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“... Às vezes a felicidade demora a chegar, 

aí é que a gente não pode deixar de sonhar. 

Guerreiro não foge da luta e não pode correr, 

ninguém vai poder atrasar quem nasceu pra vencer...” 
(Alexandre Assis / Carlos Rodrigues / Gilson Bernini).  
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RESUMO 

 
Título: Influência da composição lipídica nas interações moleculares e 
propriedades biológicas de lipossomos contendo genisteína  
Autora: Carla Roberta Lopes de Azambuja Borges 

Orientadora: Profa. Dra. Vânia Rodrigues de Lima 

Co- orientadora: Profa. Dra. Rosilene Maria Clementin  

 

Neste trabalho, realizou-se a incorporação e quantificação de genisteína (Gen) em 
lipossomos de diferentes composições lipídicas, assim como a caracterização das 
propriedades físico-químicas e biológicas destes sistemas. Três constituições 
lipossomais foram avaliadas: dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC); DMPC associada a 
colesterol (CHOL) em diferentes concentrações; DMPC associada à palmitoil-oleoil-
fosfatidilcolina (POPC). As propriedades físico-químicas foram caracterizadas 
segundo as interações moleculares da Gen em regiões específicas das membranas 
lipossomais, através de Infravermelho com Transformada de Fourier com Refletância 
Total Atenuada Horizontal (HATR- FTIR), Ressonância Magnética Nuclear de 
Fósforo (RMN de 31P) e de Hidrogênio (RMN de 1H), Potencial Zeta, Espalhamento 
de Luz Dinâmico (DLS), Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e 
Espectroscopia de Ultravioleta-visível (UV-vis). Os potenciais in vitro antioxidantes e 
antitumorais dos sistemas foram monitorados por métodos colorimétricos DPPH e 
MTT, assim como por contagem celular. Na concentração inicial de 3,6 mg/mL, a 
Gen ordenou todas as regiões dos  lipossomos compostos por DMPC e 
DMPC/CHOL. No sistema contendo POPC, a Gen ordenou o grupo fosfato e 
desordenou a colina lipídica e as regiões de interface e hidrofóbica dos lipídios. A 
incorporação de Gen em todos os sistemas lipossomais testados aumentou a sua 
atividade antioxidante via redução do radical livre DPPH quando comparado à sua 
forma livre em solução. A maior atividade antioxidante foi observada quando a Gen 
(3,6 mg/mL) foi incorporada em lipossomos de DMPC contendo 10% de CHOL 
(DMPC/CHOL 10%), sendo tal atividade 26,22% superior à atividade de Gen na 
forma livre. Nesta mesma constituição lipídica, o sistema lipossomal contendo Gen 
na concentração de 100 µM, reduziu o número de células de glioma viáveis em 
93,75%. Através do ensaio de MTT, o sistema DMPC/CHOL 10% contendo 100 µM 
de Gen reduziu a viabilidade celular em 84,40%, valor similar ao observado em Gen 
contido em lipossomos de DMPC. Foi avaliada a sensibilidade dos sistemas 
lipossomais, à ação da Gen, de acordo com a influência da composição lipídica, a 
fim de contribuir no design de sistemas de liberação prolongada de Gen mais 
eficientes para o tratamento de tumores, tais como os gliomas. 
 
Palavras- chave: genisteína, lipossomos, caracterização, espectroscopia, 
antitumoral, antioxidante. 
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ABSTRACT 

 

Title: Influence of lipid composition on molecular interactions and biological 
properties of genistein-containing liposomes 

Author: Carla Roberta Lopes de Azambuja Borges 

Advisor: Vânia Rodrigues de Lima, Ph.D. 

Co- Advisor: Rosilene Maria Clementin, Ph.D.  

 

In this work, the incorporation and quantification of genistein (Gen) into liposomes of 
different lipid compositions was carried out, and the physicochemical and biological 
properties of these systems were characterized. Three liposomal constitutions were 
evaluated: dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC); DMPC associated with 
cholesterol (CHOL) in different concentrations; and DMPC associated with palmitoyl 
oleoyl phosphatidylcholine (POPC). The physicochemical properties were 
characterized according to the molecular interactions of Gen in specific regions of the 
liposomal membranes, through Fourier Transform Infrared with Horizontal Attenuated 
Total Reflectance (HATR-FTIR), Phosphorus Nuclear Magnetic Resonance (31P 
NMR) and Hydrogen (1H NMR), Zeta Potential, Dynamic Light Scattering (DLS), 
Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Ultraviolet-visible (UV-vis) spectroscopy. 
The in vitro antioxidant and antitumor potentials of the systems were monitored by 
colorimetric methods DPPH and MTT, as well as by cell counting. At the initial 
concentration of 3.6 mg / mL, Gen ordered all regions of the liposomes composed of 
DMPC and DMPC/CHOL. In the POPC-containing system, Gen ordered the lipid 
phosphate and disordered the choline, as well as interfacial carbonyl and 
hydrophobic methylene regions of the lipids. The incorporation of Gen in all the 
liposomal systems  increased its antioxidant activity against DPPH when compared 
to its free form in solution. The highest antioxidant activity was observed when the 
Gen (3.6 mg/mL) was incorporated in DMPC liposomes containing 10% CHOL 
(DMPC/CHOL 10%), which was 26.22% higher than the free Gen. In this same lipid 
constitution, the liposomal system containing 100 μM Gen , reduced the number of 
viable glioma cells by 93.75%. Through the MTT assay, the same system reduced 
cell viability by 84.40%, similar to that observed in Gen contained in DMPC 
liposomes. The sensitivity of the liposomal systems to the action of Gen, according to 
the influence of the lipid composition, was discussed in order to contribute to the 
design of more efficient Gen delivery systems for the treatment of tumors, such as 
gliomas. 
 
 
Keywords: genistein, liposomes, characterization, spectroscopy, antitumor, 
antioxidant. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Apesar das buscas constantes por novos fármacos antitumorais e dos 

avanços nas pesquisas científicas, o câncer causa milhões de mortes anualmente 

no mundo e é a segunda causa de morte em países ocidentais (INCA, 2011; 

Andresen et al., 2005). Segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

e da Organização Mundial da Saúde (OMS), para o biênio 2018-2019, podem 

ocorrer cerca de 600 mil novos casos de câncer no Brasil por ano (INCA, 2017).   

Na região sul, os tumores do sistema nervoso central (SNC) são o oitavo tipo 

mais frequente entre os homens e o sexto tipo mais frequente entre as mulheres, 

sem considerar os cânceres de pele não-melanoma. Para o biênio 2018-2019, foram 

estimados no Brasil, por ano, 5.810 novos casos de câncer do SNC entre os homens 

e 5.510 entre as mulheres. Dentre os tumores do SNC estão os gliomas, tumores 

malignos com rápido desenvolvimento e responsáveis por altas taxas de 

mortalidade, que se originam nas células gliais (astrócitos). Estas protegem, nutrem 

e dão suporte aos neurônios (INCA, 2017; Krex et al.,  2007; Souza et al., 2002).  

Estes tumores estão associados a tratamentos agressivos e dificultados pela 

seletividade da barreira hematoencefálica (BHE), que permite apenas a passagem 

de moléculas hidrofóbicas e com tamanho inferior a 400 g/mol (INCA, 2015; Krex et 

al.,  2007; Souza et al., 2002). Adicionalmente, a similaridade entre células 

saudáveis e tumorais dificulta a vetorização de fármacos ao tumor, provocando 

efeitos colaterais e favorecendo a resistência celular a estes fármacos (Mamot et al., 

2003; López- Lázaro, 2002; Hanahan e Weinberg, 2000; Hartwell e Kastan, 1999). 

Visto que os processos tumorais estão associados ao estresse oxidativo, a 

utilização de substâncias antioxidantes pode ser uma potente estratégia na terapia 

oncológica, pois podem prevenir e auxiliar no combate ao estresse oxidativo e 

reduzir a toxicidade dos tratamentos quimio- e radioterápicos. Além disso, os 

antioxidantes auxiliam na redução do tamanho do tumor, o que os torna vantajosos 

para promover e desenvolver fármacos/ sistemas farmacológicos eficientes e menos 

tóxicos para o tratamento do câncer (Drisko et al., 2003; Dragan et al., 2003; 

Hanahan e Weinberg, 2000; Hartwell e Kastan, 1999). 
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Dentre os antioxidantes naturais com propriedades antitumorais, a genisteína 

(5,7,4’-trihidroxiisoflavona, Gen, Figura 1), principal isoflavona da soja, tem sido 

destacada em diferentes estudos, pois  tem a capacidade de inibir a progressão de 

inúmeros tipos de câncer, tais como câncer de mama, próstata, leucemia e cânceres 

de cabeça (como garganta e cérebro, por exemplo), entre outros (Li et al 2012).  

 

 

 

 

 

           Figura 1: Estrutura da genisteína (5,7,4’ trihidroxiisoflavona). 

 

A Gen é uma molécula pequena e hidróbica, o que favorece sua entrada na 

BHE. No entanto, o seu grau de hidrofobicidade inviabiliza a administração via oral e 

diminui a biodisponibilidade para tratamento de gliomas (Azambuja et al., 2015; 

Adjakly et al., 2013; Li et al, 2012; Tsai, 2005; Li et al., 1999; Matsukawa et al., 

1993). 

A administração de Gen através do uso de sistemas lipossomais (Figura 2) 

pode aumentar a biodisponibilidade, aumentar a eficácia e facilitar a vetorização 

desta para células tumorais. Lipossomos são definidos como associações coloidais 

que se organizam em forma de concha esférica, cujos componentes são 

estruturados em bicamadas.  Os lipossomos vetorizam os fármacos antineoplásicos 

aos tecidos específicos, o que influencia em sua distribuição no organismo, 

reduzindo as superdosagens e consecutivamente, os efeitos colaterais, além de 

contribuírem na redução de índices de resistência aos medicamentos. Devido a 

estas características, eles são clinicamente aprovados na terapia antitumoral (Sapra 

e Allen, 2003; Mamot et al., 2003; Hope et al., 1986).  
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                    Figura 2: Representação estrutural de um lipossomo. 

 

Lipossomos são majoritariamente compostos de lipídios. Dentre estes, o 

fosfolipídio denominado fosfatidilcolina (Figura 3) é vantajoso por sua alta 

biocompatibilidade e, como todo fosfolipídio, por sua estrutura permitir a 

incorporação de substâncias polares e apolares em um sistema (Santos e Castanho, 

2002; Hope et al., 1986). Existem diferentes tipos de fosfatidilcolinas, em função 

da(s) constituição(ões) de ácidos graxos presentes em suas cadeias hidrofóbicas. 

 

 

 

 

 

                     Figura 3: Representação estrutural de uma fosfatidilcolina. 

 

A eficiência de um sistema de liberação prolongada de fármaco está 

diretamente relacionada com a cinética de liberação do mesmo no tecido alvo. Tal 

cinética, por sua vez é influenciada pela permeabilidade do sistema como um todo.  
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A permeabilidade de um sistema lipossomal varia de acordo com a sua 

constituição lipídica, visto que o número de insaturações e tamanho da cadeia 

hidrofóbica definem diferentes estados de fase do sistema (Vist e Davis, 1990; 

Hauser et al., 1981; Ghosh et al., 1973).  Sendo assim, diferentes adaptações na 

composição lipídica podem ser realizadas a fim de modular a permeabilidade dos 

lipossomos e definir uma cinética de liberação de fármaco específica. Por exemplo, 

sistemas mais ordenados tendem a liberar o fármaco encapsulado de forma mais 

prolongada, enquanto que sistemas mais fluidos tendem a propiciar uma liberação 

maior em um espaço menor de tempo. Tal permeabilidade facilita a difusão do 

fármaco para o meio externo durante a circulação (Kulkarni et al., 1995). 

Lipossomos compostos por fosfolipídios saturados, como o 

dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC, C 14:0), são menos permeáveis do que lipossomos 

compostos por fosfatidilcolinas insaturadas, como o palmitoil- oleil-fosfatidilcolina 

(POPC, C 16:0/ C 18:1). Neste contexto, podem ser feitas associações de 

fosfolipídios como DMPC e POPC, respectivamente, ou com outros tipos de lipídio, 

como o colesterol (CHOL) que tende a aumentar o grau de empacotamento das 

cadeias graxas e reduzir a permeabilidade do sistema lipossomal, tornando este 

mais estável (Vist e Davis, 1990; Hauser et al., 1981; Ghosh et al., 1973). 

Substâncias tais como a Gen, que possuem caráter hidrofóbico também podem 

alterar as propriedades físico-químicas e interações moleculares de lipossomos, pois 

interagem diretamente com a bicamada lipídica. Além disso, a composição lipídica 

pode influenciar nos efeitos provocados pela substância ativa na dinâmica da 

membrana (Kulkarni et al., 1995; Van Meer e Van Genderen, 1994). 

