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1 INTRODUCAO

A genisteina (Gn) € uma isoflavona da soja que apresenta importantes
propriedades antitumorais, porém sua administracdo oral € dificultada, devido a sua
hidrofobicidade. Uma forma de viabilizar seu uso € a incorporacdo da mesma em
agentes carreadores como o0s lipossomos, desenvolvendo assim sistemas
farmacoldgicos mais eficientes. Para isto, € necessario caracterizar as interacoes
Gn-lipossomo a fim de conhecer a influéncia desta substancia ativa na dinamica
molecular do lipossomo, no que diz respeito aos parametros de ordem, mobilidade e
fludez dos seus componentes™?. Neste contexto, neste estudo foram realizados
testes de viabilidade celular em linhagens celulares de glioma de rato (C6) e
adenocarcinoma da mama humano (MCF-7), através do ensaio MTT e os resultados
foram correlacionados com experimentos de caracterizacdo dos efeitos da Gn em
lipossomos de fosfatidilcolina de soja (ASO), através das técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN *H e RMN *'P) e Calorimetria de Varredura Diferencial
(DSC).

2 REFERENCIAL TEORICO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer € uma das maiores
causas de morte no mundo, e no Brasil a segunda regido de maior incidéncia é a
regido sul.® Varios estudos apontam a eficcia da Gn, como inibidora de diferentes
células tumorais. Entretanto, a Gn apresenta baixa solubilidade em agua, o que
dificulta sua administracdo oral. A liberacdo controlada de moléculas com pouca
hidrossolubilidade tais como a Gn, pode ser obtida por meio de seu transporte em
lipossomos*®. Estes sistemas possuem a capacidade de carrear compostos ativos,
protegendo-os da degradacdo apdés administracdo, e permitindo que maiores
concentracbes da substancia ativa alcancem o sitio de acdo. As membranas
lipossomais podem favorecer a eficiéncia de farmacos anticancerigenos,
aumentando a concentracdo de farmaco nas células tumorais ou reduzindo a sua
exposicdo em tecidos saudaveis®.

3 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Para o teste de MTT, as linhagens (C6) e (MCF-7) foram expostas ao
tratamento com Gn livre, ou incorporada em ASO em diferentes concentracdes (10
20 ou 30 pM) durante 48h. Os experimentos de caracterizacdo foram realizados com
lipossomos de ASO puros e contendo uma concentragdo maxima de Gn incorporada
(484uM). As medidas de tempo de relaxacao longitudinal (T;) de *H foram obtidas a
60 MHz, com sequéncia de pulsos de recuperacéo de inversdo a 21 °C utilizando
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H.O:D,0 (80:20, v/v) como solvente, TSP como referéncia externa e uma faixa t de
0,4 a 12,8 s’. As medidas de *'P-RMN foram registradas a 162 MHz, utilizando D,O
como referéncia externa. Os experimentos de DSC foram realizados numa faixa de
temperatura de -75°C a -5°C com fluxo de nitrogénio de 50/50 mL/min. A referéncia
para a andlise foi uma célula de aluminio vazia’.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Com o ensaio MTT, observou-se que a Gn incorporada em ASO (20 e 30 uM),
reduziu a viabilidade celular da linhagem C6 em 25% e 34% respectivamente. Para
a linhagem MCF-7, a Gn incorporada em ASO (10, 20 e 30 pM), reduziu a
viabilidade celular em 25%. Para as duas linhagens, a viabilidade celular ndo foi
significativamente alterada, quando tratada com as mesmas concentracoes de Gn
na forma livre. Estes resultados sugerem que os lipossomos de ASO contendo Gn
favorecem o efeito antitumoral da isoflavona contra duas linhagens de células
cancerosas. Através dos estudos de RMN de *'P, detectou-se que a incorporacédo de
Gn aumentou a largura do pico do nucleo de fosforo de 16,9 ppm (ASO puro) para
20,8 ppm, indicando uma restricdo no movimento do ndcleo. No que diz respeito &
regido apolar, as anélises de T; de *H RMN indicam que a presenca de Gn parece
aumentar o T; da regido acil de 0,018s (ASO puro) para 0,55 ( ASO com Gn). As
anélises de 'H RMN demonstraram que a Gn provocou uma diminuicdo da
mobilidade na regido acil lipidica. Os resultados obtidos por DSC demonstraram que
a Gn aumenta o valor de AH em ASO em 0,09 (J/g), o que indica que a Gn promove
um rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um estado mais ordenado, o0 que foi
sustentado pelas andlises de 'H RMN. Através deste estudo, sugere-se que
alteracdes na ordem de membrana podem influenciar na atividade antitumoral da
Gn, visto que as membranas de células tumorais sdo mais desorganizadas e fluidas
do que as normais®. Sendo assim é possivel que a incorporacdo de Gn em ASO
facilite a interacdo entre a Gn e a membrana das células tumorais.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Lipossomos de ASO carregados com Gn reduziram a viabilidade celular das
linhagens tumorais C6 e MCF-7. Os estudos de caracterizagdo mostraram que a Gn
causa aumento na ordem do sistema lipossomal de ASO tanto na regido polar,
guanto na regiao apolar. A diminuicdo na fluidez da membrana, provocada pela Gn,
pode estar associada ao carater antitumoral da isoflavona. Estes resultados
podem contribuir com o desenvolvimento de sistemas farmacolégicos mais
eficientes na terapia antitumoral.
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