ± µm2), 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 µm2 for normal 

epithelium (without ulcers), 6.00 ± 3.17 µm2 for the epithelium with ulcer but without 

treatment, 6.43 ± 1.82 µm2 and 6.62 ± 1.31 µm2 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 µm below the group of free 

molecule, but higher than for the negative control group, which showed an area of 

314.10 ± 59.71 µm. 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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CAPÍTULO 1 

 

 

1.1 Introdução 

 

Quando mecanismos de defesa da mucosa gástrica (secreção de muco, de 

bicarbonato e a produção de prostaglandinas) são vencidos pelos seus agentes 

agressores, como o ácido clorídrico (HCl), uso de antiinflamatórios, infecção pela 

bactéria Helicobacter Pylori, estresse, álcool, fumo, dentre outros, ocorrerá a erosão 

de uma área circunscrita da mucosa, que pode estender-se profundamente atingindo 

as camadas musculares ou, através do músculo até o peritônio, configurando-se uma 

úlcera (KUTTY et  al, 2005; COLA, 2006). 

 A úlcera gástrica acomete milhares de pessoas distribuídas pelo mundo, 

ocorrendo com frequência máxima naquelas com faixa etária entre 40 e 60 anos, 

apesar de atualmente ser também observada em crianças e, até mesmo em lactentes 

(BRUNNER, 2005). Manifesta-se inicialmente através de náuseas, vômitos, 

desconforto epigástrico, azia e dor, podendo ocorrer inclusive hemorragia. As 

características clínico-epidemiológicas da doença conferem um problema de saúde 

pública tornando necessários estudos que busquem alternativas para o tratamento ou 

prevenção destas lesões (KUTTY et al, 2005).    

Atualmente, há um grande interesse no estudo de compostos bioativos que 

estimulem aceleração no reparo das úlceras, diminuindo o tempo de tratamento e 

consequentemente, promovendo uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes. 

Os polissacarídeos sulfatados vem sendo considerados uma promissora alternativa 

neste reparo tecidual (COSTA, 2010). Dentre os polissacarídeos, a Fucana é a mais 

amplamente estudada de todos os polissacarídeos sulfatados de origem não mamífera 

(PEREIRA et al., 2002). Esta biomolécula se destaca por apresentar diversas 

atividades biológicas incluindo atividade anticoagulante (USHAKOVA et al, 2009), 

antitumoral (ELLOUALI et al, 1994), antiinflamatória e antioxidante (CUMASHI et al, 

2007), gastroprotetora (LI et al, 2008) entre outras. 

Em estudo realizado sobre a atividade antiúlcera da fucana extraída da Fucus 

vesiculosus foi observado um efeito gastroprotetor, por promover epitelização, 

organização celular, tendência de regeneração da mucosa e redução do tamanho da 

úlcera aguda (CHOI et al, 2010). Essa atividade citoprotetora poderia ser 

potencializada com a utilização de sistemas de liberação controlada, a exemplo dos 
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lipossomas, que são vesículas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas 

lipídicas as quais se organizam espontaneamente em meio aquoso. Essas vesículas 

são consideradas excelentes nanocarreadores devido a sua flexibilidade estrutural 

relacionada ao tamanho, composição e fluidez da bicamada lipídica, como na sua 

capacidade de encapsular substâncias hidrofílicas e/ou lipofílicas. Além disso, são 

biodegradáveis, biocompatíveis e não imunogênicos (TORCHILIN, 2005). 

Neste contexto, ressalta-se a riqueza deste estudo, uma vez que propõe o 

estudo da utilização de produtos naturais e a nanotecnologia para o desenvolvimento 

de novos sistemas com potencial utilização no tratamento da úlcera. 

Assim, o presente estudo teve como propósito experimental o desenvolvimento 

de formulações lipossomais contendo fucana, extraída da espécie Sargassum 

cymosum, e avaliação da atividade gastroprotetora na sua forma livre e encapsulada 

em lipossomas. Ressaltamos que não há relatos na literatura utilizando esta fucana na 

sua forma livre para a finalidade em questão, e nem na sua forma encapsulada. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

 

1.2.1. OBJETIVO GERAL  

 

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

nanoencapsulada em lipossomas. 

 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Desenvolver lipossomas contendo fucana; 

• Caracterizar as formulações obtidas; 

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

nanoencapsulada; 

• Induzir úlcera aguda em ratos Wistar utilizando ácido acetilsalicílico; 

• Investigar a ação antiúlcera in vivo da fucana livre e nanoencapsulada em 

lipossomas;  

• Avaliar histologicamente as úlceras gastroduodenais induzidas; 
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1.3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.3.1 FISIOLOGIA GÁSTRICA  

 

O estômago é constituído por várias camadas de músculo liso e divide-se em 

três porções: fundo, corpo e antro pilórico, ambos delimitados por dois esfincteres: na 

parte superior ou proximal do estômago, pelo esfincter esofagiano inferior, e na sua 

parte inferior ou distal, pelo esfincter pilórico ou piloro (Figura 1.1). É a maior dilatação 

do trato digestivo com capacidade de armazenar de 1,5 a 2,5 litros, variando de forma 

em cada indivíduo. Dependendo da sua posição e quantidade de alimento, está em 

contato com a parede abdominal anterior, face visceral do lobo esquerdo do fígado e 

diafragma, e a sua parede anterior, completamente coberta pelo peritônio. Sendo sua 

principal função a digestão enzimática de proteínas (HAMILTON, 1991; KUTCHAL, 

1996). 

 

 

 

Figura 1.1 – Divisão anatômica do estômago (RIOS ,2009). 

 

A mucosa gástrica pode ser dividida em três regiões glandulares. A porção 

glandular cardíaca que contém células glandulares secretoras de muco e está 

localizada abaixo do esfíncter esofagiano inferior, a porção glandular oxíntica que 

corresponde às células parietais secretoras de ácido clorídrico, abrangendo cerca de 

80% do estômago (fundo e corpo), células principais (produtoras de pepsinogênio), 

células produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafinas 

(ECL) que liberam histamina. Por fim, a porção glandular pilórica que abrange 20% da 

área total do estômago (antro), apresenta os mesmos tipos celulares que as glândulas 
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oxínticas, excetuando as células parietais (Figura 1.2) (COSTA, 1994; JAIN et al, 

2006).  

 

 

 

Figura 1.2 – Elementos estruturais da mucosa gástrica, representando o tipo celular e 
a substância produzida. Fonte: www.medicinageriatrica.com.br 

 
 

No estômago há um equilíbrio entre os agentes agressores (HCL, pepsina, sais 

biliares, infecção por microorganismos) e agentes gastro-protetores como a camada 

de muco-bicarbonato que confere proteção física e química, a microcirculação (fluxo 

sanguíneo), a presença de compostos sulfidrílicos não-protéicos (NP-SH) e glutationa 

constituem fatores importantes de proteção epitelial (OLINDA, 2008). 

Os fatores que controlam a secreção ácida, a digestão e a produção de fatores 

citoprotetores, são de grande complexidade, com participação do sistema nevoso 

central (SNC), plexo mioentérico, sistema nervoso autônomo, hormônios, 

neurotransmissores e autacóides. A inervação intrínseca do estômago é constituída 

pelo plexo mioentérico que inerva as camadas musculares e regula a função motora, e 

o plexo submucoso que inerva a submucosa e regula a secreção e absorção 

gastrointestinal. Neurônios recebem aferência do SNC através das fibras do sistema 

nervoso simpático e parassimpático (inervação extrínseca) e de outros neurônios 

entéricos (neurônios sensoriais e interneurônios) (COSTA, 1994 ;FOURMY, 2006). 

As fibras pós-ganglionares inervam diretamente os vasos sanguíneos e a 

musculatura lisa, estimulam a contração da muscular da mucosa e de alguns 

esfíncteres, e inibem a motilidade e a atividade secretora do trato gastrointestinal, 

ambas funções da inervação simpática. Já o sistema parassimpático atua nos gânglios 

do plexo mioentérico, estimulando a atividade motora e secretora (PLEURA, 2008). 
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1.3.1.1 MECANISMOS PROTETORES DA MUCOSA GÁSTRICA 

 

A camada de muco é uma das principais barreiras que isolam as células do 

lúmen e a superfície de células apicais, onde ocorrem às variações de pH, conteúdo 

osmótico e calórico da refeição. O epitélio gástrico é recoberto por esse muco que é 

aderente, contínuo, gelatinoso e viscoelástico. Um gradiente de pH é formado e 

permanece diferente entre as células apicais e as do lúmen gástrico, assim a difusão 

de moléculas do lúmen para o tecido passa a ser restrita ou limitada, o que confere 

proteção (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 proteína altamente polimérica, ligada a 

numerosas cadeias laterais de oligossacáridos higroscópicos e hidrofílicos que 

contribuem para a formação de estrutura semelhante a gel, apresentam em sua 

composição 20 % de proteínas e 80 (oitenta) % de carboidratos. Após a sua liberação 

para a superfície epitelial, as mucinas se hidratam formando uma cobertura  gelatinosa 

que adere ao epitélio protegendo-o contra a abrasão mecânica e invasão bacteriana 

(GOLD et al, 1981; GAUTIER et al, 2004). 

Quanto à fração glicídica de sua molécula, as mucinas podem ser  divididas em 

dois grandes grupos, representadas pelas mucinas neutras, ricas  em glicogênio, e 

mucinas ácidas, ricas em ácido siálico ou radicais sulfatados. Apesar das diferenças 

químicas em seus constituintes glicídicos, os dois tipos de mucinas, aparentemente, 

possuem as mesmas funções biológicas (FILIPE, 1979). 