Sendo assim, para desenvolver sistemas de liberação prolongada de 

fármacos eficientes é preciso caracterizar a influência do fármaco ou da substância 

ativa nas propriedades dos lipídios que compõem esta membrana (Mouritsen e 

Jorgensen, 1994). 

Com este fim, o estudo das interações moleculares entre fármaco e lipídio(s) 

dos lipossomos é importante para aprimorar o design dos sistemas lipossomais a ser 

aplicado a uma terapia específica. Dentre as interações moleculares 

fármaco/lipossomos podem ser estudadas: localização do fármaco na membrana, 
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grau de hidratação, isomerização trans-gauche de ligações, parâmetros rotacionais 

e translacionais, cargas de superfície, e estado de fase (Nogueira et al., 2018; 

Azambuja et al., 2015; Dimitrios e Sophia, 2002).  

Estes estudos podem ser realizados através de técnicas instrumentais, tais 

como Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier com 

Refletância Total Atenuada Horizontal (HATR- FTIR), Ressonância Magnética 

Nuclear de Fósforo (RMN de 31P), Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio 

(RMN de 1H), Medidas de Potencial Zeta, Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS), 

Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e Espectroscopia de Ultravioleta-visível 

(UV-vis). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. GENISTEÍNA (Gen) 
 

As isoflavonas são membros da família dos flavonóides e encontram-se 

predominantemente nos alimentos sob forma glicosilada, não-absorvíveis pelo 

organismo humano. Somente as isoflavonas na forma aglicona, ou seja, sem a 

porção açúcar em sua estrutura, são capazes de atravessar a membrana 

plasmática. Ao serem consumidas, as isoflavonas presentes na soja são hidrolisadas 

no intestino e liberam sua correspondente aglicona, biologicamente ativa (Figura 4) 

(Esteves e Monteiro, 2001).  

 

 

 

 

 

          Figura 4: Estrutura geral de uma isoflavona nas formas glicosilada e aglicona. 

 

A aglicona Gen é a principal isoflavona encontrada nos grãos de soja e 

derivados, destacando-se por apresentar significativas propriedades antioxidantes e 

antitumorais (Han et al., 2009; Tsao et al., 2003). 

A estrutura química da Gen está diretamente relacionada com suas atividades 

biológicas (Fritsche e Steinhart, 1999; Villares et al., 2011). Dentre suas 

características estruturais, que favorecem a reação com radicais livres e a quelação 

de metais, estão os substituintes hidroxila nas posições 4' e 5 (circuladas em 

vermelho), o oxigênio do grupo cetona no C4 (circulado em verde) e a dupla ligação 
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nos carbonos 2 e 3 (circulado em azul), conforme demonstrado na Figura 5 (Ho et 

al., 2003; Qian e Shen, 2001; Tsao et al., 2003). 

 

 

 

 

 

Figura 5: Características estruturais da Gen, responsáveis por sua capacidade de reagir com 

radicais livres e quelar metais. 

 

A estrutura da Gen é semelhante ao estrogênio, um hormônio feminino que, 

ao se ligar nos receptores específicos de células de câncer de mama, nutre as 

células tumorais favorecendo o crescimento do tumor (Figura 6). Esta semelhança 

estrutural permite a ligação de Gen nos receptores de estrogênio e assim, a 

isoflavona pode atuar nas vias de sinalização celular, inibindo o crescimento de 

células tumorais (Eisenberg e Koifman, 2001). 

Além disso, a Gen é capaz de quelar metais de transição (como ferro, níquel, 

cromo, cádmio, mercúrio e chumbo), inibir o fator nuclear kappa B (NF-kB, complexo 

proteíco responsável pela regulação da resposta imune à infecção, cujo 

funcionamento desregulado é associado ao câncer), bem como enzimas como a 

tirosina quinase (responsável pelo crescimento e reprodução celular), além de 

induzir danos ao DNA (Li et al., 2012; Han et al, 2009).  
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                                            Figura 6: Estrutura do estrogênio. 

 

A Gen é uma molécula pequena (com peso molecular de 270,24 g/mol) e com 

caráter hidrofóbico, o que facilita sua entrada na BHE e a torna promissora no 

tratamento contra gliomas. No entanto o seu grau de hidrofobicidade pode dificultar 

a administração oral e reduzir sua biodisponibilidade no organismo (Adjakly et al., 

2013; Li et al, 2012; Tsai, 2005; Li et al., 1999; Matsukawa et al., 1993). 

Uma forma de aumentar a biodisponibilidade da Gen, aumentar sua eficácia e 

facilitar a sua vetorização para células tumorais, é sua incorporação em sistemas 

carreadores como os lipossomos. 

 

2.2. LIPOSSOMOS E DINÂMICA LIPÍDICA 
 

Os lipossomos podem ser descritos como associações coloidais de 

fosfolipídios anfipáticos, compostas de uma ou mais bicamadas lipídicas, separadas 

por um compartimento aquoso. Tais associações se organizam em estruturas 

fechadas, semelhantes a uma concha esférica. Os lipossomos possuem a 

capacidade de encapsular substâncias hidrofílicas (no compartimento aquoso) e 

lipofílicas (inseridas na bicamada lipídica), o que faz com que sejam vantajosos e 

versáteis como carreadores de fármacos (Ali et al., 2013; Santos e Castanho, 2002). 
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Os fosfolipídios tendem a se auto-agrupar em solução aquosa e, quando 

hidratados, podem adotar uma variedade de fases e configurações, podendo 

inclusive estar presente mais de uma fase em um único sistema (Figura 7) Estas 

configurações são influenciadas pela composição lipídica (Villasmil– Sánchez et al., 

2013; Lasic, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Fases e configurações resultantes da auto-organização dos fosfolipídios em solução 

aquosa (adaptado de Lasic, 1998). 

 

A Figura 8 mostra a configuração das membranas, em função da sua 

composição lipídica. 
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Figura 8: Influência da composição lipídica na configuração das vesículas (adaptado de Lasic, 

1998). 

 

Os lipossomos podem ser classificados de acordo com o tamanho e número 

de lamelas.  Os tipos mais comuns estão descritos a seguir: 

 - Vesículas Multilamelares Grandes (MLVs - "Multilamellar Large Vesicles"): 

são compostas de várias bicamadas lipídicas e possuem tamanho entre 400 nm e 

3.500 nm. As MLVs possuem um pequeno volume aquoso e por isso são 

carreadores mais adequados para o encapsulamento de substâncias hidrofóbicas, 

que se acomodam nas bicamadas lipídicas (Laverman et al.,1999; Stamp e Juliano 

1979; Szoka e Papahadjopoulos, 1980). Costumam ser indicados para tratamentos 

via administração tópica. 

 
 - Vesículas Unilamelares Grandes (LUVs - "Large Unilamellar Vesicles"): são 

compostas de apenas uma bicamada lipídica e possuem tamanho entre 50 nm e 400 

nm. As vesículas, com tamanhos até 200 nm, têm maior facilidade para atravessar 

as membranas e circular pela corrente sangüínea, o que faz com que sejam os 

modelos de carreadores mais utilizados via parenteral (Hope et al., 1986; Barenholz, 

2012). As LUVs possuem um grande volume de compartimento aquoso em seu 

interior, sendo eficaz para encapsular substâncias hidrofílicas, e são vesículas 
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apropriadas como carreadores, visto que são capazes de transportar uma grande 

concentração de substância ativa para liberação controlada no tecido alvo, o que 

potencializa a biodistribuição e reduz as superdosagens. 

 - Vesículas Unilamelares Pequenas (SUVs- “Small Unilamellar Vesicles”): As 

SUVs também possuem apenas uma bicamada lipídica em sua constituição, porém 

seu diâmetro varia de 20 a 50 nm. Estas vesículas não são consideradas eficazes 

como carreadores de substâncias hidrofílicas, pois possuem um volume aquoso 

muito pequeno. Além disso, são termodinamicamente instáveis, pois são mais 

suscetíveis a agregação e fusão das moléculas (Stamp e Juliano 1979; Szoka e 

Papahadjopoulos, 1980). 

 Os fosfolipídios mais utilizados para a formulação de lipossomos são as 

fosfatidilcolinas, que são os fosfolipídios de constituição majoritária nas membranas 

celulares. Seu uso faz com que os lipossomos sejam menos tóxicos e mais 

adequados como sistema de liberação prolongada. As fosfatidilcolinas (Figura 3) são 

estruturas anfipáticas, compostas por uma cabeça polar (onde se encontra um grupo 

colina (N+(CH3)3) e um grupo fosfato (PO2-)), uma região de interface (onde estão 

presentes os grupo éster (C-O-C) e carbonila (C=O) e duas cadeias graxas, 

simétricas ou não, que podem ser saturadas ou insaturadas (Janshoff e Steinem, 

2006; Batista et al., 2007). 

A composição dos ácidos graxos presentes na fosfatidilcolina pode variar, 

influenciando assim as propriedades da membrana lipossomal, como ordem e 

permeabilidade, o que influencia diretamente na cinética de liberação da substância 

ativa encapsulada. Por exemplo, os fosfolipídios contendo ácidos graxos saturados, 

tais como o DMPC (Figura 9), estão dispostos de forma ordenada na bicamada 

lipossomal, por apresentarem conformação trans na cadeia hidrofóbica, o que a 

torna menos permeável em comparação com membranas compostas por 

fosfatidilcolinas insaturadas (Ghosh et al., 1973; Hauser et al., 1981). 
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Figura 9: Estrutura da dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC, C14:0) 

 

Já a presença de uma ou mais insaturações na cadeia de ácidos graxos, 

dificulta o empacotamento inter-cadeias, por suas conformações cis e gauche 

propiciando uma redução no grau de ordem, menor grau de rigidez na membrana, e 

consequentemente, maior permeabilidade (Ghosh et al., 1973; Hauser et al., 1981). 

Um exemplo de fosfatidilcolina insaturada é o POPC (Figura 10) que contém os 

ácidos palmítico (C 16:0) e oléico (C 18:1). 

 

 

 

 

 
Figura 10: Estrutura da palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (POPC, C 16:0/ C 18:1). 

 

Os lipossomos podem conter ainda em sua composição outros tipos de 

lipídios, como o CHOL (Figura 11), que tende a aumentar o empacotamento das 

cadeias graxas, reduzindo a permeabilidade das bicamadas e consequentemente, 

aumentando a estabilidade do sistema lipossomal (Vist e Davis, 1990). 
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                                   Figura 11: Estrutura do colesterol (CHOL) 

 

O CHOL, por si, não constitui uma vesícula de fase lamelar, mas pode ser 

incorporado em membranas de fosfolipídios (em fase lamelar) em concentrações 

bastante altas. Porém, sua concentração pode influenciar na capacidade de 

incorporação e liberação de um fármaco (Anwekar et al., 2011; Demel e de Kruijff, 

1976; Ohvo- Rekila et al., 2002;   Cullis e de Kruijff, 1979; Sharma e Sharma , 1997). 

A presença de concentrações elevadas (> 30% molar) de CHOL pode diminuir a 

fluidez da membrana, conferindo maior estabilidade aos lipossomos e fazendo com 

que ocorra liberação mais lenta da droga após a administração (Roberts et al., 2009; 

Sharma e Sharma, 1997). No entanto, altas concentrações de CHOL podem reduzir 

a encapsulação de substâncias hidrofóbicas (visto que ambos tendem a competir 

pelos espaços livres na bicamada lipídica) (Mohamed et al., 2004). 

Neste contexto, podem ser feitas associações lipídicas a fim de aperfeiçoar 

um sistema carreador para uma entrega específica a um tecido-alvo. No entanto, 

para se formular sistemas carreadores lipossomais eficientes, é importante levar em 

consideração a escolha dos componentes desta membrana, bem como conhecer a 

dinâmica lipídica desta membrana. A dinâmica lipídica envolve características 

conformacionais bem como parâmetros termodinâmicos, que podem sofrer 

alterações com a incorporação de uma substância exógena nestas membranas (Van 

Meer e Van Genderen, 1994). 
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A dinâmica conformacional envolve movimentos intramoleculares como 

rotação ao longo do eixo, vibração de estiramento simétrica e assimétrica e 

isomerização trans-gauche (Figura 12), que está diretamente relacionado a um 

aumento do grau de fluidez na membrana (Van Meer e Van Genderen, 1994).     

Gniadecka et al., 1998; Susi et al., 1980). 

 

 

 

 

 

Figura 12: Representação da dinâmica conformacional dos lipídios 

 

Já os parâmetros termodinâmicos estão relacionados com a transição de fase 

principal (Figura 13), que está associada a variações térmicas e refere-se à 

transição de uma bicamada lipídica na fase gel (ordenada) para a fase líquido-

cristalina (fluida) (Van Meer e Van Genderen, 1994; Mouritsen, 1991). 

Na fase gel, os lipídios apresentam cadeias apolares de mobilidade restrita, 

cujas ligações tendem a adotar uma configuração trans. Nesta fase, a conformação 

e orientação lipídica tornam-se altamente ordenadas. Na fase líquido-cristalina, os 

lipídios apresentam conformação cis e/ou gauche e auto-agregação desordenada. O 

estado líquido-cristalino, ou cristal-líquido, propicia um alto grau de mobilidade lateral 

aos lipídios de membrana (Mouritsen, 1991; McElhaney, 1982). 
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            Figura 13: Representação da transição de fase principal dos lipídios 

 

 Assim, a composição lipídica está intimamente associada à temperatura das 

transições de fase e, conseqüentemente a um aumento ou redução do grau de 

fluidez das membranas. O comportamento termodinâmico de lipídios contendo 

cadeias apolares insaturadas é diferenciado do comportamento termodinâmico de 

lipídios saturados, visto que a presença de insaturações na cadeia metilênica reduz 

as temperaturas típicas de transição de fases dos lipídios para uma faixa abaixo de 

0 ºC (Ulrich et al., 1994; Lynch e Steponkus, 1989; Christie e Holman, 1967). 

A caracterização físico-química de sistemas lipossomais, a partir de seus 

movimentos, dinâmica conformacional e parâmetros termodinâmicos, bem como a 

influencia exercida por uma substância exógena (como a Gen) nos mesmos pode 

ser investigada por diferentes técnicas instrumentais, brevemente descritas a seguir. 
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2.3. TÉCNICAS INSTRUMENTAIS PARA A 
CARACTERIZAÇÃO DA FÍSICO-QUÍMICA DE MEMBRANAS 

 

Técnicas instrumentais como HATR-FTIR, RMN de 31P, RMN de 1H, Medidas 

de Potencial Zeta, DLS, DSC e UV-vis, são úteis para monitorar a influência de 

substâncias, como a Gen, no comportamento físico-químico de membranas de 

diferentes composições. 

 A técnica de FTIR propicia o estudo vibracional das moléculas, 

fornecendo informações sobre a localização e a influência da substância ativa, nos 

graus de hidratação e ordem molecular dos grupos funcionais específicos dos 

lipídios (Manrique - Moreno et al., 2009). Quando o modo de Refletância Total 

Atenuada Horizontal (HATR) é acoplado ao FTIR, o raio de luz infravermelho incide 

no cristal de HATR, um material denso de seleneto zinco (ZnSe) com alto índice de 

refração, e a refletância cria uma onda que se estende além da superfície do cristal, 

penetrando cerca de 10 µm na amostra. A energia de cada onda é passada de volta 

para o feixe de luz IV e esse processo se repete ao longo do cristal. Assim sendo, 

essa técnica é considerada não invasiva e útil para o estudo de membranas, já que 

não as danifica (Tamm e Tatulian, 1997; Tatulian, 2003; Arsov e Quaroni, 2007).  

Para o estudo da dinâmica lipídica em todas as regiões das membranas 

(polar, interface e apolar), são detectados e analisados os estiramentos axiais 

assimétricos dos grupos fosfato e colina (as PO2- e as N+(CH3)3) na região polar dos 

lipídios; o estiramento axial do grupo carbonila na região de interface ( C=O), bem 

como os estiramentos axiais simétrico e assimétrico dos metilenos (s CH2 e as CH2) 

na cadeia apolar das membranas (Herec et al.,  2007; Manrique – Moreno et al., 

2010). 

O grupo fosfato, na região polar dos lipídios e o grupo carbonila, na interface 

lipídica, podem interagir com o meio aquoso ou com a substância inserida no 

sistema por meio de ligações de hidrogênio. Essa interação reflete no grau de 

hidratação destas regiões e acaba influenciando no modo vibracional das moléculas. 

Os deslocamentos na frequência do asPO2- e do C=O para valores menores, 
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indicam a formação ou o aumento no número de ligações de hidrogênio nas regiões 

polar e interfacial (Chen e Tripp, 2008; Choi et al., 1991; Severcan et al., 2005; 

Korkmaz e Severcan, 2005). 

Ainda na região polar, o grupo colina pode sofrer alterações no modo como 

interage com o fosfato do lipídio vizinho, provocadas pela presença de uma molécula 

exógena, o que reflete em alterações nas freqüências e na intensidade da banda 

referente ao as N+(CH3)3 (Gradolnik et al., 1991).   

Na cadeia hidrofóbica lipídica, é possível monitorar as possíveis transições de 

fases, monitorando-se alterações na frequência dos grupos metilenos. Por exemplo, 

se as freqüências dos s CH2 e as CH2 forem deslocadas para valores maiores a 

partir da interação com uma substância exógena, isto poderá indicar um aumento de 

ligações na conformação gauche na região, e vice-versa. No primeiro caso, a 

presença da substância incorporada no sistema torna a região apolar dos lipídios 

mais fluida, deixando os metilenos mais móveis (isomerização trans–gauche) 

(Manrique – Moreno et al., 2009, Lee e Chapman, 1986; Mannock et al., 2010). 

Também é possível obter informações sobre a dinâmica do sistema, 

avaliando a liberdade de movimento das moléculas em seu ambiente, através de 

análise de alterações nas larguras de bandas dos grupos específicos dos lipídios. As 

larguras de bandas estão relacionadas com os efeitos rotacionais, translacionais e/ 

ou de colisões das moléculas. Quando ocorre um aumento na mobilidade de um 

grupo lipídico, é possível observar também um aumento na largura de banda de 

estiramento do mesmo, com exceção da colina (Lee e Chapman, 1986; Toyran e 

Severcan, 2003; Arsov e Quaroni, 2007). 

 Os experimentos de RMN de 31P fornecem informações sobre a 

influência de uma molécula, como a Gen, na anisotropia do deslocamento químico 

do fósforo presente no lipídio. Quando um núcleo de fósforo está com sua 

mobilidade restrita, como em um sistema mais ordenado (fase gel), o pulso de 

radiofrequência é detectado de forma diferente em diversas orientações do núcleo, 

originando um pico de RMN mais largo.  Todavia, quando este núcleo está em um 

sistema mais fluido, o pulso de radiofrequência é detectado de maneira mais 
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uniforme pelas orientações do núcleo, o que origina um pico de RMN mais estreito 

(Debouzy et al., 2002 , Timoszik et al., 2004). Além disso, a técnica de RMN de 31P é 

útil para monitorar o estado de fase, incluindo a lamelaridade, das membranas.  

 A técnica de RMN de 1H, através de estudos de tempos de relaxação 

longitudinais (T1) pode ser aplicada para estudar o comportamento de hidrogênios 

presentes no grupo colina, localizado na região polar da membrana, e de metilenos, 

na região apolar da mesma. Quando pulsos de radiofreqüência são emitidos no 

RMN de 1H, em diferentes intervalos de tempo, o núcleo de hidrogênio muda seu 

eixo de rotação. Quando cessam esses pulsos de radiofreqüência, o núcleo tende a 

relaxar, liberando energia para o ambiente molecular e estrutural, retornando ao seu 

eixo de origem.  O tempo que esse núcleo leva para relaxar por completo é então 

detectado e denomina-se tempo de relaxação longitudinal (T1).  

Os valores de T1 estão relacionados ao tempo de correlação (τc), definido 

como o tempo médio que o núcleo leva para girar em um (1,0) radiano em torno do 

próprio eixo (Skoog et al., 1998; Silverstein et al., 2005). Esta técnica, por meio do 

estudo dos movimentos rotacionais, pode nos fornecer informações sobre o efeito de 

uma substância na velocidade rotacional e ordem molecular de regiões específicas 

dos lipídios (de Lima et al., 2007).  

 O Potencial Zeta é descrito como o potencial elétrico no plano 

hidrodinâmico de cisalhamento (camada que se forma ao redor da partícula em 

suspensão e sob movimento browniano se move como parte da partícula), e é útil 

para monitorar a distribuição de cargas superficiais na membrana e, 

consequentemente, a orientação dos grupos colina e fosfato. A presença de uma 

substância exógena em um sistema lipossomal pode influenciar na organização dos 

grupos colina e fosfato (presentes na cabeça polar) do fosfolipídio para cima ou para 

baixo do plano da bicamada lipídica (Tatulian, 1983; Disalvo e Bouchet, 2014). 

As Medidas de Potencial Zeta também podem fornecer informações sobre a 

estabilidade do sistema. Sabe-se que grandes forças de repulsão geralmente 

previnem a agregação das moléculas. Assim, valores de Potencial Zeta maiores que 

30 mV (positivos ou negativos) indicam sistemas mais estáveis (Malvern, 2012). 
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 A técnica de DLS pode fornecer informações sobre a distribuição de 

tamanho das partículas, o que pode estar relacionado com a estabilidade do 

sistema.  As partículas em suspensão estão em constante movimento, devido á 

colisão aleatória com as moléculas do líquido que as rodeia (movimento Browniano), 

um feixe de luz é incidido nesse sistema e a intensidade da luz espalhada pelas 

partículas forma um padrão de movimento.  

A taxa de flutuação da luz espalhada pelas moléculas maiores tende a ser 

mais lenta do que a taxa de flutuação espalhada pelas moléculas menores, pois 

quanto maior o tamanho das moléculas, mais lentamente elas se movem. Com o 

DLS, é possível determinar a taxa de mudanças dessas flutuações e com isso, a 

distribuição de tamanho das partículas (Malvern, 2012). 

 Com a técnica de DSC, é possível estudar o efeito da substância ativa 

no estado de fases do lipossomo, avaliando parâmetros termodinâmicos, através do 

estudo da variação energética do sistema amostra-referência (de Lima et al., 2010; 

Severcan et al., 1668; Marsh et al., 1977). Os lipídios se caracterizam por possuírem 

uma temperatura de transição de fase (Tc), cujo valor está relacionado com o 

comprimento da cadeia acil bem como com o grau de saturação da mesma. A 

presença de uma molécula exógena (como a Gen) pode provocar variações na 

temperatura de transição de fase principal (Tm), que é a temperatura em que o 

sistema possui 50% dos lipídios na fase gel e 50% dos lipídios na fase líquido 

cristalina, promovendo um maior grau de ordem ou uma maior fluidez nas cadeias 

apolares das membranas (Frézard, 2005; Lasic, 1998). 

 A técnica de UV-vis  pode ser usada para monitorar as transições de 

fase lipídica, através das alterações na turbidez do sistema. Um aumento nos 

valores de densidade ótica estão relacionados com a redução na fluidez do sistema 

e/ou com o aumento no diâmetro das partículas, o que pode estar associado ao 

processo de aglomeração das partículas (Yi e MacDonald, 1973; Kormaz e 

Severcan, 2005; Kazanci et al , 2000).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 
 

Caracterizar a influência da Gen nas propriedades físico-químicas de 

lipossomos com diferentes constituições lipídicas, bem como as atividades in vitro, 

antioxidante e antitumoral destes sistemas. Investigar a influência da composição 

lipídica de cada sistema nos efeitos provocados pela isoflavona e descrever 

possíveis correlações entre propriedades físico-químicas e biológicas, contribuindo 

assim para o design de sistemas de liberação prolongada de fármacos baseados em 

Gen, mais eficientes e menos tóxicos para o tratamento de tumores, como os 

gliomas. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

- Incorporar e quantificar a Gen em sistemas lipossomais compostos por: 

DMPC, DMPC/CHOL em diferentes concentrações e DMPC/POPC;  

- Investigar os efeitos da Gen nas propriedades físico-químicas dos 

lipossomos, avaliando sua influência no grau de hidratação, isomerização trans-

gauche e mobilidade de grupos específicos dos lipídios;   

- Avaliar a influência da Gen na lamelaridade das membranas e na liberdade 

de rotação do núcleo de fósforo, através do estudo da anisotropia do deslocamento 

químico, bem como na liberdade rotacional dos hidrogênios presentes nos grupos 

colina e metilenos; 

 

- Monitorar o efeito da Gen na orientação dos grupos da região polar das 

membranas, diâmetro dos lipossomos e estabilidade dos sistemas, bem como sua 

influência nos parâmetros termodinâmicos; 
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- Avaliar a suscetibilidade de cada sistema aos efeitos da Gen, de acordo com 

sua composição lipídica e; 

- Investigar o potencial redutor de radicais livres dos sistemas lipossomais 

propostos, contendo Gen e monitorar a capacidade antiproliferativa, contra a 

linhagem C6, de dois destes sistemas, por meio de testes in vitro.   
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1. REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 
 

Para o desenvolvimento deste trabalho, a dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e, 

colesterol (CHOL) foram obtidos da Avanti Polar Lipids, Inc. A palmitoil-oleil-

fosfatidilcolina (POPC), a genisteína (Gen), 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), água 

deuterada, 3-(trimetilsilil)-[2,2,3,3-2H4]-1-propionato de sódio (TSP, 0,05%) , o 

brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT) foram adquiridos na 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os solventes clorofórmio e metanol foram 

obtidos através da SYNTH do Brasil (São Paulo, Brasil). A linhagem de glioma de 

rato (C6) foi obtida da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, 

USA), o soro de bovino fetal (FBS, Gibco BRL) e o meio Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) foram adquiridos da Invitrogen Co. (Carlsbad, C.A, EUA). Os 

lipídios foram utilizados sem qualquer purificação adicional. Os demais reagentes 

utilizados foram de grau de pureza analítica.  