As mucinas ácidas possuem na sua fração glicídica grande quantidade de 

ácido siálico (mais que 10 mol/%). A porção glicídica é composta principalmente por 

glucosamina, galactosamina e frutose. Dividem-se em dois subgrupos representados 

pelas sulfomucinas e sialomucinas segundo a predominância de radicais sulfatados ou 

de ácido  siálico, respectivamente, na sua porção glicídica. Quando se analisa a fração  

protéica das mucinas ácidas, a prolina, treonina e glicina são os aminoácidos mais 

presentes (GOLD et al, 1981). 

A estimulação da secreção ácida aumenta a habilidade da mucosa gástrica em 

resistir a lesões. As células parietais quando liberam o íon H+, transportam o íon 

bicarbonato pela membrana basolateral através da troca de Cl-/HCO3-, que resulta 

maior disponibilidade de bicarbonato. Uma molécula de dióxido de carbono (CO2) é 

convertida em HCO3-, para cada íon H+ secretado pelas células parietais, o que 

constitui a conhecida maré alcalina, após a secreção do ácido gástrico, protegendo 



7 

 

assim a mucosa gástrica, outros estudos, in vivo e in vitro, reforçam o efeito protetor 

da maré alcalina (Figura 1.3) (SCHUBERT, 2008). 

A composição química e a disposição anatômica das células epiteliais gástricas 

conferem proteção intrínseca a mucosa, a sua composição e estrutura histológica e 

anatômica, preservam as células existentes e repõem o tecido lesionado. As junções 

intercelulares fechadas e outras barreiras controlam a passagem de agentes lesivos 

do lúmen para a mucosa, espaços intersticiais e submucosos. Os agentes que 

conseguem atravessar essas barreiras, ainda serão restritos a membrana celular, que 

é composta de elevadas concentrações de fosfolipídios que conferem o caráter de 

hidrofobicidade da mucosa gástrica, a qual restringe a difusão de partículas como os 

íons H+ (SCHUBERT, 2008). 

A migração e divisão celular promovem reparo ao tecido lesionado, essas 

células do colo glandular entram em divisão e migram para a superfície do epitélio, 

diferenciando-se em células superficiais. O fator de crescimento epidermal (EGF) 

estimula a proliferação e migração celular, modula o fluxo sanguíneo, e inibe a 

secreção de ácidos e pepsina, contribuindo para a cicatrização de úlceras 

(SCHUBERT, 2008). 

 

 

 

Figura 1.3 – Mucosa gástrica e mecanismos de defesa (RIOS, 2009). 
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Alguns aspectos bioquímicos são relevantes na citoproteção gástrica, como o 

sistema antioxidante, o óxido nítrico (NO) e as prostraglandinas (PGs). O estômago 

normal produz a maior parte de PGs na isoforma COX-1 (constitutiva), enquanto a 

COX-2 (induzida) atua como fator importante no reparo de úlceras, através de 

mecanismos indiretos como aumento de produção de muco e bicarbonato, inibição da 

motilidade gástrica e secreção ácida, manutenção do fluxo sanguíneo, inibição de 

apoptose, inibição da ativação de mastócitos e diminuição da aderência leucocitária no 

endotélio vascular (WALLACE, 2001). 

Quando um agente irritante invade o espaço subendotelial, neurônios 

sensoriais aferentes são capazes de desencadear uma resposta, que gera um 

aumento no fluxo sanguíneo da mucosa que permite o tamponamento do ácido ou 

outro agente irritante e uma rápida remoção de substâncias tóxicas, com isso há uma 

limitação na sua penetração para camadas mais profundas. Além desse aspecto 

promove a chegada de uma quantidade ideal de oxigênio, nutrientes e bicarbonato 

(WALLACE, 2001). 

O sistema imunológico da mucosa inclui a participação das células como 

mastócitos e macrófagos, que mobilizam o sistema imunológico celular 

desencadeando uma resposta local quando ocorre uma agressão, se todos os 

mecanismos superficiais de defesa da mucosa falham e uma lesão é instalada, inicia-

se uma resposta inflamatória aguda, caracterizada pela migração de neutrófilos para a 

lesão, numa tentativa de reduzir a entrada de microorganismos na circulação sistêmica 

e facilitação do reparo tecidual (WALLACE, 2001). 

A modulação farmacológica do esvaziamento gástrico, da motilidade duodenal, 

e da mistura ácido-base representam mecanismos de defesa, por impedirem a 

compressão de pequenos vasos, o que poderia favorecer a lesão endotelial, 

desenvolvimento de congestão e estase, como etanol (SCHUBERT, 2008). 

A mucosa não é impenetrável a diversas substâncias ingeridas ou produzidas. 

Deste modo, a formação de úlceras e a ocorrência de injúrias são inevitáveis 

(BERSTAD, 1993).  A úlcera gástrica é uma lesão da mucosa estomacal que afeta um 

número significativo de pessoas no mundo, sendo considerada há bastante tempo 

uma das importantes causas de morbidade e mortalidade (DONATINI, et al., 2011). A 

úlcera desenvolve-se quando há um desequilíbrio entre os agentes proterores e 

agressores da superfície luminal das células epiteliais do estômago. Entre os agentes 

agressores se incluem a hipersecreção gástrica, pepsinas,  infecção pelo Helicobacter 

pylori, uso de antinflamatórios ou aspirina, fatores genéticos, isquemia, hipoxia, uso de 

álcool e tabagismo. Entre os agentes defensores, pode-se destacar a produção de 
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muco e secreção de bicarbonato, produção de prostaglandinas, fatores de crescimento  

e fluxo sanguíneo local (AWAAD, 2012). 

O mecanismo etiológico dessas lesões envolve processos isquêmicos, com 

liberação de radicais livres, e aparecimento de um infiltrado inflamatório com 

predominância de neutrófilos, fazendo com que a mucosa gástrica desenvolva 

características histopatológicas e alterações ultraestruturais e funcionais que resultam 

em lesões. Agressões teciduais agudas estão associadas à  ruptura da membrana e 

injúria e esfoliação da supérficie do endotélio. Quando alcançam camadas profundas 

da  mucosa podem atingir o endotélio vascular, o que diminui o fluxo sanguíneo, reduz 

assim o aporte de oxigênio e nutrientes, resultando no aparecimento da lesão 

(CARVALHO et al, 2011; DIAS, 2009; SILVA, 2005).  

Inicialmente os sintomas podem ser inexistentes. No entanto, com o 

agravamento da lesão inicial, o paciente começa a apresentar como principal queixa a 

dor, presente em 80 (oitenta) % dos pacientes e a dispepsia, que é um conjunto de 

sintomas gástricos que podem incluir naúseas, desconforto epigástrico,  mal estar e a 

sensação de plenitude ou empachamento. Em casos mais graves o paciente pode 

apresentar hemorragia digestiva, emagrecimento, abdome agudo por perfuração, 

vômitos, entre outros (KUTTY et al, 2005; WANG, 2012).  

Para confirmação diagnóstica, além do exame físico é necessário a realização 

de uma esofagoduodenoscopia com biópsia, pois a mesma permite identificar a lesão, 

determinar a sua anatomia e acompanhar a evolução após o tratamento, com 

confirmação anatomopatológica devido o diagnóstico diferencial com o câncer de 

estômago. A terapêutica mais comumente utilizada para o tratamento da úlcera 

estomacal relaciona-se à utilização de uma mistura de antibióticos, inibidores da 

bomba de prótons e sais de bismuto,  antagonistas do receptor 2 da histamina e 

análogos da prostaglandina E , acompanhados da redução do estresse e repouso, 

cessação do tabagismo, modificação da dieta e acompanhamento médico sistemático 

(KUTTY et al, 2005; SMELTZER, 2005). 

Devido à magnitude  do problema causado pelas úlceras gástricas que afetam 

direta e negativamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos, os estudos que 

buscam a incorporação de novos mecanismos que visa uma prevenção e/ou 

tratamento, se tornaram de grande interesse. Com isso, o estudo de compostos 

bioativos que apresentam uma propriedade antiúlcera e gastroprotetora se tornou uma 

alternativa em potencial para a diminuição da incidência de lesões e aceleração no 

reparo tecidual, diminuindo o tempo de tratamento e consequentemente promovendo 

uma melhoria na qualidade de vida. A fucana, um polissacarídeo sulfatado, extraído de 

algas marrons e invertebrados marinhos, com várias propriedades de interesse na 
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biotecnologia de produtos naturais, como antiúlcera, antitumoral, anticoagulante, 

fibrinolítica, cicatrizante, entre várias outras atividades biológicas, pode ser alternativa 

para o tratamento anti-úlcera. (WIJESEKARA, 2011; CHOI et al, 2010). 

 

1.3.2 FUCANA 

 

 Mais de 70 % (setenta) da superfície do mundo está coberta por oceanos, e a 

grande diversidade de organismos marinhos oferece uma rica fonte de produtos 

naturais. O Ambiente marinho contém uma fonte de compostos funcionais, como 

polissacarídeos, 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 Farmácia da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). No entanto, ainda são escassas as 

informações, documentadas em artigos científicos, sobre as substâncias isoladas e a 

atividade biológica 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 autotróficos que podem ser encontrados em ambientes aquáticos e terrestres 

úmidos que possuem diferenças estruturais e formam vários compostos bioativos, 

apresentando diversas atividades biológicas. Uma característica interessante em 

particular é a sua riqueza em polissacarídeos sulfatados (PSs), e devido a essa 

propriedade, tem atraído um interesse especial para a sua aplicação na indústria 

alimentícia, cosmética, farmacêutica e aplicações na microbiologia e biotecnologia 

(REN, 1997).   