Os materiais e vidrarias utilizados foram béquers, erlenmeyers, pipetas, funis 

simples, provetas, kitassatos, balões volumétricos de 10 mL e 25 mL, garras, 

suportes, espátulas, eppendorfs, bastões de vidro, dentre outros. 

Foram utilizados para a realização deste trabalho os seguintes equipamentos: 

placa de aquecimento e agitação magnética modelo 752A Fisatom com potência de 

650W (de 120 a 1800 rpm), evaporador rotatório modelo 801A Fisatom de 70W, 

bomba de vácuo mod. XKM60-1 1/2HP FAMAC, espectrofotômetro de UV-visível 

Shimadzu UV-2550 e espectrofotômetro de FTIR Shimadzu–IR Prestige-21 

disponíveis na Universidade Federal do Rio Grande (FURG); espectrômetro de RMN 

Bruker (400 MHz) disponível na CIA- FURG, equipamento Zetasizer- Malvern UK- 

nano Zs e calorímetro de varredura diferencial Equipamento Shimadzu DSC-60 

(Tokyo, JP),disponíveis na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) . 
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4.2. MÉTODOS 
 

4.2.1. PREPARAÇÃO DOS LIPOSSOMOS E ENCAPSULAMENTO DA 
GENISTEÍNA  

 

Para este estudo, foram utilizadas as seguintes constituições lipossomais: 1) 

DMPC 30 mg/mL ; 2)  DMPC 30 mg/mL contendo (i) 3 mg/mL e (ii) 12 mg/mL de 

CHOL  (o que corresponde a 10% e 40% de CHOL em relação à concentração de 

DMPC) e 3) DMPC 30 mg/mL contendo 3 mg/mL de POPC (10% de POPC em 

relação à concentração de DMPC).  

Vale ressaltar que, a fim de investigar a composição mais adequada para 

compor um carreador lipídico baseado em Gen, foram testadas diferentes tipos de 

lipídios e concentrações de CHOL, em função das informações descritas na revisão 

bibliográfica deste trabalho (item 2.2.). 

Para este ensaio foram preparados lipossomos puros (ensaio controle) e 

lipossomos contendo Gen, em diferentes concentrações da isoflavona.  

As concentrações iniciais de Gen incorporada no sistema variaram de 0,0 

mg/mL a 4,8 mg/mL, respeitando a razão massa/massa (m/m) inicial Gen: lipídio(s) 

de 0,0 a 0,16.   Para isto foi utilizado o método de Evaporação Por Fase Reversa, 

segundo metodologia de Szoka e Papahadjopoulos (1978) e Mertins e 

colaboradores (2005), esquematizado na Figura 14.  

Os lipídios foram co-solubilizados com 700 μL de clorofórmio, 300 μL de 

metanol e posteriormente foi adicionado 20 μL de água destilada, formando uma 

emulsão. Tal emulsão foi submetida a banho de ultrassom durante 3 minutos, para a 

formação de uma suspensão homogênea de micelas reversas. Esta suspensão foi 

rotaevaporada sob vácuo, para eliminação do solvente orgânico e o organogel 

resultante deste processo foi hidratado com 1000 μL de água destilada e 

ressuspenso por meio de agitação em vórtex, resultando em vesículas unilamelares 

grandes (LUVs). 
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Figura 14: Esquema de preparação de lipossomos pelo método de Evaporação Por Fase 

Reversa. 

 

A Gen foi incorporada nos lipossomos na etapa de solubilização dos lipídios, 

com os solventes orgânicos, devido à sua hidrofobicidade. Vale ressaltar que a 

hidratação das membranas foi realizada com água, visto que a utilização de 

solventes zwiteriônicos como o tampão tricina (utilizado em trabalhos anteriores), 

pode provocar um aumento na fluidez das membranas (Koerner et al., 2011). 

Para uniformizar o tamanho, os lipossomos foram submetidos a três ciclos de 

congelamento com nitrogênio líquido (por 10 segundos) e descongelamento em 

banho–maria (por 40 segundos, a aproximadamente 27°C) (Azambuja et al., 2015; 

Hope et al., 1986). 
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4.2.2. QUANTIFICAÇÃO DA MÁXIMA CONCENTRAÇÃO DE GENISTEÍNA 
INCORPORADA NOS LIPOSSOMOS (CONCENTRAÇÃO DE 
SATURAÇÃO) 

 

Para determinar a concentração de Gen incorporada nos lipossomos, foram 

realizados três ciclos de lavagem e centrifugação (os lipossomos hidratados foram 

centrifugados e após, foi retirado o sobrenadante e adicionado o mesmo volume de 

água destilada) a fim de remover a Gen livre em solução (não incorporada nos 

lipossomos) Para a liberação da Gen incorporada nas vesículas, os lipossomos 

foram solubilizados com o surfactante triton X-100 a 0,6% (ver esquema na Figura 

15) (He et al., 2005; Ruiz et al., 1988). 

As amostras foram agitadas em vórtex e centrifugadas e em seguida, foram 

realizadas leituras do sobrenadante por espectroscopia UV-vis a 262 nm 

(comprimento de onda máximo de absorção da Gen) e a concentração final de Gen 

nos lipossomos foi calculada pela lei de Beer, considerando o coeficiente de 

absortividade molar da isoflavona, 35842 M-1 cm-1 (Franke et al., 2009). Os ensaios 

foram realizados em triplicatas. 

 

 

 

 

 

Figura 15: Esquema para ensaio de determinação da máxima concentração de Gen 

incorporada nos lipossomos (concentração de saturação). 
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4.2.3. ENSAIOS DE HATR-FTIR 

 

A técnica de HATR-FTIR foi utilizada para determinar a localização da Gen e 

sua influência nos graus de hidratação e ordem dos grupos específicos dos lipídios. 

Para isto foram analisadas variações nos valores de freqüências e larguras a ¾ da 

altura de picos de estiramentos axiais dos grupos lipídicos (Bilge et al., 2014, Casal 

e Mantsch, 1984). 

Assim, os lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e 

DMPC/POPC 10%, puros ou contendo Gen na máxima concentração incorporada 

(concentração obtida através do estudo descrito no item 4.2.2.), foram depositados 

em um cristal de ZnSe onde foi incidida a radiação infravermelho (Figura 16). Os 

ensaios foram realizados à temperatura ambiente, em um equipamento Shimadzu IR 

Prestige-21 (Kyoto, JP). Para obtenção dos interferogramas, considerou-se a média 

de 50 varreduras, cada uma de 400 a 4000 cm-1, com uma resolução de 2,0 cm-1. 

Para análise dos espectros, foi utilizado o software IR Shimadzu 1.5.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Esquema representativo do ensaio de HATR-FTIR. 
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4.2.4. MEDIDAS DE RMN DE 31P E RMN DE 1H   

 

Informações sobre o efeito de Gen no grau de liberdade rotacional do grupo 

fosfato lipídico, e no grau de lamelaridade das membranas foram obtidas através de 

medidas de RMN de 31P.   Os experimentos de RMN de 31P foram realizados em 

equipamento Bruker DPW 400 MHz (162 MHz) utilizando água deuterada (D2O) 

como referência externa, tempo de intervalo entre pulsos de 15,0 µs e foram 

realizadas 2048 varreduras. A influencia de Gen na anisotropia de deslocamento 

químico do núcleo de fósforo foi monitorada a partir da medida da largura do pico 

considerando as margens correspondentes às orientações de 0 e 90° do núcleo 

(Debouzy et al., 2002; Niederberger e Seelig, 1976).  

O efeito da Gen no movimento de rotação dos núcleos de hidrogênio dos 

grupos lipídicos colina e metilenos foi analisado por RMN de 1H, através de estudos 

de tempo de relaxação longitudinal (T1). As medidas foram realizadas a 400 MHz no 

mesmo aparelho descrito anteriormente. Foram realizadas sequências de pulsos de 

recuperação da inversão nas amostras com intervalos de tempo entre pulsos (de 

14,0 µs cada) de 0,2 a 102,4 segundos, utilizando-se como referência o ácido 

trimetilsilipropiônico (TSP), e foram realizadas 8 varreduras. (De Lima et al., 2010; 

Fraceto et al., 2005). Ambas as medidas de RMN (RMN de 31P e RMN de 1H) foram 

realizadas a 20°C, utilizando como solvente água: água deuterada (80:20 v/v). 

 

4.2.5. MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA 

 

Através da técnica de Potencial Zeta foi realizado o estudo de distribuição de 

cargas superficiais nas membranas lipossomais. As medidas da mobilidade 

eletroforética das membranas foram obtidas em equipamento Zetasizer Malvern UK-

Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido), através da 

técnica de anemometria laser-doppler em modo monomodal e utilizando como 

capilar uma célula de quartzo com um par de eletrodos de paládio. Para a realização 

das medidas, foi retirada uma alíquota de 25 L da suspensão de lipídios, diluída em 
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1000 L de água  milliQ e homogeineizada por agitação em vórtex. Os experimentos 

foram realizados à temperatura ambiente e para cada corrida, dez medidas de 

Potencial Zeta foram feitas. Os experimentos foram realizados em triplicatas 

(Fatouros e Antimisiaris, 2002).  

 

 

4.2.6. ENSAIOS COM ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) 

 

A caracterização do diâmetro das partículas foi determinada por ensaios de 

DLS, em equipamento Zetasizer Nano Series of Malvern Instruments 

(Worcestershire, Reino Unido). Para este ensaio, foi retirada uma alíquota de 25 L 

da suspensão de lipídios, essa alíquota foi diluída em 1000 L de água  milliQ e 

homogeineizada por agitação em vórtex. As análises foram realizadas a 25°C, 

utilizando caminho óptico de 1,0 cm e ângulo fixo de 173°, os experimentos foram 

realizados em triplicatas  e a obtenção do diâmetro das partículas foi considerada a 

partir da curva de correlação referente ao espalhamento de Luz.  

 

4.2.7. MEDIDAS DE DSC 
 

O efeito da Gen no estado de fase dos lipossomos foi monitorado através da 

investigação de parâmetros termodinâmicos Tm, considerando a variação energética 

entre duas células de DSC, uma referente à amostra e outra a uma referência 

caracterizada por uma célula de alumínio vazia (De Lima et al., 2010). Para este 

ensaio, as amostras foram depositadas em células de alumínio, que foram seladas. 

As medidas de DSC foram realizadas em um equipamento Shimadzu DSC-60 

(Tóquio, JP), utilizando uma taxa de aquecimento de 5°C/ min, faixa de temperatura 

variando de 5°C a 60°C e fluxo de nitrogênio de 50/50 mL. min.-1 (Zhao et al., 2007; 

Koynova e Caffrey, 1998; Ulrich et al., 1994; Lynch e Steponkus, 1989).  
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4.2.8. MEDIDAS DE TURBIDEZ 
 

Por meio de medidas de densidade óptica, a 400 nm, foi investigado o efeito 

da Gen na turbidez das membranas de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 

40% e DMPC/POPC 10%. Para tal foi avaliada a influência da Gen, em diferentes 

concentrações iniciais (variando de 0,0 mg/mL a 3,6 mg/mL, o que corresponde às 

razões m/m Gen/lipídios variando de 0,0 a 0,13) nos valores de turbidez dos 

diferentes sistemas lipossomais. As leituras foram realizadas por meio de 

espectroscopia de UV-vis em um aparelho Shimadzu UV-2550 (Kyoto, JP), a 400 nm 

(comprimento de absorção máxima do fosfato) utilizando células de quartzo com 

caminho óptico de 1cm (Azambuja et al., 2015; Souza et al., 2013; Kresheck et al., 

1980). Para cada concentração inicial de Gen, foram preparadas e analisadas três 

amostras independentes. 

 

4.2.9. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO  

 

O potencial antioxidante in vitro dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 

10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10% contendo Gen, foi investigado através 

do método colorimétrico DPPH. Este método consiste na redução do radical 2,2 

difenil 1-picril hidrazila (DPPH•, coloração púrpura), por ação de uma substância 

antioxidante, formando o 2,2-difenil-1-picril-hidrazina, de coloração amarela (Brand-

Williams et al., 1995). 

Para este ensaio a Gen, incorporada nos lipossomos de diferentes 

composições lipídicas, em diferentes concentrações iniciais, variando de 0,0 a 3,6 

mg/mL (o que corresponde às razões m/m Gen: lipídio(s) de 0,0 a 0,13), foi incubada 

com 1000 µL de metanol e 1000 µL de DPPH durante 40 minutos na ausência de 

luz. Após o período de incubação, foram realizadas leituras a 515 nm (absorbância 

do radical 2,2 difenil 1-picril hidrazila), em espectrofotômetro Shimadzu UV-2550 

(Kyoto, Honshu, JP). 
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 A atividade da Gen livre em solução também foi testada, nas mesmas 

concentrações e condições experimentais, e os resultados foram comparados. 

Foram analisadas três amostras independentes para cada concentração inicial de 

Gen testada e foram realizados ensaios controles com lipossomos na ausência de 

Gen. 

 

4.2.10. ENSAIOS ANTITUMORAIS IN VITRO 

 

Os estudos in vitro, das propriedades antitumorais dos sistemas lipossomais 

contendo Gen foram realizados utilizando uma linhagem de células de glioma de 

rato (C6).  

 

4.2.10.1. CULTURA CELULAR E TRATAMENTO IN VITRO 

 

O cultivo das células C6 foi realizado em meio Eagle modificado de Dulbecco 

de baixa glicose (DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), a 37 °C e com 

atmosfera umidificada com 5% de CO2 (da Silveira et al., 2013). As células C6 foram 

incubadas em placas de 96 poços, contendo 5x103 células por poço com DMEM 

contendo 10% de FBS por 24h. Para avaliar o efeito antiploriferativo da Gen em C6, 

as células foram tratadas com Gen, na forma livre, em solução de DMSO, e 

incorporada em lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL10%, nas concentrações de 

10, 20 e 100 µM, durante 48h.  

Para este estudo foram realizados os seguintes controles: C= células de 

glioma de ratos (C6) e meio de controle (DMEM); CV= DMSO; CD= lipossomos de 

DMPC puros e CDC= lipossomos de DMPC/CHOL 10% puros.  
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4.2.10.2. CONTAGEM CELULAR E MTT  

 

Após as 48h de tratamento, as células foram dissociadas com tripsina/EDTA. 

Alíquotas de 100 μL foram transferidas de cada um dos poços para uma Câmara de 

Neubauer, onde foi realizada a contagem das células viáveis. Os ensaios de 

viabilidade celular foram realizados considerando o método de redução colorimétrica 

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT).  

 

O método colorimétrico MTT quantifica a habilidade de células viáveis 

reduzirem o sal amarelo de tetrazólio a cristais de formazan (coloração púrpura) a 

partir da enzima mitocondrial succinato desidrogenase, (Mosmann, 1983). Para este 

ensaio, uma solução de MTT foi diluída com DMEM/ 10% de FBS) até a 

concentração de 0,5 mg/mL e acrescentada nas células tratadas (Mosmann, 1983). 

A densidade óptica de cada poço foi medida a 492 nm e os resultados foram 

expressos como absorbância (da Silveira et al., 2013). 

 

Vale relembrar que para ambos os ensaios (contagem celular e MTT), foram 

considerados os seguintes controles: C= células C6 e meio de controle (DMEM); 

CV= DMSO; CD= lipossomos de DMPC puros e; CDC= lipossomos de DMPC/CHOL 

10% puros e os experimentos foram feitos em triplicatas. 

 

4.2.10.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS ENSAIOS ANTITUMORAIS 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão e foram submetidos 

à análise one-way de variância (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey-

Kramer (para múltiplas comparações). As diferenças entre os valores médios foram 

considerados significativos quando p <0,05. 
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5. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  

 

5.1. DETERMINAÇÃO DA MÁXIMA CONCENTRAÇÃO 
(CONCENTRAÇÃO DE SATURAÇÃO) DE GENISTEÍNA NOS 
LIPOSSOMOS  

 

A concentração de saturação é detectada a partir de gráficos que relacionam 

a razão (m/m) inicial de Gen: lipídio(s) com a concentração de Gen incorporada em 

lipossomos. Em geral, após o alcance da concentração máxima de substância ativa 

incorporada em lipossomos, observa-se uma queda gradual destes valores. Este 

comportamento é usado para detecção da concentração de saturação (Azambuja et 

al., 2015; Dimitrios e Sophia, 2002). 

As concentrações de saturação de Gen nos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10% foram determinadas a 

partir das curvas demonstradas na Figura 17 e estão listadas na Tabela 1.  
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Figura 17: Curvas de saturação da genisteína (Gen) incorporada nos lipossomos de 
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 
10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e 
dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%). 

 

Através das curvas apresentadas na Figura 17, é possível notar que a 

concentração máxima de Gen incorporada nos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 

10% e DMPC/CHOL 40%, foi alcançada na razão (m/m) inicial Gen: lipídio(s) 0,13 

(concentração inicial de Gen de 3,6 mg/mL. Já em DMPC/POPC 10% a 

concentração final foi obtida em uma razão menor (0,09), que corresponde a uma 

concentração inicial de Gen de 2,4 mg/mL. As concentrações de saturação de Gen 

nos lipossomos, obtidas através da análise destas curvas estão listadas na  Tabela 

1. 
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Tabela 1- Valores de concentração de saturação da Gen em lipossomos compostos por 

DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%. 

 

 

 

 

 

 

 

Pode-se observar através dos dados listados da Tabela 1, que a eficiência de 

encapsulação de Gen nas membranas foi influenciada pela composição lipídica 

destas. Uma análise comparativa da eficiência de encapsulamento nas 

concentrações de saturação de Gen dos diferentes sistemas está apresentada na 

Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sistema lipossomal       Concentração de saturação (µM) 

DMPC                        356,56±9,27 

DMPC/CHOL 10%      470,39±7,62  

DMPC/CHOL 40%      347,36±8,15  

DMPC/POPC 10%      743,00±12,01  
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Figura 18: influência da composição lipídica no encapsulamento de Gen em lipossomos de 
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 
10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e 
dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%). 

 

Com a inserção de 10% de CHOL nos lipossomos de DMPC, nota-se um 

aumento de 24,2% na incorporação de Gen no sistema, em comparação ao 

observado em lipossomos de DMPC. Quando a proporção de CHOL na composição 

da membrana foi aumentada para 40%, observa-se uma redução na eficiência de 

encapsulação da isoflavona, onde a concentração de saturação de Gen foi similar à 

concentração de saturação nos lipossomos de DMPC e 26,15% menor em 

comparação com os lipossomos de DMPC/CHOL 10%.  

O CHOL provoca um maior grau de empacotamento na bicamada lipídica, 

aumentando sua estabilidade e reduzindo o grau de difusão de um fármaco para o 

meio externo. Isto pode justificar o maior percentual de encapsulamento de Gen nos 

lipossomos de DMPC/CHOL 10%. No entanto, em maiores concentrações, o CHOL 

pode dificultar a incorporação da substância, pois reduz os espaços intermoleculares 

livres na membrana (Mohammed et al., 2004).  Sendo assim, nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 40% uma possível competição entre a Gen e o CHOL, pelos 

compartimentos livres na bicamada, pode ser responsável pela redução da 

concentração da isoflavona no sistema. 
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Por outro lado, nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, a presença do 

fosfolipídio monoinsaturado (POPC) induziu a um aumento na eficiência de 

encapsulação de Gen no sistema. A concentração de saturação de Gen nestas 

membranas foi 52% maior do que nos lipossomos de DMPC e 36,7% maior do que 

em lipossomos de DMPC/CHOL 10%. 

Ao contrário do efeito provocado pela presença de CHOL nos lipossomos, 

lipídios insaturados como POPC podem provocar um menor empacotamento da 

bicamada lipídica, aumentando a fluidez da membrana e consequentemente, 

proporcionando um maior encapsulamento, visto que apresentam mais “espaços 

livres” para o fármaco ocupar (Ghosh et al., 1973; Kulkarni et al., 1995).  

Visto que dos quatro sistemas lipossomais testados, três deles obtiveram a 

saturação de Gen na razão (m/m) inicial de Gen: lipídio(s) 0,13, esta razão foi 

considerada para os ensaios de caracterização físico-química, para fins 

comparativos.  

Vale ressaltar que nesta razão m/m, a concentração final de Gen incorporada 

nos lipossomos de DMPC/POPC 10% foi de 619,00 µM, concentração esta, menor 

do que a concentração de saturação (743 µM).  

 

 

5.2. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA GENISTEÍNA NAS 
PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DOS LIPOSSOMOS  

 

As propriedades físico-químicas dos lipossomos puros e contendo Gen na 

sua concentração de saturação (ver item 4.1.) foram comparadas, utilizando as 

técnicas instrumentais de HATR-FTIR, RMN de 31P, RMN de 1H, Medidas de 

Potencial Zeta, DLS, DSC e UV- vis, conforme descrito anteriormente.  

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, 

DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, na ausência e na presença de Gen estão 

apresentados nas Figuras 19 e 20. As atribuições dos modos vibracionais da 
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fosfatidilcolina (estiramentos axiais presentes em todas as amostras analisadas) 

para cada sistema lipossomal, assim como da Gen e do CHOL, para 

reconhecimento de interferência na análise dos resultados, por sobreposição de 

picos, estão listadas na Tabela 2.  

Vale ressaltar que os dados referentes às atribuições de HATR-FTIR de Gen 

e CHOL já estão documentados na literatura, de acordo com Azambuja e 

colaboradores (2015); Gupta e colaboradores (2014); Paradkar e Irudayaraj (2002). 
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Figura 19: Espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e 

dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), puros e contendo Gen. 
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Figura 20: Espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina contendo 
40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- 
fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%), puros e contendo Gen.  
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Para os todos os lipossomos estudados, foram detectados e analisados os 

seguintes estiramentos, referentes aos grupos presentes na fosfatidilcolina: 

estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (as PO2-), estiramento axial 

assimétrico do grupo colina (as N+ (CH3)3), estiramento axial da carbonila ( C=O), 

estiramentos axiais simétricos  (s CH2) e assimétricos (as CH2) dos grupos 

metilênicos.  

O espectro de CHOL puro apresenta os seguintes picos: deformação angular 

OCH (δ OCH), estiramento axial C-C-C ( C-C-C), deformação angular CH2, CH3 (δ 

CH2, CH3), estiramento axial assimétrico C–H (as C–H), estiramento axial CH ( 

CH), estiramento axial OH ( OH). 

O espectro da Gen pura apresenta os seguintes picos: estiramento axial da 

carbonila (C=O), estiramento axial C=C (C=C), deformação angular OH (δ OH), 

estiramento axial C-O-C (C-O-C) (Azambuja et al., 2015; Gupta et al., 2014; 

Paradkar e Irudayaraj, 2002). 

As frequências de cada modo vibracional estão descritas na Tabela 2. 
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Tabela 2: Atribuições de picos de FTIR, referentes aos modos vibracionais de fosfatidilcolina, 

colesterol e genisteína.   

 

 

Composto 
 

Frequência Atribuição FTIR 

Fosfatidilcolina 
 

1222,35 cm-1 as PO2
- 

 973,90 cm-1 

 
as N+(CH3)3 

 1736,94 cm-  C=O 

 2853,51 cm-1 

 
s CH2 

 2923,23 cm-1 

 
as CH2 

  
 

 

Genisteína 1645,28 cm-1 

 
C=O 

 1614,42 cm-1 

 
C=C 

 1519,91–1419,61 cm-1 

 
δ 5-OH e C=C 

 1307,74-1143,79 cm-1 

 
C-O-C 

 3444,87–3165,19 cm-1 

 
δ OH 

  
 

 

Colesterol 680 cm-1 – 769 cm-1 

 
δ OCH 

 859 cm-1 

 
 C-C-C 

 1372 cm-1 

 
δ CH2, CH3 

 2882 – 2948 cm-1 

 
as C–H 

 3028 cm-1 

 
 CH 

 3611 cm-1 

 
 OH 
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 Através do estudo dos espectros apresentados nas Figuras 19 e 20, foi 

possível analisar a influência da Gen nos valores de frequência e nas larguras de 

banda a ¾ da altura de cada pico dos lipídios, avaliando-se o grau de hidratação e 

mobilidade dos mesmos. Os resultados serão discutidos, a seguir, considerando 

cada região específica dos lipídios: região polar, interface e região apolar. 