A quantidade de PSs encontrada nas algas marinhas, pode ser diferente de 

acordo com as três principais divisões das algas: Chlorophyceae (algas verdes), 

Rhodophyceae (algas vermelhas) e Phaeophyceae (algas castanhas) (Figura 1.4). As 

algas são encontradas em abundância no litoral brasileiro, especialmente no litoral 

nordestino e  dentre os principais PSs encontrados, podemos destacar a fucana que 

está presente nas  algas marrons, família Phaeophyceae. No entanto, não são as 

únicas fontes. Os equinodermos (Pepino e ouriço do mar) também apresentam em sua 

constituição a fucana (COSTA, 2010). 

Nas algas, a fucana  está localizada na matriz mucilagenosa e devido ao seu 

caráter altamente higroscópico, acredita-se que protejam a alga da desidratação 

quando essa é submetida a longos períodos de exposição ao sol durante as marés 

baixas. A natureza mucilagenosa destes compostos, também parece contribuir para 
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tornar a alga flexível o bastante para crescer em ambiente líquido e rígida 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 homopolímeros (homofucanas) 

constituída essencialmente por unidades de α-L-fucose e grupos sulfato (Figuras 1.5), 

e de heteropolímeros (heterofucanas), que além destes constituintes, podem 

apresentar diferentes proporções de unidades de D-galactose, D-manose, D-xilose, L-

ramnose, e/ou ácido D-glucurônico, além de grupos acetil (Figura 1.6)  (LI et al, 2008; 

VIDAL et al, 2010).  

Os Equinodermos são conhecidos por produzirem homofucanas sulfatadas 

com cadeias lineares e regulares padrões de sulfatação (MULLOY et al, 2000). Já as 

algas castanhas (Phaeophyceae) produzem, em sua grande maioria, fucanas 

ramificadas que são usualmente heterogêneas em sua composição monossacarídica e 

com um padrão de sulfatação irregular (BILAN et al, 2004). 

 

 

 

 

Figura 1.5 – Estrutura química da Fucana (KIM, 2010). 

 

Em relação a sua estrutura química, são classificadas como complexas, 

estando relacionadas às diversas possibilidades de ligação entre os diferentes  

c b a 
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Figura 1.6 – Formas de homopolímeros (homofucanas) e heteropolímeros 

(Heterofucanas) (Adapatado de Hidari, 2008). 

 

monossacarídeos e a distribuição dos grupos sulfato, fazendo com que cada uma 

apresente uma conformação estrutural única, conferindo, portanto, atividades 

biológicas distintas ou mais potentes. Tais diferenças estruturais podem variar de 

espécie para espécie, e às vezes, na mesma espécie (ALVES, 2000; HAROUN-

BOUHEDJA et al., 2000).  

 Várias atividades referentes à fucana foram descritas por diversos autores, tais 

como atividade angiogênica (SOEDA, et al. 2000; MATSUBARA,  et al., 2005), 

anticoagulante (NISHINO, et al., 1991ª; ALBUQUERQUE, et al., 2004; SILVA, et al., 

2005), antioxidante (RUPEREZ et al., 2002), antiadesiva (HAROUN-BOUHEDJA et al., 

2000; ROCHA, et al.,2001), antitrombótica (MAURAY, et al.,1998; ROCHA, et al., 

2005b; BARROSO, et al.,2008;), fibrinolítica ( NISHINO, et al., 2000), e a atividade 

antiúlcera (CHOI, 2010). 

 A atividade gastroprotetora da fucana, extraída da Fucus vesiculosus, foi 

observada em estudo com indução de úlceras gástricas por aspirina. A proteção foi 

evidenciada pela redução no número de lesões, pequena dilatação de células 

gástricas, pequena perda da arquitetura da mucosa e tendência à esfoliação epitelial 

reduzida, quando comparados ao grupo com úlceras sem pré-tratamento com a 

biomolécula, revelando proteção significativa no grupo tratado, por proporcionar uma 

maior organização glandular e tendência de regeneração da mucosa (CHOI et al, 

2010). 

 Afim de potencializar o efeito gastroprotetor e anti-úlcera da fucana, bem como  

de outras moléculas bioativas, a nanotecnologia através dos sistemas de liberação 

controlada de fármacos, pode ser adotada com o objetivo de maximizar a eficácia 

farmacológica das biomoléculas encapsuladas, e minimizar os possíveis efeitos 

indesejáveis.  
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1.3.3 NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS DE LIBERAÇÃO CONTROLADA 

  

A nanotecnologia, tecnologia em que a matéria é manipulada à escala atômica 

e molecular, abrange atualmente diversas áreas incluindo a área da saúde, recebendo 

destaque como um importante campo de pesquisa com grande potencial de aplicação 

no diagnóstico e terapia de diversas patologias (MORALES, 2007).   

Durante muito tempo a utilização de vários compostos terapêuticos era limitada 

devido a retenção ou degradação do agente terapêutico, pela sua baixa solubilidade 

em água e pelos seus efeitos colaterais. Tais limitações motivaram vários grupos de 

pesquisa no desenvolvimento de sistemas capazes de transportar um composto 

terapêutico proporcionando uma liberação controlada do fármaco encapsulado com 

consequente melhoria na eficácia terapêutica e minimização dos efeitos tóxicos 

(MORALES, 2007; BATISTA, 2007). 

O objetivo primordial dos sistemas de liberação controlada é manter a 

concentração plasmática do fármaco entre os dois níveis críticos (tóxico e 

subterapêutico), por um tempo prolongado utilizando-se uma dosagem única (Figura 

1.7), buscam aumentar o potencial terapêutico de um composto, permanecendo com 

uma concentração plasmática constante e efetiva em função do tempo (MORALES, 

2007).  

 

 
Figura 1.7 – Farmacocinética comparativa de formas farmacêuticas convencionais e 

de liberação controlada (LIRA, 2007). 
 

 Os sistemas de liberação nanoestruturados podem proporcionar maior eficácia 

terapêutica dos fármacos encapsulados, com sua liberação progressiva e controlada, 

a partir da degradação de seus constituintes, e maior tempo de permanência na 

circulação sanguínea evitando doses tóxicas e subterapêuticas. A figura 1.8 descreve 
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vários nanosistemas que são desenvolvidos atualmente. Neste material detalharemos 

os lipossomas, uma vez que foram escolhidos para realização do trabalho. 

 

 
Figura 1.8 – Sistemas de Liberação controlada (LAPENDA et al.,2010). 

 

1.3.3.1 LIPOSSOMAS 

No início do século XX, Paul Ehrlich propôs o que ficou conhecido por “Bala 

Mágica de Ehrlich”. Nesse modelo, o fármaco seria ligado ao transportador e 
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idealmente exibiria sua atividade farmacológica apenas no tecido-alvo. O primeiro 

avanço nessa área deu-se em 1965 com o trabalho de Alec Bangham e 

colaboradores, os quais desenvolveram um sistema de difusão de íons através de 

membranas lipídicas artificiais, embora sem qualquer ligação imediata aos estudos de 

sistemas transportadores de fármacos. Nesse trabalho foi desenvolvido e 

caracterizado um sistema de vesículas fosfolipídicas e, três anos mais tarde, seria 

dado o nome de lipossomas (SANTOS, 2002; MACHADO, 2007; BATISTA et al, 

2007). 

Lipossomas são vesículas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas 

lipídicas que se organizam espontaneamente em meio aquoso (BRANDL; 

GREGORIADIS, 1994). Tais partículas são consideradas excelente forma de sistema 

de liberação controlada de fármacos e substâncias biologicamente ativas devido a sua 

flexibilidade estrutural relacionada ao tamanho, composição e fluidez da bicamada 

lipídica e na sua capacidade de encapsular substâncias hidrofílicas e/ou lipofílicas. 

Além disso, os lipossomas são biodegradáveis, biocompatíveis e não imunogênicos, 

características bastante atrativas para o desenvolvimento de sistemas terapêuticos 

(BAEUMNER, 2006). 

Os lipossomas, na maioria das vezes, são obtidos a partir fosfolipídios. De uma 

forma mais geral, podem ser obtidos a partir de qualquer substância anfifílica 

formadora de fase lamelar. São sistemas versáteis, que podem ser modificados 

quanto ao tamanho, lamelaridade, superfície, composição lipídica, volume e 

composição do meio aquoso interno, conforme as necessidades farmacológicas 

(SANTOS, 2002; MACHADO, 2007). O colesterol também é um componente lipídico 

que faz parte da maioria das formulações lipossomais. Atua melhorando a fluidez da 

bicamada lipídica, aumentando rigidez das membranas no estado “cristal-líquido” e 

reduzindo a rigidez e os defeitos estruturais das membranas no estado “gel” (KIM, 

2006). A carga das vesículas lipossomais é uma característica importante uma vez 

que podem modular o destino dos lipossomas no organismo, além de impedir a 

agregação das vesículas lipídicas por repulsão eletrostática. A estearilamina é um 

exemplo de lipídio que apresenta uma carga positiva, e a fosfatidilserina e 

fosfatidilglicerol, uma carga negativa (BANERJEE, 2001; FRÉZARD et al, 2005) . 