 

5.2.1. AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA GENISTEÍNA NA REGIÃO POLAR 
DOS LIPOSSOMOS 

 

A interação de uma molécula exógena com o grupo fosfato lipídico pode 

promover alterações na orientação e grau de hidratação deste. Isto é refletido em 

um espectro de FTIR, nas variações nos valores de frequência de as PO2- 

(Azambuja et al., 2015; Manrique-Moreno et al., 2010; Manrique-Moreno et al., 2009; 

Chen e Tripp, 2008; Herec et al., 2007; López-García et al., 1993).  Os valores de 

frequências, referentes aos grupos específicos dos lipídios nos lipossomos de 

DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, puros e 

contendo Gen, estão apresentados na Tabela 3. 
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 Tabela 3: Valores de frequências dos grupos lipídicos específicos nos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, puros e contendo Gen. 

Sistema Frequências (cm-1) 
 

 as N+(CH3)3 as PO2
- 

 
 C=O 

 
s CH2 

 
  as CH2 

 
DMPC 
 

   973,90 
 

 1222,35 
 

 1736,94 
 

  2853,51 
 

   2923,23 
 

Gen: DMPC 
 

   973,90 
 

 1226,77 
 

 1736,94 
 

  2849,00 
 

   2923,23 

Variação  (cm-1) 
 

  ----------     4,42 ----------      4,51    ---------- 

DMPC/CHOL 10% 
 

  966,32 
 

 1226,77 
 

 1732,03 
 

  2853,58 
  

  2924,23 
 

Gen:DMPC/  CHOL 10% 
 

  966,34 
 

 1230,29 
 

 1733,05 
 

  2850,75 
 

  2921,02 
 

Variação  (cm-1) 
 

 ----------    3,52     1,02*      2,83     3,21 

DMPC/CHOL40% 
 

  976,93  1227,03 
 

  1734,76 
 

  2851,77 
 

  2921,35 
 

Gen:DMPC/  CHOL 40% 
 

  976,93  1251,48 
 

  1734,76 
 

  2843,31 
 

  2954,26 
 

Variação  (cm-1) 
 

 ----------    24,45    ----------      8,46     32,91 

DMPC/POPC 10% 
 

  973,82  1224,98 
 

  1734,09 
 

  2852,08 
 

   2922,28 
 

Gen: DMPC/POPC 10% 
 

  973,14  1224,21 
 

  1732,85 
 

  2852,28 
 

   2922,20 
 

Variação  (cm-1) 
 

  0,68*    0,77*      1,24*      0,2*      0,08* 

*Valores não significativos 

Nos lipossomos de DMPC, a incorporação de Gen provocou um 

aumento nos valores de frequência de as PO2
-, de 4,42 cm-1 (ao comparar os 

valores do lipossomo puro com os do lipossomo contendo Gen). Nos sistemas 

contendo DMPC/ CHOL 10%, os valores de frequência de as PO2
- aumentaram 

em 3,52 cm-1. Já nos lipossomos compostos de DMPC/CHOL 40%, observou-

se uma variação maior na frequência referente ao as PO2
-, de 24,35 cm-1. 

 Estes aumentos nos valores de frequência do as PO2- induzidos por Gen, 

indicaram que a presença da isoflavona contribuiu para uma redução na quantidade 

de ligações de hidrogênio entre o grupo fosfato e os átomos presentes na molécula 

de Gen ou de água, ou seja, uma redução no grau de hidratação do fosfato lipídico 

(Azambuja et al., 2015; López- Garcia et al., 1993). Vale ressaltar que ligações de 
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hidrogênio com o grupo fosfato lipídico podem ocorrer nos grupos hidroxila 

presentes em Gen.  

Assim sendo, a presença de 10% de CHOL em lipossomos de DMPC parece 

ter induzido uma redução mais discreta nas ligações hidrogênio entre o grupo fosfato 

e Gen ou moléculas de água, quando comparado a sistemas compostos somente 

por DMPC. No entanto, ao aumentar-se o percentual de CHOL no sistema (em 

DMPC/CHOL 40%), a variação de frequencia do as PO2- aumentou drasticamente, 

quando comparado a DMPC. Nos lipossomos de DMPC/CHOL 40% observamos 

uma variação nos valores de freqüência do as PO2- 81,9% maior do que a variação 

observada nos lipossomos de DMPC. 

Nas membranas de DMPC/POPC 10%, não foram observadas alterações 

significativas nos valores de frequência do as PO2-, com a presença da Gen. Isto 

indica que, neste sistema, a isoflavona não promoveu variações no número de 

ligações hidrogênio do grupo fosfato lipídico. 

De forma a monitorar a influência da Gen na liberdade de movimentos dos 

grupos lipídicos, foram realizadas medidas de larguras de bandas de FTIR dos 

grupos lipídicos específicos.  

A Figura 21  mostra uma ampliação do espectro de HATR-FTIR (Figura 19), 

de lipossomos de DMPC/CHOL 10% puros e contendo Gen, na região do grupo 

fosfato, para análises de largura de bandas. Vale ressaltar que este procedimento foi 

realizado para todos os grupos analisados, de todas as amostras investigadas. 
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Figura 21: Ampliação dos espectros de HATR-FTIR de lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina 

contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), puros e contendo Gen na região do as PO2-. 

 

Os valores de largura de banda e variações para cada sistema estão listados 

na Tabela 4. 
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Tabela 4: Valores de larguras de banda de FTIR referentes aos estiramentos axiais de grupos 

lipídicos específicos nos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e 

DMPC/POPC 10%, puros e contendo Gen. 

Sistema 
 

Larguras (cm-1) 

 as PO2
- 

 
 C=O 

 
s CH2 

 
as CH2 

 
DMPC 
 

31,00 
 

22,28 
 

9,65 
 

12,33 
 

Gen: DMPC 
 

25,07 
 

20,35 
 

10,04 
 

13,32 
 

Variação (cm-1) 
 

5,93 1,93 0,39* 
 

0,99* 
 

DMPC/CHOL 10% 
 

24,43 
 

---------- 10,07 
 

15,49 
 

Gen:DMPC/  CHOL 10% 
 

33,98 
 

---------- 9,85 
 

13,54 
 

Variação (cm-1) 
 

9,55 ---------- 0,22* 
 

1,95 
 

DMPC/CHOL 40% 
 

22,31 
 

3,15 
 

11,4 
 

16,53 
 

Gen:DMPC/ CHOL 40% 
 

12,44 
 

1,83 
 

16,68 
 

23,78 
 

Variação (cm-1) 
 

9,87 1,32 
 

5,28 
 

7,25 

DMPC/POPC 10% 
 

27,48 
 

5,78 
 

8,58 
 

12,75 
 

Gen: DMPC/POPC 10% 
 

30,58 
 

17,42 
 

10,37 
 

16,09 
 

Variação (cm-1) 
 

3,10 11,64 1,79 3,34 

*Valores não significativos 

  

A Figura 22 mostra as variações nos valores de larguras de banda, 

provocadas pela presença de Gen, bem como a sensibilidade dos sistemas 

lipossomais à ação da isoflavona. 
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 Figura 22: Variações nos valores de largura de banda dos picos específicos, presentes nos 

lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol 

(DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e 

dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%). 

 

Como se pode observar a partir dos dados da tabela 4 e no gráfico 

apresentado na Figura 22, a Gen reduziu a largura de banda de as PO2-, nos 

lipossomos de DMPC em 5,93 cm-1. Isto sugere que a isoflavona ordenou a região 

do fosfato lipídico (Manrique-Moreno et al., 2009; Severcan et al., 2005).  

 A presença de 10% de CHOL no sistema lipossomal (DMPC/CHOL 10%) 

acarretou um efeito da Gen inverso ao observado nos lipossomos de DMPC, e 

também parece ter tornado o sistema mais sensível à ação da isoflavona (visto que 

a variação para este sistema foi de 9,55 cm-1, 37,9% maior, quando comparada a 

variação de 5,93 cm-1 observada para lipossomos de DMPC). O aumento na largura 

de banda de as PO2- de 9,55 cm-1 sugeriu um aumento de fluidez na região induzido 

pela isoflavona.  

O aumento do percentual de CHOL nos lipossomos de DMPC (DMPC/CHOL 

40%), entretanto, influenciou para um efeito de ordenamento na região do grupo 
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fosfato lipídico, provocado pela Gen, tal como observado em lipossomos de DMPC. 

Assim como em DMPC/CHOL 10%, a presença de 40% de CHOL tornou a região 

fosfato lipídica mais sensível à ação de Gen (visto que houve uma variação de 9,87 

cm-1 na largura de as PO2-, 39,92% maior do que a variação de 5,93 cm-1 observada 

para lipossomos de DMPC).     

 Nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, observou-se um aumento nos valores 

de largura de banda de as PO2- de 3,10 cm-1. Isto indicou que a presença de POPC 

tornou o grupo fosfato lipídico menos sensível à interação com Gen, comparada aos 

outros sistemas estudados (baseados em DMPC na ausência e na presença de 

CHOL).  

A variação nos valores de largura de as PO2- nos lipossomos de 

DMPC/POPC 10% foi 47,7% menor do que nos lipossomos de DMPC, 67,5% menor 

do que nos lipossomos de DMPC/CHOL 10% e 68,6% menor do que nos lipossomos 

de DMPC/CHOL 40%. Assim como em DMPC/CHOL 10%, nos lipossomos de 

DMPC/POPC 10% a Gen induziu uma fluidificação das membranas, nesta região. 

Vale ressaltar que os lipossomos de DMPC/CHOL 10% e DMPC/POPC 10%, 

possuem uma maior concentração de Gen incorporada (em comparação com os 

lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 40%). Sendo assim, visto que o espectro da 

Gen pura apresenta o C-O-C na faixa entre 1307,74- 1143,79 cm-1, e a freqüência 

de as PO2- dos sistemas estudados localiza-se entre 1222,35 cm-1 e 1251,48 cm-1, 

deve-se considerar uma possível sobreposição entre estes dois picos. 

Com o objetivo de obter maiores informações acerca da região do fosfato 

lipídico, bem como a lamelaridade das membranas, foram então realizadas medidas 

de RMN de 31P (Villasmil -Sánchez et al., 2013; Ghosh, 1988). Os espectros de RMN 

de 31P dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e 

DMPC/POPC 10%, na ausência e na presença de Gen estão apresentados nas 

Figuras 23 e 24. 
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Figura 23: Espectros de RMN de 31P de lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e 

dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), puros e contendo Gen. 
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Figura 24: Espectros de RMN de 31P de lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) 
contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de 
palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%) puros e contendo Gen. 

 

Os espectros de RMN de 31P dos lipossomos compostos por DMPC, 

DMPC/CHOL 10% (Figura 23) e DMPC/POPC 10% (Figura 24), apresentaram um 

ombro largo em baixo campo magnético e um pico mais estreito em alto campo, isso 

indica que as membranas estão em fase lamelar e organizadas em bicamadas, o 

que é característico de fosfatidilcolinas, como o DMPC (ver Figura 8, item 2.2.) 

(Villasmil – Sánchez et al., 2013; Lasic, 1998).  
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A presença de Gen nestes sistemas não alterou o seu estado de fases, visto 

que as formas dos espectros de 31P RMN não foram modificadas pela presença da 

isoflavona. 

Os espectros de DMPC/CHOL 40%, sem Gen (Figura 24), apresentaram um 

espectro com características mais simétricas (onde a presença do ombro largo em 

baixo campo magnético é praticamente imperceptível), típico de lipídios em fase 

hexagonal isotrópica I ou em configurações cúbica ou micelar (ver Figura 8, item 

2.2.). Espectros de RMN de 31P simétricos também podem ser indicativos de que o 

sistema se encontra na fase líquido- cristalina (estado fluído) (Villasmil – Sánchez et 

al., 2013; Lasic, 1998).  

Sabe- se que o colesterol tende a uma organização de micela inversa 

(Villasmil – Sánchez et al., 2013; Lasic, 1998), sendo assim, as características do 

espectro de DMPC/CHOL 40%, parecem ter sido influenciadas pela presença do alto 

percentual de colesterol no sistema.  

Quando a Gen foi incorporada nos lipossomos de DMPC/CHOL 40%, 

observa-se a presença mais acentuada de um ombro mais largo em baixo campo 

magnético, indicando que a isoflavona promove uma reorganização da membrana 

para a fase lamelar, com a presença de bicamadas lipídicas (Villasmil -Sánchez et 

al., 2013; Cullis e de Kruijff, 1979; Seelig, 1978).  

As medidas da anisotropia do deslocamento químico (CSA) de cada sistema 

lipossomal estudado, com seus respectivos controles, estão listadas na Tabela 5. 

Tais medidas estão relacionadas com a liberdade de rotação do núcleo de fósforo. 

Aumentos na CSA induzidos por um agente externo ou pela própria composição 

lipídica indicam um núcleo de fósforo com mobilidade rotacional restrita, assim como 

um pico mais estreito é típico de um núcleo em um ambiente mais desordenado 

(Mohan et al., 2014; Debouzy et al., 2002; Seelig et al., 1981). 
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Tabela 5: Influência da genisteína (Gen) na anisotropia do deslocamento químico do núcleo 

de 31P de lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%. 