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho, número de 

lamelas, e constituição lipídica (o que também condiciona a sua carga). O tamanho 

das vesículas lipídicas varia dependendo do modo de preparação. Podem ser 

classificados como vesículas multilamelares grandes (MLV – Multillamelar Large 

Vesicles) que são lipossomas de tamanho em escala micrométrica que possuem 

vários compartimentos aquosos e lipofílicos intercalados; vesículas unilamelares 
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grandes (LUV – Large Unillamelar Vesicles), lipossomas que apresentam um único 

compartimento interno aquoso e um lipofílico (bicamada lipídica); e os lipossomas em 

escala nanométrica que também possuem apenas um compartimento interno aquoso 

e um lipofílico (bicamada lipídica), que são classificados como vesículas unilamelares 

pequenas (SUV – Small Unilamellar Vesicles) (Figura 1.9) (MACHADO et al, 2007; 

SANTOS et al, 2002).  

 

 

 

 
Figura 1.9 - Classificação dos lipossomas quanto ao tamanho e ao número de lamelas 

(LASIC, 1998). 
 
 

Quanto à composição química os lipossomas são classificados em: lipossomas 

convencionais que são compostos basicamente de fosfolipídeos, colesterol e/ou um 

lipídio com carga (positiva ou negativa); lipossomas de longa circulação ou furtivos, 

que são obtidos pelo revestimento da superfície da bicamada lipídica com polímeros 

hidrofílicos sintéticos inertes e biocompatíveis, especificamente os polietilenoglicóis, 

componentes hidrofílicos naturais, como o monossialogangliosídeo MG1 e 

fosfatidilinositol, (TORCHILIN, 2005; IMMORDINO et al, 2006); Além desses, há os 

lipossomas direcionados ou sítio-específicos caracterizam-se por apresentar em sua 

superfície moléculas como anticorpos, proteínas, carboidratos e peptídeos, sem o 

comprometimento da membrana lipídica e alteração na função do ligante. Lipossomas 

polimórficos são aqueles que se tornam reativos devido à mudança na sua estrutura 

desencadeada por uma alteração de pH, temperatura ou carga eletrostática, dentre 

esses podemos citar os lipossomas catiônicos que apresentam carga positiva na 

superfície e têm sido utilizados para terapia gênica, liberando ácidos nucléicos dentro 

das células (TORCHILIN, 2005). 
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Figura 1.10 - Classificação dos lipossomas quanto à constituição. Lipossomas 

convencionais, Lipossomas sítio-específicos, Lipossomas furtivos, Lipossomas 

polimórficos (catiônico) (modificado de TORCHILIN, 2005). 

 

O método mais utilizado para a obtenção de formulações lipossomais é a 

hidratação do filme lipídico, onde os lipídios e o fármaco lipofílico são dissolvidos em 

solvente orgânico, seguido da evaporação do solvente e formação do filme lipídico. 

Posteriormente é realizada a hidratação do filme com água ou solução tampão, sob 

agitação, sendo formados os lipossomas multilamelares (GLAVAS-DODOV et al, 

2005; CHRISTENSEN et al, 2007). Para a obtenção dos lipossomas SUV as 

preparações de MLV, são submetidas à ação do ultra-som, com a ajuda de um banho 

ou de uma sonda. Este é um método rápido e resulta em lipossomas com tamanho 

homogêneo (VEMUR, 1995; ANDRADE et al, 2004; HATZI et al, 2007). 

Para o estudo da caracterização dos lipossomas são avaliados parâmetros 

físico-químicos como o diâmetro médio das partículas, o índice de polidispersão, a 

carga da superfície, o potencial zeta e o pH das formulações. Ademais a eficiência de 

encapsulação, estudos de estabilidade e análise dos aspectos macroscópicos são 

avaliados (SANTOS-MAGALHÃES et al, 2000; ANDRADE et al, 2004). Através da 

microscopia óptica e eletrônica a morfologia dos lipossomas pode ser determinada 

(ANDRADE et al, 2004; MORAIS et al, 2008).  

Os estudos sobre a utilização de lipossomas por via oral se iniciaram após a 

hipótese de que poderiam vencer as barreiras de defesas do trato gastrointestinal, ou 
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aumentar a absorção de compostos fracamente absorvidos. (BANGHAM et al, 1965). 

Alguns relatos descrevem que a encapsulação de fármacos oferecem uma proteção 

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 difusão sugeriram que o aprisionamento lipossomal não facilitava o 

transporte de fármacos não absorvíveis pelo TGI e impediam o transporte de 

compostos absorvíveis (CHIANG et al, 2007).  

O revestimento de lipossomas com polímeros como o polietilenoglicol e 

quitosana, usando fosfolipídios saturados ou a reticulação da membrana lipossomal, 

bem como, lipossomas contendo sais biliares, são 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 o uso em vacinas por via 

oral (CONACHE  et al, 2001). No entanto, os mecanismos de sua liberação e absorção 

ainda não foram elucidados devido, dentre vários fatores, a complexidade da fisiologia 

gastrointestinal.  

Contudo, se torna necessária a realização de estudos que contemplem a 

utilização de fármacos encapsulados por via oral, o que pode contribuir para um maior 

esclarecimento e elucidação de mecanismos que potencializem a ação do fármaco, ou 

que resistam ao ambiente do trato gastrointestinal. Nesse estudo, foi utilizado 

lipossomas convencionais contendo fucana para potencializar sua ação citoproterora 

local no estômago e duodeno.  
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2.1 Resumo 

 

Neste estudo foi avaliada a ação gastroprotetora da fucana, um polissacarídeo 

sulfatado extraído da alga Sargassum cymosum, na sua forma livre e 

nanoencapsulada em lipossomas. Os lipossomas apresentaram um tamanho de 

partícula de 125,9 ± 1,2 nm, com índice de polidispersão 0,39 ± 0,02 e pH 6,89 ± 0,05 

e carga positiva, permanecendo estáveis por 30 dias. O estudo in vivo foi realizado em 

ratos Wistar através da indução de úlcera com ácido acetilsalisílico (200 mg/Kg). O 

estômago e o duodeno foram retirados para análises histológicas, avaliando-se a área 

com muco, espessura do epitélio glandular e vilosidades intestinais. Em relação a área 

de muco presente no estômago, os resultados mostraram que, no grupo pré-tratado 

com a Fuc, os animais permaneceram com uma média da área de muco semelhante 

ao grupo que não foi realizada indução da úlcera (7,5 ± 4,5 µm2 e 9 ± 6,7 µm2, 

respectivamente). Por outro lado, a fucana nanoencapsulada exibiu uma área (2,6 ± 

1,6 µm2) similar ao grupo com úlcera não tratada (3,5 ± µm2), sugerindo que o 

composto possivelmente não foi liberado a partir das vesículas no estômago, não 

promovendo, portanto nenhuma ação. As análises no duodeno revelaram uma área 

média de 7,52 ± 2,42 µm2 para um epitélio normal (sem úlcera), 6,00 ± 3,17 µm2 para o 

epitélio com úlcera sem tratamento, 6,43 ± 1,82 µm2 e 6,62 ± 1,31 µm2 para epitélio 

com úlcera após 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 liberação da fucana a partir dos 

lipossomas no duodeno, ao contrário do que ocorreu no estômago. Tais resultados 

revelam a ação gastroprotetora da fucana (Sargassum cymosum), até então nunca 

estudada e a sua encapsulação em lipossomas promoveu uma ação mais efetiva no 

duodeno. 

 
 

PALAVRAS-CHAVE: Fucana, Sargassum cymosum, Biomoléculas, Nanotecnologia, 

Lipossomas, Mucinas, Úlcera gástrica, Úlcera 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 µm2 ± 6.7 µm2, respectively). On the other hand, the animals 

treated with fucoidan-loaded liposomes exhibited area (2 2.6 ± 1.6 µm2) similar to 

untreated ulcer group (3.5 ± µm2), 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 µm2 for normal epithelium (without ulcers), 

6.00 ± 3.17 µm2 for the epithelium with ulcer but without treatment, 6.43 ± 1.82 µm2 and 

6.62 ± 1.31 µm2 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 Introdução 

 

A úlcera gástrica se configura por uma erosão de uma área circunscrita da 

mucosa, que pode estender-se profundamente, atingindo as camadas musculares ou, 

através do músculo até o peritônio. Este fato ocorre quando mecanismos de defesa da 

mucosa gástrica (secreção de muco, de bicarbonato e a produção de prostaglandinas) 

são vencidos pelos seus agentes agressores, como o uso da aspirina e 

antiinflamatórios não-esteroidais (AINES), o ácido clorídrico, infecção pela bactéria 

Helicobacter pylori, estresse, álcool, fumo, dentre outros (Kutty et al, 2005; Cola, 

2006). 

 A doença acomete milhares de pessoas distribuídas pelo mundo, ocorrendo 

com frequência máxima naquelas com faixa etária entre 40 e 60 anos, apesar de 

atualmente ser observada em crianças e, até mesmo em lactentes (Brunner, 2005). 

Manifesta-se inicialmente através de náuseas, vômitos, desconforto epigástrico, azia e 

dor, podendo provocar até a hemorragia. As características clínico-epidemiológicas da 

doença conferem um problema de saúde pública tornando necessários estudos que 

busquem alternativas para o tratamento destas lesões (Kutty et al, 2005).    

Atualmente, há um grande interesse no estudo de compostos bioativos e ou de 

novas formas farmacêuticas que estimulem uma aceleração no reparo de úlceras, 

diminuindo o tempo de tratamento e consequentemente, promovendo uma melhoria na 

qualidade de vida. Dentre estes compostos, pode-se citar a fucana, um polissacarídeo 

sulfatado extraído tanto de algas marrons como de invertebrados marinhos, com 

várias propriedades de interesse na biotecnologia de produtos naturais, como: 

antiúlcera (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 biológicas ( Wijesekara, 2011). 

A atividade gastroprotetora da fucana, extraída da Fucus vesiculosus, foi 

recentemente estudada por Choi e colaboradores (2010). Os autores realizaram 

estudo com úlceras gástricas induzidas por aspirina em ratos e verificaram que a 

proteção da mucosa estomacal foi evidenciada pela redução no número de lesões, 

pequena dilatação de células gástrica, pequena perda da arquitetura da mucosa e 

tendência à esfoliação epitelial reduzida, quando comparados ao grupo com úlceras 

sem pré-tratamento. Estes resultados revelaram que a fucana da F. vesiculosus 

promoveu uma proteção significativa por proporcionar uma maior organização 

glandular e tendência de regeneração da mucosa (Choi, et al, 2010). O trabalho de 

Choi foi pioneiro na investigação da atividade gastroprotetora da fucana e os 

excelentes resultados nos encorajaram a investigar se a fucana extraída da 
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Sargassum cymosum, alga coletada na costa sul do Estado de Pernambuco, também 

apresentaria esta atividade. Além disso, expandiríamos o estudo avaliando além do 

estômago, o intestino dos animais uma vez que pode ocorrer a presença de úlcera 

duodenal. 

Outra proposta sugerida no trabalho foi seguir a premissa de que a atividade 

farmacológica de biomoléculas pode ser potencializada através da encapsulação em 

sistemas de liberação controlada. Das várias formas de sistema de liberação 

controlada de fármacos, os lipossomas despertam grande interesse para pesquisa, 

aplicações analítica e terapêutica (Torchilin,  2005; Batista et al, 2007). Essas 

vesículas são consideradas excelentes nanocarreadores devido a sua flexibilidade 

estrutural (tamanho, composição e fluidez da bicamada lipídica) bem como na sua 

capacidade de encapsular substâncias hidrofílicas e/ou lipofílicas, além de serem 

biodegradáveis, biocompatíveis e não imunogênicos (Torchilin, 2005). Deste modo, os 

lipossomas foram os sistemas escolhidos para realização do trabalho.  

Neste contexto, ressalta-se a riqueza deste manuscrito, uma vez que propõe o 

estudo da utilização de produtos naturais e a nanotecnologia para o desenvolvimento 

de novos sistemas com potencial utilização gastroprotetora. 

Assim, o presente estudo teve como propósito experimental o desenvolvimento 

de formulações lipossomais contendo fucana, extraída da espécie Sargassum 

cymosum, e avaliação da atividade gastroprotetora na sua forma livre e encapsulada. 

Ressaltamos que não há relatos na literatura utilizando esta fucana na sua forma livre 

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

 

2.4 Materiais e métodos 

 
2.4.1 Material 

 

 As amostras da Fucana foram previamente extraídas 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 analítico 

fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha). As soluções aquosas foram preparadas 

com água purificada obtida pelo sistema de purificação Human UP 900 (Human 

Corporation, Korea).  
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2.4.2 Preparação dos lipossomas contendo fucana 

 

Lipossomas contendo fucana foram obtidos de acordo com o método de 

formação do filme lipídico, seguido de sonicação (Lira et al, 2009). Os lipídios, 

fosfatidilcolina de soja, o colesterol e a estearilamina (7:2:1, 42 mM) foram 

solubilizados em uma mistura de clorofórmio:metanol (3:1 v/v) sob agitação manual, e 

em seguida os solventes foram retirados por rota-evaporação. O filme formado foi 

então hidratado com tampão fosfato pH 7,4 contendo fucana  previamente solubilizada 

(1 a 2,0 mg/mL), para formação das vesículas lipídicas. 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 conseqüentemente diminuir as 

vesículas até o tamanho desejado. Por fim, os lipossomas foram congelados a –80°C 

e liofilizados (EZ-DRY, FTS System, USA), com utilização da trealose como 

crioprotetor, e armazenadas a 4 °C até utilização. 

 

2.4.3 Caracterização dos lipossomas contendo fucana 

 

2.4.3.1 Análise do tamanho de partícula, índice de polidispersão, carga da 

superfície e pH 

  

O diâmetro médio de partículas e o índice de polidispersão (PI), foram 

determinados pela técnica de espectroscopia de correlação de fótons (PSC) utilizando 

analisador de partícula a laser DelsaTM Nano-S a 25 ºC com ângulo de detecção de 

90º (Beckman Coulter, UK). As amostras de lipossomas (100 µl) foram diluídas 

adequadamente em água ultrapurificada (300 µl) e em seguida realizada a análise.  

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 ºC com dispersões de 50 µl da formulação lipossomas 

em 950 µl de água ultrapurificada. O pH dos lipossomas foi aferido utilizando um 

medidor de pH digital (Bioblock Científico 99.622, Prolabo, Paris, França) a 

temperatura ambiente 

As análises foram realizadas em triplicada e os resultados obtido apresentados 

pela média ± desvio padrão (DP). 
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2.4.3.2 Avaliação da estabilidade dos lipossomas 
 
 

 As formulações lipossomais contendo a fucana e sem a molécula (branca) 

foram submetidas a testes de estabilidade acelerada e após tempos pré-determinados 

(0, 7, 15, 30 dias) (Santos et al, 2000). Nestes testes, características físico-químicas 

dos lipossomas como aspecto macroscópico, tamanho de partícula, índice de 

polidispersão e variação de pH foram avaliadas. Para o teste de estabilidade 

acelerada, as formulações lipossomais foram submetidos à centrifugação a 6.000 rpm 

por 1h a 4 ºC (KN-70 Centrifuge, Kubota, Japão) e ao estresse mecânico a 180 

vibrações por min a 37 ºC por 48h (Polytest® 20 Bioblock Scientific).  

 

2.4.4 Estudo de lesões gastroduodenais induzidas em ratos wistar 

 

2.4.4.1 Animais 

 

Para os ensaios in vivo de úlceras gástricas foram utilizados 16 ratos machos 

Wistar  pesando 200 a 300 g. Os animais foram mantidos em ambiente ventilado sob a 

temperatura controlada com ração e água ad libitum, permanecendo acondicionados 

em gaiolas plásticas (49x34x16), sob condições 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 Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da UFPE (nº 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 não foram induzidas as úlceras; o grupo CN 

(controle negativo) com úlcera 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 Indução da úlcera  

 

Após 14 (quatorze) dias de tratamento, foi induzida a úlcera gástrica nos 

animais de acordo com Choi e colaboradores (2010). Para indução da úlcera, os 

animais permaneceram em jejum durante 48h, em seguida receberam administração 

de ácido acetilsalicílico (200 mg/kg), em carboximetilcelulose, por gavagem.  
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2.4.4.3 Análises histopatológicas e histomorfométricas de estômago e duodeno 

de ratos 

 

 

As analises histopatológicas foram realizadas no Centro Acadêmico de Vitória, 

no Laboratório de Biotecnologia e Fármacos. 

Após quatro horas da indução da úlcera, os animais foram sacrificados por 

eutanásia com overdose do anestésico (Urethame 1,25 g/kg). O estômago e o 

duodeno foram coletados, clivados e imersos em uma solução de formol a 10% neutro 

tamponado (NBF), permanecendo nesta solução por 48 horas. Após esse 

procedimento, os fragmentos foram desidratados em álcool etílico em concentrações 

crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluídos em parafina. Os blocos 

foram cortados em micrótomo ajustado para 4 µm. Finalmente, os cortes obtidos foram 

transferidos para lâminas untadas com albumina e mantidos em estufa regulada à 

temperatura de 37ºC, por 24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos à 

técnica de coloração por Alcian Blue e.Hematoxilina-Eosina (H.E.). 

As imagens histológicas foram capturadas por câmera digital (Moticam 3.0) 

acoplada ao microscópio óptico (Nikon-E200), sob foco fixo e clareza de campo, 

obtendo-se 30 campos por lâmina com aumento final de 400X. As fotomicrografias 

foram avaliadas através do software ImageJ versão 1.44 (Research Services Branch, 

U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 

 

 

 

2.4.4.3.1 Análise da presença de muco 

 

A análise do muco presente tanto no estômago como no intestino foi efetuada 

através de cortes corados com Alcian Blue em pH 1,0 e 2,5, específicos para 

sulfomucinas e sialomucinas/sulfomucinas, respectivamente. A análise foi realizada 

utilizando 60 campos de 100µm x 100µm, por grupo de animais, escolhidos 

aleatoriamente, utilizando a contagem automática do programa através da ferramenta 

de segmentação de cores. Finalmente os resultados foram obtidos a partir da área 

encontrada (µm2). 
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2.4.4.3.2 Análise do epitélio glandular e vilosidades intestinais 

 

Para análise do epitélio glandular e vilosidades intestinais a avaliação foi 

efetuada a partir de imagens dos cortes corados com HE. Nesta análise foram 

efetuadas 400 medidas do epitélio glandular do estômago e intestino, e 100 medidas 

das vilosidades intestinais, por grupo de animais, obtendo uma espessura epitelial em 

micrômetros (µm). As medidas do epitélio glandular do estômago foram realizadas da 

muscular da mucosa até a extremidade da glândula. 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 região basal até a sua extremidade. 

 

2.4.5 Análise estatística 

 

Os resultados encontrados foram descritos pelo valor médio e respectivo 

desvio padrão. Foram adotados os testes t-Student pareado, bem como o de Kruskal-

Wallis, para análise de variância, das mesmas variáveis, em todos os grupos. Todos 

os dados obtidos foram avaliados com programa estatístico SPSS. 