 II  CSA (ppm) 

DMPC 25,60 -15,94 41,54 

Gen: DMPC  25,10 -15,94 41,04 

DMPC/CHOL 10% 28,30 -16,54 44,84 

Gen: DMPC/CHOL 10% 28,30 -16,54 44,84 

DMPC/CHOL 40% 26,8 -15,07 41,87 

Gen: DMPC/CHOL 40% 26,24 -16,21 42,45 

DMPC/POPC 10% 19,30 -26,50 45,08 

Gen: DMPC/POPC 10% 16,00 -26,00 42,00 

 

Como se pode observar na Tabela 5, nos lipossomos de DMPC e DMPC 

contendo 10% e 40% de CHOL, a Gen não provocou alterações significativas nos 

valores de CSA enquanto que em DMPC/POPC 10%, a Gen induziu a uma redução 

na largura do pico de fósforo de 3,08 ppm, contribuindo para uma maior fluidez na 

região do fosfato lipídico.  

Ainda na região polar das membranas, através das análises de HATR- FTIR 

(Figuras 19 e 20, Tabela 3), não foram observadas alterações nos valores de 

frequência e largura de banda, referente ao pico de as N+(CH3)3. 
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Nesse contexto, a fim de se obter mais informações sobre a dinâmica da 

colina lipídica, foram realizados estudos de T1 (via RMN de 1H) As curvas 

apresentadas na Figura 25, são referentes à recuperação dos sinais de decaimento 

da indução livre (FID) de hidrogênios da colina lipídica (3,2 ppm) . A partir destas 

curvas, os valores de T1 foram calculados e estão listados na Tabela 6.  

 

 

Figura 25: Curvas referentes à recuperação dos sinais de FID dos hidrogênios da colina (3,2 
ppm) nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de 
colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 
40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%), 
puros e contendo Gen. 
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Tabela 6: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1) dos hidrogênios presentes no grupo 

colina, dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, puros 

e contendo Gen. 

 
Sistema lipossomal 

T1 (s) 
 

Variação   (s) 

         Puro         Com Gen  

DMPC 
 

2,24 3,11 0,87 

DMPC/CHOL 10% 
 

0,71 3,86 3,15 

DMPC/CHOL 40% 
 

3,51 3,88 0,37 

DMPC/POPC 10% 
 

2,62 1,30 1,32 

 

 Nos sistemas lipossomais de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/ CHOL 

40%, a Gen induziu um aumento nos valores de T1 de 28,0%, 81,6% e 9,54%, 

respectivamente (em comparação com os lipossomos puros), indicando que a 

isoflavona ordenou a região do grupo colina nestes sistemas. Nos lipossomos de 

DMPC/POPC 10% observamos um efeito inverso, provocado pela incorporação de 

Gen. A isoflavona provocou uma redução de 50,4% (comparado aos lipossomos 

puros) nos valores de T1, o que aponta para um aumento na fluidez do sistema, na 

região da colina.  

 A Figura 26 mostra as variações, induzidas pela presença de Gen, nos 

valores de T1 dos hidrogênios da colina e a influência da composição lipídica na 

suscetibilidade de cada sistema aos efeitos provocados pela isoflavona.   
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Figura 26: variações nos valores de T1 dos 1H presentes nos grupos colina, provocadas pela 
incorporação de Gen nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina 
contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol 
(DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina 
(DMPC/POPC 10%). 

 

Pode-se observar que a inserção de 10% de CHOL e 10% de POPC nos 

sistemas lipossomais contendo DMPC, parecem ter tornado a colina lipídica mais 

sensível à ação da isoflavona, posto que em DMPC/CHOL 10% e DMPC/POPC 10% 

as variações (em segundos) nos valores de T1 dos hidrogênios da colina foram 

72,4% e 34,1%, respectivamente, maiores do que nos lipossomos de DMPC. 

Todavia, uma maior concentração de CHOL inserido nas membranas (40%) 

tornou a colina lipídica menos sensível à ação da Gen. Nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 40% a variação (em segundos) nos valores de T1 dos hidrogênios da 

colina lipídica foi 57,5% menor do que nos lipossomos de DMPC e 88,2% menor do 

que em DMPC/CHOL 10%. No entanto, vale ressaltar que nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 40% a concentração de Gen incorporada nos lipossomos é menor do 

que a concentração de Gen incorporada nos demais sistemas avaliados neste 

estudo. 

Através das técnicas de HATR-FTIR, RMN de 31P e RMN de 1H, observou-se 

que na região polar dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 
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40%, a Gen promoveu um maior grau de ordem relacionado aos grupos fosfato e 

colina.  Nos lipossomos de DMPC/POPC10% a Gen contribuiu para um discreto 

ordenamento na região do fosfato lipídico e tornou a região do grupo colina mais 

fluida. 

A fim de monitorar a orientação dos grupos de cabeça (fosfato e colina) dos 

fosfolipídios, foi realizado o estudo de distribuição de cargas superficiais nas 

membranas, por meio de Medidas de Potencial Zeta.  

Valores de Potencial Zeta negativos indicam que o plano da colina pode 

encontrar-se orientado abaixo do plano da bicamada e quando a colina está 

orientada acima do plano da bicamada lipídica, os valores de Potencial Zeta tendem 

a ser mais positivos, como mostra o esquema apresentado na Figura 27 (Dimitrios e 

Sophia, 2002; Legrand et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Figura 27: Representação esquemática de diferentes orientações dos grupos colina e fosfato. 

 

Os valores de Potencial Zeta dos sistemas estudados, na ausência e na 

presença de Gen estão listados na Tabela 7. 

 ‘  
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Tabela 7: Valores de Potencial Zeta dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% 

e DMPC/POPC 10%, puros e contendo Gen. 

 
Sistema lipossomal 

Potencial zeta (mV) 
    Puro      Com Gen 

DMPC 

 
- 38,2±0,4 - 37,1±0,5 

DMPC/CHOL 10% 
 

- 10,4±0,9 - 18,2±0,8 

DMPC/CHOL 40% 
 

- 44,3±0,9 - 24,4±0,8 

DMPC/POPC 10% 
 

- 30,7±0,4 -18,2±0,4 

 

 De acordo com a Tabela 7, a Gen tornou os valores de Potencial Zeta dos 

lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10% mais positivos em 1,1 

mV, 7,8 mV e 19,9 mV, respectivamente. Essas variações indicam que a isoflavona 

direcionou o grupo colina para a superfície da membrana, orientando-o para um 

plano acima do plano da bicamada lipídica. 

O aumento da carga superficial nos lipossomos favorece uma maior 

circulação destes carreadores lipídicos na corrente sanguínea e facilita a interação 

com o ácido desoxirribonucléico (DNA), que possui carga negativa devido à 

presença de grupos fosfatos, via interações eletrostáticas (Figura 28) (Batista et al., 

2007; Awasthi et al., 2004; Ulrich, 2002). Sendo assim o aumento nos valores de 

Potencial Zeta, provocado pela inserção da Gen nos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, parece contribuir para um aumento na 

eficácia dos mesmos, como sistemas carreadores. 

 

 

 

 

 

 



lxxvi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Representação da interação eletrostática entre o grupo colina presente na 

molécula de fosfatidilcolina e o grupo fosfato presente na molécula de DNA. 

 

Todavia, nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%, a presença de Gen deslocou 

os valores de Potencial Zeta para valores mais negativos (variação de 7,8 mV). É 

importante ressaltar que, através das medidas de T1 dos hidrogênios do grupo colina 

(discutido anteriormente), observamos uma interação da Gen consideravelmente 

mais acentuada com a colina lipídica nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%, quando 

comparado aos demais sistemas estudados.  

Sendo assim, parece que ao interagir mais fortemente com a colina lipídica, a 

Gen provocou uma modificação na orientação deste grupo.  
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5.2.1.1. ESTABILIDADE DOS LIPOSSOMOS CONTENDO 
GENISTEÍNA A PARTIR DAS CARGAS DA REGIÃO POLAR E 
ANÁLISE DO TAMANHO VESICULAR 

 

Análises de Potencial Zeta também fornecem informações relacionadas à 

estabilidade dos lipossomos. Os valores de Potencial Zeta acima de 30 mV 

(positivos ou negativos) são relacionados a suspensões mais estáveis, visto que 

estas apresentam repulsão entre as moléculas, prevenindo sua agregação (Malvern, 

2012). Sendo assim, os lipossomos de DMPC, tanto puros quanto contendo Gen, se 

mostraram mais estáveis do que os lipossomos de DMPC contendo CHOL (10% e 

40%) e POPC (10%).  

Neste contexto, a fim de obter informações sobre a influência da Gen no 

diâmetro dos lipossomos, e por consequência, agregação e estabilidade, foram 

realizados experimentos de DLS. Através da técnica de DLS, detectou-se o diâmetro 

dos lipossomos estudados, que estão listados na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Diâmetro dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e 

DMPC/POPC 10%, puros e contendo Gen. 

 

  

 

 

 

 

 

De acordo com a Tabela 8, nota-se que os lipossomos de DMPC (puros e 

contendo Gen) apresentaram um diâmetro consideravelmente menor do que os 

                                 Diâmetro (nm) 

Sistema lipossomal puro Com Gen 

DMPC 331,0±13,2 278,5±12,6 

DMPC/CHOL 10% 1237,0±124,9 1187,0±116,5 

DMPC/CHOL 40% 5220,5±678,64 4433,5±497,3 

DMPC/POPC 10% 1157,0±104,5 3242,5±205,6 
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lipossomos de DMPC contendo CHOL ou POPC (os lipossomos de DMPC contendo 

Gen apresentaram um diâmetro 76,53% menor do que os lipossomos de DMPC 

contendo 10% de CHOL, 93,72% menor do que os lipossomos de DMPC contendo 

40% de CHOL e 91,41% menor do que os lipossomos de DMPC contendo 10% de 

POPC). 

 Sabe-se que tecidos com tumores sólidos possuem capilares mais 

permeáveis, com diâmetros que podem variar de 100 a 800 nm. Sendo assim, para 

que trafeguem do sangue para o espaço intersticial do tumor através dos poros, os 

carreadores precisam possuir diâmetros menores que 800 nm (Sapra e Allen, 2003). 

Neste contexto, os lipossomos de DMPC apresentaram um diâmetro adequado para 

ser vetorizado ao tumor, ao passo que a inserção de CHOL e/ou POPC provocou 

um aumento no diâmetro das membranas. 

Observa-se ainda que a presença de Gen induziu a uma redução no tamanho 

dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40% em 15,9%, 

4,04% e 15,06%, respectivamente, quando comparados aos lipossomos puros. , o 

que indica que a isoflavona não induziu a aglomeração das partículas nestes 

sistemas, indicando estabilidade das membranas.  Por outro lado, nos lipossomos 

de DMPC/POPC 10% a Gen provocou um aumento de 64,32%, quando comparada 

aos lipossomos puros, o que pode estar associado a um processo de aglomeração.  

Valenti e colaboradores (2001) observaram uma redução no tamanho de 

lipossomos de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e colesterol, com o 

encapsulamento do óleo essencial de Santolina insularis. O mesmo comportamento 

foi observado por Sinico e colaboradores (2005) ao incorporar o óleo essencial de 

Artemisia arborescens L. em lipossomos de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e 

não hidrogenada. A redução do tamanho dos lipossomos foi atribuída a um maior 

empacotamento das cadeias apolares e consequentemente, maiores interações 

intermoleculares, induzidas pela incorporação dos óleos essenciais estudados 

(Sherry et al., 2013; Sinico et al. 2005; Valenti et al., 2001). Neste contexto, a partir 

dos resultados obtidos, pode-se correlacionar a redução no tamanho dos lipossomos 

de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40% induzida por Gen, a um maior 

empacotamento das membranas, provocado pela isoflavona. Já em lipossomos de 

DMPC/POPC 10%, com a presença de um fosfolipídio monoinsaturado, é possível 
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que esse empacotamento, induzido pela Gen, seja menos eficaz, resultando em um 

aumento no tamanho das partículas. Entretanto, para confirmação desta hipótese, 

fez-se necessário a caracterização do efeito de Gen nas outras regiões dos 

lipossomos, descrita a seguir. 

 

5.2.2. AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA GENISTEÍNA NA REGIÃO DE 
INTERFACE DOS LIPOSSOMOS 

 

Os efeitos provocados pela Gen na região de interface dos lipossomos de 

DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10% foram 

investigados a partir de análises dos parâmetros de FTIR demonstrados nas Figuras 

19 e 20 e Tabelas 3 e 4 (ver itens 5.2. e 5.2.1.).  