 

2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.5.1. Caracterização físico-química dos lipossomas contendo fucana 
 
 

Lipossomas contendo fucana (Lipo-FUC) em diferentes concentrações foram 

obtidos através do método de hidratação do filme lipídico, seguido de sonicação. A 

concentração de 1 mg/mL foi escolhida uma vez que não apresentou precipitação da 

fucana, ao contrário das formulações contendo 1,5 e 2 mg/mL que apresentaram 

precipitados. Após preparadas, as formulações escolhidas apresentaram um aspecto 

leitoso, homogêneo e com reflexo azulado (efeito tyndall) típico de vesículas 

unilamelares pequenas. 

O tamanho médio, o índice de polidispersão, pH e o potencial zeta podem ser 

observados na tabela 1. O tamanho médio das vesículas contendo fucana (Lipo-FUC) 

e lipossomas sem fucana (LB) foi 125,9 ± 1,2 e 125,1 ± 0,3 nm, respectivamente, não 

sendo observada diferença significativa entre elas.  O índice de polidispersão do Lipo-

FUC e LB foi de 0,39 ± 0.02 e 0,28 ± 0,09, respectivamente indicando que as 

formulações são monodispersas, uma vez que valores abaixo de 1 indicam 
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preparações homogeneas (Lapenda, 2010). Em relação ao pH, as formulações 

apresentaram valores próximos 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 é explicado pela constituição 

lipídica das vesículas, as quais contêm o lipídeo estearilamina de carga positiva. 

Segundo Tedesco e colaboradores (2007) quanto mais distante de zero, o valor indica 

estabilidade física do sistema, uma vez que promove repulsão eletrostática das 

vesículas. Geralmente, é almejado que o potencial zeta em suspensão seja em torno 

ou maior que 30 mV (positivo ou negativo), possibilitando que o sistema permaneça 

estável.   

 

 

Tabela 1 - Tamanho de partícula, índice de polidispersão, pH e potencial zeta de 

Lipossomas com e sem fucana. 

Formulações 
Tamanho de 

partícula (nm) 
Índice de 

polidispersão 
pH Potencial 

Zeta (mV) 

Lipo-FUC 125,9 ± 1,2 0,39 ± 0,02 6,89 ± 0,05 +41,5 ± 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 fármaco. 

 

 

As supensões lipossomais Lipo-FUC e LB foram submetidas aos testes de 

estabilidade acelerado, através de estresse mecânico e de centrifugação e em seguida 

o tamanho de partícula, o índice de polidispersão, o pH foram avaliados conforme 

pode ser verificado na Tabela 2. Observou-se que as formulações Lipo-FUC e LB 

mantiveram-se estáveis após o teste de simulação de transporte por agitação 

mecânica. Em relação ao teste de centrifugação, as formulações de Lipo-FUC 

apresentaram um aumento no o tamanho de partícula, com um valor de 191,0 ± 4,8 

nm, aumento esperado devido à ação da força da gravidade, não significando 

instabilidade nas formulações, uma vez que não foi observado presença de 

precipitação da fucana, presença de grumos ou separação de fases. Todas as 

formulações foram analisadas macroscopicamente observando-se características 

como homogeneidade, cor, viscosidade, deposição de materiais, formação de grumos, 

e separação de fases. Após análise, não foi observada nenhuma alteração na 

aparência visual permanecendo como uma suspensão branca leitosa com reflexo 

azulado.  
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Tabela 2 - Tamanho de partícula, índice de polidispersão e pH, de Lipossomas com 

Fucana, antes e após os testes de estresse mecânico e centrifugação. 

Para os teste de estabilidade a logo prazo foram verificados o tamanho de 

partícula, índice de polidispersão e pH das formulações após 0, 7, 15 e 30 dias 

(Tabela 3). A avaliação foi realizada através da ressuspensão dos liófilos de Lipo-FUC 

e LB com quantidade suficiente de tampão fosfato, para atingir as condições iniciais. 

Em todo o período, não foi verificada nenhuma alteração visual nas formulações. O 

índice de polidispersão não exibiu alteração significativa, apresentando um valor 

médio de 0,30, indicando que as formulações se mantiveram monodispersas. Já em 

relação ao pH houve uma variação de  6,89  ± 0,05 a 7,34 ± 0,07, não significando 

instabilidade para as formulações, uma vez que a maior preocupação está relacionada 

ao aumento da acidez que pode indicar degradação dos componentes da dos lipídeos 

presentes na bicamadalipidica (Tedesco, 2007). Em relação ao tamanho houve um 

aumento gradativo com o tempo, no entanto, permanecendo dentro da faixa 

nanométrica e não sendo fator limitante para administração por via oral. 

 
 

Parâmetros Lipo-Branco Lipo-Fucana 

Características iniciais 

Ø: 125,1 ± 0,3 nm Ø: 125,9 ± 1,2 nm 

PDI: 0,28 ± 0,09 PDI: 0,39 ± 0,02 

pH: 7,61 ± 0,24 pH: 6,89 ± 0,05 

AM: Estável AM: Estável 

Centrifugação  

(6000 r.p.m., por 1h a 4˚C) 

Ø: 149,55 ± 9,83 nm Ø:191 ± 4,8 nm 

PDI: 0,278 ± 0,01 PDI: 0,31 ± 0,01 

pH: 6,93 ± 1,48 pH: 7,29 ± 0,03 

AM: Estável AM: Estável 

Estresse mecânico  

(180 vibrações/min - 48h - 37˚C) 

Ø: 129,73 ± 46,59 nm Ø: 130,1 ± 1,5 nm 

PDI: 0,351 ± 0,01 PDI: 0,30 ± 0,02 

pH: 6,92 ± 0,47 pH: 7,25 ± 0,05 

AM: Estável AM: Estável 

Ø: Tamanho de partícula; PDI: Índice de polidispersão; pH: Potencial hidrogênionico; AM: 

Análise macroscópica: homogeneidade, cor, viscosidade, deposição de materiais, 

formação de grumos, cremagem, floculação, coalescência e separação de fases. 
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Tabela 3 - Tamanho de partícula, índice de polidispersão e pH de Lipossomas com 

Fucana em tempos pré-determinados. 

Intervalo 
(Dias) 

Tamanho de 
partícula (nm) 

Índice de 
polidispersão 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 lesões gastroduodenais induzidas em ratos Wistar 

O procedimento realizado nos animais dos grupos experimentais controle e 

tratado transcorreu sem complicações, não ocorrendo óbitos nas avaliações diárias. 

Durante o período de pré-tratamento não foram observadas nenhum distúrbio 

gastrointestinal, como vômitos e/ou diarréia. Os animais demonstraram adequada 

presença de atividade física e disposição para se alimentarem em todos os grupos. 

 

2.5.2.1 Análises histopatológicas e histomorfométricas do estômago de ratos 

A análise do muco presente no estômago foi realizada pela coloração Alcian 

Blue em pH 1,0 para detecção 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 ácidas com a presença de grupos sulfatos, já as 

sialomucinas detectam, além dos grupamentos sulfato, a presença do ácido siálico. 

  

   

Figura 2.1 – Análise histomorfométrica da área contendo muco em epitélio glandular 

do estômago de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas). A – 

Controle positivo (Sem úlcera), B – Controle negativo (com úlcera tratados com 

a b 
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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 concentração de muco em pH 1,0, os 

animais com úlceras sem tratamento (controle negativo) apresentaram área com muco 

de 3,5 ± 2,3 µm² com uma pequena região com presença de muco, mostrando que 

houve modificação após indução da úlcera e consequentemente  a mucosa gástrica 

ficou mais susceptível a danos epiteliais ou lesões agudas, ou ao pH ácido do 

estômago (Figura 2.1 (a)-B). Em relação ao grupo pré-tratado com a fucana livre, os 

animais permaneceram com uma média da área de muco semelhante ao grupo no 

qual não houve indução da úlcera (7,5 ± 4,5 µm2  e 9 ± 6,7 µm2, respectivamente) não 

apresentando diferença estatística entre eles (p<0,05) como pode ser observado na 

figura 2.3. Este resultado sugere que a fucana, extraída da Sargassum cymosum 

promoveu uma preservação das células produtoras de muco, bem como, um aumento 

na sua produção, sendo demonstrada pela primeira vez esta ação (Fig. 2.1 (a) C e (a) 

A). De acordo com Lyra e colaboradores (2007), os polímeros, como os 

polissacarídeos, iniciam um processo de bioadesão ao muco, o qual é constituído 

principalmente por polissacarídeos e água, através de interações químicas como as 

ligações covalente e iônica, pontes de hidrogênio, forças de Wan der Wals e forças 

hidrofóbicas. Deste modo, sugere-se que como a fucana é um polissacarídeo ela pode 

ser capaz se difundir através da rede de muco que reveste o órgão aumentando a sua 

proteção. 

Por outro lado, ao contrário do que se esperava, a fucana nanoencapsulada em 

lipossomas exibiu uma área (2,6 ± 1,6 µm2) similar ao grupo com úlcera não tratado 

(Fig. 2.3), não apresentando atividade antiulcerogênica esperada, ou mesmo a 

potencialização do efeito da fucana livre, sugerindo que possivelmente o composto 

não foi liberado a partir das vesículas no estômago. Estudos realizados in vitro 

simulando ambientes hostis, como o estômago (pH 2,0) demonstraram que os 

lipossomas constituídos de fosfatidilcolina e colesterol, encapsulando glicose, 

permaneceram estáveis nessas condições com um percentual de liberação de glicose 

de 9 ± 5 %  em 120 minutos após a sua administração (Chiang, 1987).  Por outro lado, 

estes dados vão de encontro com os apresentados recentemente nos trabalhos de 

Park e colaboradores (2011) que afirmam que os lipossomas convencionais 

constituídos principalmente por fosfolipídios e colesterol seriam propensos à 

desintegração devido aos efeitos do suco gástrico (Hu, 2013). Segundo Torchilin 

(2005), a administração oral dos lipossomas requer que eles sejam estáveis e que os 

lipossomas se movam a partir do intestino para o sangue, e só alí comecem a liberar o 
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fármaco. No presente estudo, os lipossomas contendo a fucana, foram utilizados com 

objetivo de realizar uma ação local, que fosse capaz de promover uma proteção da 

mucosa através de interação da fucana com os componentes da mucosa 

gastroduodenal, não sendo, portanto necessária a sua absorção. 

 

 

   

 

Figura 2.2 – Análise histomorfométrica da área contendo muco em Alcian Blue pH-1,0 

(a) e pH-2,5 (b) em epitélio glandular do estômago de ratos. a e b são diferentes  

estatisticamente (p<0,05) , Teste t-Student pareado e Kruskal-Wallis. 

 

Os resultados correspondentes as áreas com presença de mucinas em pH 2,5, 

mostraram que os animais sem úlcera apresentaram uma área de 13,7 ± 13,4 µm² 

(Fig. 2.1 (b) - A), diferentemente dos demais grupos que se comportaram de maneira 

semelhante e sem diferenças estatísticas (p<0,05) (Fig. 2.3). O grupo tratado com a 

fucana livre, a fucana nanoencapsulada, e o controle negativo, apresentaram uma 

área de 6,0 ± 1,1 µm², 6,9 ± 6,7µm2 e 5,7 ± 4,8µm2, respectivamente (Fig. 2.1 (b) – B,C 

e D). Este fato pode ser explicado porque o pH 2,5 é utilizado para detecção de 

sialomucinas e sulfomucinas, que possuem características diferentes em sua estrutura 

química. Como a fucana é um polissacarídeo sulfatado, os seus grupamentos sulfatos 

podem interagir com as sulfomucinas, promovendo uma aumento específico em sua 

produção,  como demonstrado nos resultados correspondentes ao pH 1,0, o que nos 

leva a perceber que a fucana pode ter exercido sim uma atividade gastroprotetora, no 

entanto o pH estudado não apresentou sensibilidade e especificidade para 

sulfomucinas (Lyra, 2007). 

(a) (b) 
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Para examinar os danos epiteliais causados na mucosa gástrica, a espessura 

do epitélio glandular foi medida (em micrômetros), traçando-se uma linha desde a 

região muscular da mucosa até a superfície epitelial. A média dessa área 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 µm, com manutenção das 

características normais de um epitélio (Figura 2.3 - A) que se renova periodicamente 

de 5 a 7 dias, com a presença de fossetas gástricas, e uma considerável área que 

protege as regiões mais internas da acidez estomacal, como a região muscular da 

mucosa e submucosa. Não foram visualizadas áreas de esfoliação epitelial, como 

resultado de lesões agudas.  

Conforme observado na figura 2.4, todos os grupos apresentaram diferença 

estatística. No grupo Lipo-FUC foi observada uma espessura epitelial de 410,3 ± 153,8 

µm (Figura 2.3 – D), uma média inferior aos demais grupos. Nesse grupo foi 

observada uma intensa esfoliação do epitélio glandular, representativa de lesão aguda 

provocada pelo uso do ácido acetilsalicílico, indicando danos epiteliais. A redução na 

altura do epitélio glandular observada nos animais tratados com a fucana 

nanoencapsulada demonstra que a encapsulação do composto em lipossomas não 

favoreceu sua liberação no estômago, reforçando assim a hipótese de que, as 

vesículas lipídicas podem ter resistido ao pH ácido do estômago. 

Os animais com úlcera não tratados (controle negativo) apresentaram uma 

média em espessura de 505,8 ± 105,8 µm. Mesmo com a presença de esfoliação 

epitelial, algumas áreas foram mantidas preservadas (Figura 2.3 - B). A manutenção 

de áreas livre de danos nesse grupo pode ser verificada possivelmente devido às 

propriedades da carboximetilcelulose, a qual é um polissacarídeo que foi utilizado 

neste trabalho como um veículo (agente solubilizante), para administração do ácido 

acetilsalicílico. Como a carboximetilcelulose apresenta elevada viscosidade, supomos 

que a mesma foi capaz de promover uma barreira física de proteção contra a 

esfoliação epitelial e acidez estomacal (Fujimoto et. al., 2002). 

 



34 

 

 

 

Figura 2.3 – Análise histopatológica e histomorfométrica da espessura do epitélio 

glandular do estômago de ratos wistar. (a) Controle positivo (Sem úlcera), (b) Controle 

negativo (com úlcera tratados com carboximetilcelulose), (c) Fucana, (d) Lipo-Fucana. 

G - Epitélio glandular, MM – Muscular da mucosa, Ec - Esfoliação celular, Fg - Fosseta 

gástrica. Coloração Hematoxilna-Eosina (40X e 400X).  

 

Os animais tratados com a fucana livre apresentaram uma espessura epitelial 

de 547,6 ± 86 µm (Fig. 2.4) média superior aos demais grupos tratados (p<0,05) 

revelando sua ação gastroprotetora, ou seja, protegendo a mucosa estomacal das 

agressões ocasionadas pela ação do pH ácido, aumentando sua resistência a esse 

ambiente hostil, e mantendo sua estrutura organizada. Os dados apresentados estão 

de acordo com resultados descritos na literatura para a fucana extraída da Fucus 

vesiculosus. Em estudo semelhante, a atividade antiúlcera desta fucana foi observada 

por promover epitelização, organização celular, tendência de regeneração da mucosa 

e redução do tamanho da úlcera aguda (Choi et al., 2010).  

  

Ec 

Ec 
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Figiura 2.4 - Análise histomorfométrica da espessura (µm) do epitélio glandular do 

estômago de ratos Wistar. a, b, c e d são diferentes estatisticamente (p<0,05), Teste t-

Student pareado e Kruskal-Wallis. 

 

2.5.2.2 Análises histopatológicas e histomorfométricas do duodeno de ratos 

 

 A junção gastroduodenal é um local onde há grande incidência de úlceras 

pépticas, cerca de 80 %. É um sítio de digestão enzimática, liberação da bile e 

secreções pancreáticas, sendo de grande importância clínica e epidemiológica 

(Carvalho, 2011). Devido a essas características o duodeno dos animais foi retirado 

para análise, seguindo a mesma metodologia realizada para no estômago, a fim de 

analisar a influência da fucana livre e encapsulada quando exposta a esse ambiente. 

Foram analisados, portanto, a presença de muco (área), danos epiteliais e 

preservação do epitélio. Este estudo foi de grande importância para dispor de dados 

relacionados à ação da fucana no duodeno, uma vez que, até o momento, nenhum 

dado na literatura descreveu a ação da fucana nesta região. 

 As  análises histopatológicas que avaliam a presença de muco no duodeno 

podem ser observadas na figura 2.5.  As análises quanto à presença de sulfomucinas 

(pH 1,0) no duodeno revelaram uma área média de 7,52 ± 2,42 µm2 para um epitélio 

normal, ou seja sem indução da úlcera, revelando a maior média entre os grupos, 

conforme observado na figura 2.6  (p<0,05). O grupo CN (controle negativo) exibiu 

uma área de 6,00 ± 3,17 µm2, o que sugere maior vulnerabilidade a possíveis lesões e 

menor ação protetora para a mucosa (Fig. 2.5 (a) - B). Os animais tratados com a 

fucana livre apresentaram área com presença de muco menor que aquela encontrada 

nos animais sem úlcera, mas maiores que os que não foram tratados (controle 

negativo). Os resultados sugerem que os animais deste grupo apresentaram uma 

ação gastroprotetora com uma área de muco correspondente a 6,43 ± 1,82 µm2 (Fig. 
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2.5 (a) - C), enquanto o grupo referente a fucana encapsulada em lipossomas 

apresentou uma área de 6,62 ± 1,31 µm2 (Fig. 2.5 (a) - D. De acordo com Park e 

colaboradores (2011) as vesículas lipídicas sofrem a ação dos sais biliares e enzimas 

pancreáticas se degradando e liberando o fármaco. Assim, nossos resultados indicam 

que possivelmente as vesículas lipídicas foram degradadas e o composto foi liberado 

no intestino, o que  não foi observado no estômago, e que houve ainda uma 

potencialização do efeito da fucana no duodeno quando a mesma encontrava-se na 

forma encapsulada em lipossomas. 

 Deve-se também levar em consideração, que uma parte da fucana pode ter 

ficado no estômago, exercendo sua ação local, o que pode explicar os resultados 

inferiores apresentados pelo grupo tratado com a fucana livre, uma vez que uma parte 

do fármaco pode ter permanecido aderida na mucosa gástrica. O mesmo pode ser 

relacionado ao grupo Lipo-FUC, no entanto, sua ação foi mais efetiva devido a 

provável degradação das vesículas lipídicas nesta região, e consequentemente, 

liberação do composto para executar sua ação, revelando ação significativa da fucana 

também no duodeno, tanto de sua forma livre, quanto encapsulada. 

  

   

Figura 2.5 – Análise histomorfométrica da área de muco em epitélio glandular do 

estômago de ratos Wistar, apresentando (setas) células com muco (mucinas).A – 

Controle positivo (Sem úlcera) B – Controle negativo (com úlcera tratados com 

carboximetilcelulose),  C – Fucana livre, D – Lipo-Fucana. Alcian Blue (40X e 400X) 

pH-1,0 (a) e pH-2,5 (b). 

 

 Em relação à detecção de sialomucinas e sulfomucinas em pH 2,5 , o grupo 

com úlcera não tratado (controle negativo) apresentou uma área média com muco de 

b a 
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8,42 ± 3,42 µm2 (Fig. 2.5 (b) - B) e o grupo controle positivo (sem úlcera) 9,5 ± 4,37 

µm2 (Fig. 2.5 (b) - A). Os grupos tratados com a fucana apresentaram uma média 

inferior aos grupos citados acima, o que já poderia ser esperado devido ao tipo 

específico de muco que a fucana poderia aumentar a produção, como foi detectado no 

pH 1,0 com as sulfomucinas, bem como a quantidade de muco que pode ser liberada 

de acordo com a lesão na mucosa. Com isso, a fucana livre apresentou uma média de 

6,95 ± 2,56 µm2 e a fucana nanoencapsulada de 7,88 ± 2,67 µm2 (Fig. 2.5 (b) – C e D, 

respectivamente) tal resultado reforça os dados encontrados na análise das mucinas 

em pH 1,0 que nos leva a indicar que uma ação mais efetiva da fucana encapsulada 

em lipossomas ocorreu no intestino, quando avaliados pela área de muco. Os dados 

estatísticos revelam que todos os grupos foram diferentes entre si (p<0,05) (Fig. 2.6 

(b))  

A produção de muco no duodeno é realizada pelas glândulas de Brunner ou 

glândulas duodenais, que são glândulas tubulares, ramificadas e enoveladas. Essas 

glândulas atravessam a muscular da mucosa e a lâmina própria, e os ductos abrem-se 

entre as glândulas de Lieberkühn. A secreção glicoproteica das glândulas de Brünner 

protege a mucosa do duodeno contra a acidez do quimo e permite um pH ideal para a 

ação das enzimas pancreáticas (pH 8,2 a 9,3) (Kierszenbaum, 2008). Sendo assim, 

quanto maior a preservação dessa área consequentemente há uma maior proteção do 

órgão, o que foi evidenciado através da ação da fucana. 

 

  

Figura 2.6 – Análise histomorfométrica da área contendo muco muco em epitélio 

glandular do duodeno de ratos wistar, em Alcian Blue pH-1,0 (a) e pH-2,5 (b). a, b, c e 

d são diferentes  estatisticamente (p<0,05), Teste t-Student pareado e Kruskal-Wallis. 

 

 

(a) (b) 
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 Para análise da mucosa intestinal além do epitélio glandular, as vilosidades 

intestinais foram medidas e analisadas para investigação de danos epiteliais e 

preservação do epitélio. As vilosidades intestinais são evaginações digitiformes da 

mucosa, com 0.5 a 1.5 mm de altura, dispostas lado a lado e regularmente ao longo 

de toda a superfície interna do intestino delgado com uma densidade de 15 a 40 por 

mm2, com função de aumentar a superfície de contato para uma maior absorção de 

água e nutrientes (Carlos, 2006). 

As análises histopatológicas 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 extensão do epitélio glandular com uma média de 

405,45 ± 167,08 µm, seguidos do controle negativo (CN – 321,90 ± 95,23 µm) e dos 

lipossomas com fucana (289,09 ± 95,99 µm). A fucana livre apresentou uma ação 

mais evidente, quando comparada com a fucana encapsulada em lipossomas, no 

entanto, ambas exerceram uma ação antiúlcera (Figura 2.7 (c), (b) e (d), 

respectivamente).  

 

 

 

 

Figura 2.7 – Análise histopatológica e histomorfométrica da área (µm) de epitélio 

glandular do duodeno de ratos wistar. (a) – Controle positivo (Sem úlcera), (b) – 

Controle negativo (com úlcera tratados com carboximetilcelulose) (c) – Fucana, (d) – 
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Lipo-Fucana. G – Epitélio glandular, MM – Muscular da mucosa, SM- submucosa,V – 

Vilosidade intestinal. Coloração Hematoxilna-Eosina (40X e 400X). 

 

 

Os animais sem úlcera (CP) apresentaram uma espessura glandular inferior 

aos demais grupos, com uma altura epitelial de 234,26 ± 24,09 µm (Fig. 2.7 (a)), 

podemos inferir através do resultado que os grupos previamente tratados promoveram 

um crescimento epitelial e supostamente atenuaram o processo de renovação celular, 

com isso, mantiveram uma espessura epitelial preservada no duodeno, conferindo 

maior proteção a danos, bem como, como maior tendência para regeneração. Os 

dados estatísticos revelaram que as médias foram diferentes entre os grupos (p<0,05) 

(Fig. 2.8 (a)). 

Em relação à análise das vilosidades intestinais, os animais do grupo controle 

positivo apresentaram uma média de altura das vilosidades intestinais de 529 ± 94,21 

µm, com características de preservação epitelial com uma grande densidade de 

vilosidades intestinais, pequena quantidade de células caliciformes, pequena 

quantidade de células de Paneth na base das criptas de Lieberkhün e glândulas de 

Brunner na submucosa (Figura 2.7 (a) e 2.8b). 

 

 

   
Figiura 2.8 - Análise histomorfométrica da espessura (µm) do epitélio glandular (a) e 

vilosidades duodenais (b) de ratos wistar. . a, b, c e d são diferentes  estatisticamente 

(p<0,05), Teste t-Student pareado e Kruskal-Wallis. 

  

 O grupo tratado com a fucana livre conferiu uma maior proteção das 

vilosidades intestinais, bem como, de seu epitélio de revestimento, com uma 

espessura média de 517,30 ± 108,6 µm (Fig. 2,7 (c) e 2.8 (b)) com características bem 

(a) (b) 
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semelhantes de um epitélio normal. A fucana encapsulada em lipossomas exerceu 

uma atividade citoprotetora com uma extensão média de 395,53 ± 118,64 µm, no 

entanto, inferior ao grupo com o composto livre, mas superior ao grupo referente ao 

controle negativo, o qual apresentou uma área de 314,10 ± 59,71 µm (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 hipoproliferação celular e hipoplasia da mucosa são comumente 

associadas à disfunção da via digestória, modificação do tipo de mucinas secretadas, 

danos epiteliais e maior susceptibilidade a infecções e lesões. 

De posse dos resultados, os dados corroboram para uma hipótese consistente 

do efeito protetor da fucana extraída da Sargassum cymosum, no trato gastrointestinal, 

pela maior produção de muco, preservação do tecido epitelial glandular e das 

vilosidades intestinais. 

 

2.6 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo a fucana, obtidos 

através da técnica de hidratação do filme lipídico, permaneceram estáveis de acordo 

com os testes de estabilidade sem apresentar alterações macroscópicas. A fucana 

extraída da alga Sargassum cymosum apresentou atividade gastroprotetora e 

antiúlcera significativa, evidenciada pelo aumento da quantidade de mucinas, 

diminuição de danos epiteliais quando expostos à ambiente de elevada acidez, 

representadas pela manutenção da mucosa com áreas do epitélio glandular no 

estômago e intestino, e vilosidades intestinais com características histológicas de um 

epitélio normal. 

 Quando encapsuladas em lipossomas, a fucana apresentou uma melhor ação 

no duodeno, sugerindo que as vesículas lipídicas resistiram ao pH ácido estomacal, e 

ao chegarem no duodeno, supostamente sofreram a ação do suco pancreático e sais 

biliares, sendo degradadas, podendo assim efetuar sua ação citoprotetora local. 

Inclusive apresentado uma quantidade de muco superior ao grupo tratado com a 

fucana livre, podendo sugerir, a potencialização seu efeito.  
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DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho foi descrito pela primeira vez estudos in vivo relacionados à ação 

gastroprotetora da Fucana, extraída da alga Sargassum cymosum, na sua forma livre 

bem como encapsulada em lipossomas. Ademais, a ação de fucanas na região do 

duodeno, até o momento, não foi descrita na literatura.  

As formulações lipossomais preparadas através da técnica de hidratação de 

filme lipídico apresentaram-se estáveis, permanecendo na escala nanométrica e 

monodispersas após testes de estabilidade.  

As análises histológicas foram fundamentadas na avaliação dos mecanismos 

protetores da mucosa do trato gastrointestinal, como a presença de muco, espessura 

de tecido glandular do estômago e intestino, e espessura das vilosidades intestinais, 

bem como, avaliação dos possíveis danos à mucosa. 

A fucana quando administrada da sua forma livre apresentou uma efetiva 

proteção à mucosa do trato gastrointestinal contra danos provocados por ação de 

ácidos. Houve um aumento na produção e quantidade de muco, uma proliferação da 

área de epitélio glandular no estômago e intestino, bem como sua preservação, e uma 

área de vilosidades intestinais superior nos animais pré-tratados com a fucana, 

quando comparadas aos outros grupos. Esses resultados fornecem subsídios para 

novas pesquisas utilizando esta fucana como alternativa promissora na proteção 

contra ulceras gástricas e duodenais. 

 Por outro lado, a fucana na forma encapsulada apresentou ação 

gastroprotetora e antiúlcera menos eficiente. No entanto, sua ação foi mais 

significativa no duodeno, levando a hipótese de que os lipossomas resistiram ao pH 

ácido do estômago e  foram capazes de atuar no duodeno após sofrerem a ação do 

suco pancreático 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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