Mudanças nas interações do grupo carbonila lipídico, tais como ligações de 

hidrogênio, refletem nos valores de frequência do  C=O (Arrondo e Goñi, 1998). Em 

todos os sistemas estudados, não foram observadas variações significativas nos 

valores de frequência, com a incorporação da Gen. A presença da isoflavona nas 

membranas não influenciou no grau de hidratação desta região.  

O estado de fase dos lipídios está relacionado à largura da banda C=O. Um 

estreitamento na largura (sendo consideradas significantes, as variações de largura 

maiores que 1,0 cm-1) da banda de FTIR referente ao pico de  C=O, corresponde à 

conversão dos lipídios, na fase liquído- cristalina para a fase gel (Lewis et al., 1990; 

Lewis e McElhaney, 2002). Nos lipossomos de DMPC, a incorporação da Gen 

provocou uma redução de 1,93 cm-1 na largura de banda referente ao pico da C=O, 

indicando um aumento no grau de ordem na região de interface.  No sistema 

composto por DMPC/CHOL 10% não foi possível detectar a largura de banda 

referente ao pico da carbonila.  

Já nos lipossomos de DMPC/CHOL 40%, assim como em DMPC, a Gen 

reduziu a largura de banda da carbonila em 1,32cm-1 (variação 31,6% menor do que 

a variação observada nos lipossomos de DMPC) indicando um ordenamento ainda 

mais discreto na região de interface destas membranas. Assim, a inserção de 40% 
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de CHOL nos lipossomos de DMPC, tornou as membranas menos sensíveis à ação 

da Gen na região de interface (comparada aos lipossomos de DMPC). 

Visto que o CHOL apresenta propriedades lipofílicas, assim como a Gen, ele 

tende a se orientar entre as moléculas de fosfolipídio, na bicamada das membranas, 

com o grupo hidroxila direcionado para a fase aquosa e os anéis, entre os carbonos 

das cadeias graxas (Figura 29). Essa localização da molécula de CHOL resulta num 

maior empacotamento (ordenamento) da bicamada lipídica (Fornovi et al., 1989; 

Fornés e Procópio, 1987).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Localização da molécula de colesterol, entre as bicamadas fosfolipídicas. 

 

Em estudos anteriores, observou-se que a Gen interagiu com todas as 

regiões (polar, interface e apolar) de lipossomos de asolecitina de soja (Aso), 

mostrando uma interação mais forte com as regiões de interface e apolar (Azambuja 

et al., 2015). Sendo assim, pode ser que a inserção de CHOL nas membranas tenha 

provocado uma competição por espaço, entre o CHOL e a isoflavona, acarretando 

em uma menor disponibilidade de Gen na região de interface, o que reduziu a ação 

da Gen na carbonila lipídica. 
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Todavia, no sistema lipossomal composto por DMPC/POPC 10% (sistema 

com maior concentração de Gen incorporada, ver item 4.1.), a incorporação da Gen 

promoveu um aumento 11,64 cm-1 (variação 83,42% maior do que nos lipossomos 

de DMPC) na largura de banda da C=O, o que indica um rearranjo dos lipídios da 

fase gel (mais ordenada) para o estado líquido cristalino (mais fluido). O comparativo 

das variações nos valores de largura de bandas referente ao grupo carbonila, está 

apresentado na Figura 22 (ver item 5.2.1.). 

 

5.2.3. AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA GENISTEÍNA NA REGIÃO 
HIDROFÓBICA DOS LIPOSSOMOS  

 

Os efeitos provocados, pela inserção de uma molécula exógena, no grau de 

ordem conformacional e na isomerização trans/gauche dos lipossomos foram 

monitorados pela análise das alterações nos valores de frequências e larguras de 

banda de HATR-FTIR referentes aos picos de s CH2 e as CH2 (Severcan et al., 

2005). Tais dados estão demonstrados nas Figuras 19 e 20 e Tabelas 3 e 4 (ver 

itens 5.2. e 5.2.1.) 

Conforme a Tabela 3, quando incorporada nos lipossomos de DMPC, a Gen 

provocou redução de 4,51 cm-1 nos valores de frequência do s CH2, o que indicou 

um ordenamento da membrana, promovida pela presença da isoflavona. Não foram 

observadas alterações nos valores de frequência do pico de as CH2 induzidas por 

Gen. Com respeito às larguras de bandas dos picos de s CH2 e as CH2 nos 

lipossomos de DMPC, não foram observadas alterações significativas causadas pela 

presença da Gen (ver tabela 4).  

Nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%, a Gen promoveu reduções nos valores 

de frequência de 2,83 e 3,21 cm-1, referentes aos picos de s CH2 e as CH2, 

respectivamente. Isto indica uma redução na isomerização trans/gauche do sistema, 

ou seja, um aumento de ligações na conformação trans. Tal mudança de 

configuração sugere um aumento no grau de ordem da região hidrofóbica destes 

lipossomos, causado pela Gen. Neste sistema, não foram observadas alterações 
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significativas nos valores de largura de banda relacionados ao s CH2. Todavia, a 

presença de Gen provocou uma redução de 1,95 cm-1 na largura de banda referente 

ao as CH2, o que confirma um ordenamento nesta região.  

Nos lipossomos de DMPC/CHOL 40%, observou-se uma redução de 8,46 cm-

1 nos valores de frequência referente ao s CH2 e o um aumento de 32,91 cm-1 nos 

valores de frequência referente ao as CH2, o que indica efeitos contraditórios para o 

mesmo grupo funcional (ordenamento e fluidificação na região apolar das 

membranas).  

Sendo assim, visto que em DMPC/CHOL 40% há uma maior concentração de 

CHOL e que o espectro de CHOL puro apresenta o as C–H em 2882–2948 cm-1 (na 

mesma freqüência referente aos estiramentos dos metilenos presentes nos 

fosfolipídios, ver Tabela 2), o que possibilita a sobreposição dos picos, os dados de 

FTIR referentes aos s CH2 e as CH2 não foram considerados neste sistema. Os 

grupos metilênicos foram então analisados por RMN 1H e DSC. 

Quando incorporada nos lipossomos compostos por DMPC/POPC 10%, a 

Gen não provocou alterações nos valores de frequência relacionados aos picos de 

s CH2 e as CH2. Contudo, induziu um aumento nas larguras de banda referente aos 

s CH2 e as CH2 em 1,79 cm-1 e 3,34 cm-1, respectivamente. Tais aumentos 

indicaram que a Gen fluidificou a cadeia apolar dos lipossomos de DMPC/POPC 

10%, comportamento este observado também nas porções polar e de interface. O 

comparativo das variações nos valores de largura de bandas referente aos metilenos 

da região apolar está apresentado na Figura 22 (ver item 5.2.1.). 
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Com o objetivo de obter informações sobre os parâmetros rotacionais da 

região apolar dos lipossomos, foi investigada a influência da Gen nos valores de T1 

dos hidrogênios presentes nos metilenos da cadeia hidrofóbica (a 1-2 ppm), dos 

sistemas. A Figura 30 mostra as curvas referentes à recuperação do FID dos 

hidrogênios dos metilenos lipídicos após uma sequência de pulsos de recuperação 

da inversão nas amostras.  

 

Figura 30: Curvas referentes à recuperação do FID dos hidrogênios dos metilenos lipídicos 
(1-2 ppm) dos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% 
de CHOL (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 
40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/ POPC 
10%), puros e contendo Gen. 

 

Através da análise das curvas apresentadas na Figura 30, foram calculados 

os valores de T1 dos hidrogênios dos metilenos presentes na cadeia apolar dos 

lipossomos puros e contendo Gen. Os valores de T1 estão demonstrados na Tabela 

9. 
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Tabela 9: Valores de tempo de relaxação longitudinal (T1) dos hidrogênios presentes nos 

metilenos dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, 

puros e contendo Gen. 

 

 
Sistema lipossomal 

T1 (s) Variação (s) 
 

Puro Com Gen  

DMPC 

 
1,84 2,88 1,04 

DMPC/CHOL 10% 
 

0,65 2,90 2,25 

DMPC/CHOL 40% 
 

2,19 2,49 0,30 

DMPC/POPC 10% 
 

2,07 1,03 1,04 

 

 Nos lipossomos de DMPC, a Gen provocou um aumento de 1,04s no T1 dos 

hidrogênios metilênicos, o que indica uma discreta restrição nos movimentos 

rotacionais destes núcleos, ou seja, a Gen aumentou o grau de ordem, dos 

metilenos lipídicos.  

Uma restrição rotacional ainda mais acentuada foi observada nos H dos 

metilenos presentes no sistema lipossomal de DMPC/CHOL 10%, onde a Gen 

aumentou os valores de T1 em 2,2s (variação 53,8% maior, comparada aos 

lipossomos de DMPC), o que indica que a inserção de 10% de CHOL tornou o 

sistema mais suscetível à ação da isoflavona. 

No entanto, pode-se observar, a partir dos dados apresentados na Tabela 9, 

que quando a proporção de CHOL no sistema foi aumentada para 40%, o aumento 

nos valores de T1 dos hidrogênios metilênicos foi 71,15% menor do que nos 

lipossomos de DMPC e 86,7% menor do que nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%. 

Isto indica que uma maior quantidade de CHOL no sistema, tornou-o menos sensível 

à ação da Gen, na região apolar da membrana e o ordenamento provocado pela 

presença da isoflavona foi bem mais discreto. 

Quando incorporada nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, a variação nos 

valores de T1 foi semelhante à variação observada nos lipossomos de DMPC (na 
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ausência de CHOL). Entretanto a Gen provocou uma redução de 1,04s no T1 dos 

hidrogênios metilênicos da membrana, o que aponta para um aumento na fluidez 

dos lipossomos, nesta região. 

As variações, induzidas pela presença de Gen, nos valores de T1 dos 

hidrogênios metilênicos e a influência da composição lipídica na suscetibilidade de 

cada sistema aos efeitos provocados pela isoflavona estão apresentados na Figura 

31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: variações nos valores de T1 dos H presentes nos metilenos, provocadas pela 
incorporação de Gen nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina 
contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol 
(DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina 
(DMPC/POPC 10%). 

 

Vale ressaltar que tanto o efeito de ordenamento, observado na região apolar 

dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40%, quanto a 

redução no grau de ordem da mesma região, nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, 

estão de acordo com os resultados obtidos nos experimentos de HATR-FTIR. 

 A influência da Gen na temperatura de transição de fase principal (Tm) 

lipídica, diretamente associada ao comportamento termodinâmico da região apolar 

das membranas, foi avaliada por DSC. A presença de uma substância exógena, 
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como a Gen, pode contribuir com modificações estruturais nas bicamadas lipídicas, 

o que reflete em alterações na Tm dos lipídios (Lőrinczy et al., 2003).  

O efeito provocado pela Gen nos valores de Tm foi analisado a partir das 

curvas de DSC dos lipossomos puros e contendo Gen (Figura 32). Tais valores 

estão demonstrados na Tabela 10. 
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Figura 32: Curvas de DSC dos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 

dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina 

contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de 

palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%), puros e contendo Gen. 
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Tabela 10: Valores de temperatura de transição de fase principal (Tm) dos lipossomos de 

DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, puros e contendo Gen.   

 
Sistema lipossomal 

Tm (°C) Variação   (°C) 
Puro Com Gen  

DMPC 

 
19,95                      22,00                         2,05 

DMPC/CHOL 10% 
 

22,30 26,00 3,70 

DMPC/CHOL 40% 
 

17,73 22,15 4,42 

DMPC/POPC 10% 
 

21,78 19,55                          2,23 

 

 Nos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40%, a Gen 

provocou aumento nos valores de Tm de 2,05°C, 3,70°C e 4,42°C, respectivamente. 

Pode- se observar, através da análise calorimétrica DSC, que a presença de CHOL 

(10% e 40%) tornou as membranas mais sensíveis à influência da Gen, pois nos 

lipossomos de DMPC/CHOL 10% a variação provocada pela isoflavona foi 44,6% 

maior do que nos lipossomos de DMPC (sem a presença de CHOL) e, nos 

lipossomos de DMPC/CHOL 40%, a alteração nos valores de Tm foi 53,62% maior do 

que em DMPC e 16,3% maior do que em DMPC/CHOL 10%.  

 Alterações na Tm para valores mais altos indicam uma redução na variação 

de entropia entre as duas fases do sistema, ou seja, um aumento global no 

empacotamento molecular (Lőrinczy et al., 2003). Sendo assim, a Gen propiciou um 

maior grau de ordem na região apolar dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% 

e DMPC/CHOL 40%, o que corrobora com os resultados observados por meio de 

HATR-FTIR E medidas de T1 (via RMN de 1H). 

Quando incorporada nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, a Gen contribuiu 

para uma redução de 2,17°C (8,07% maior do que em DMPC), nos valores de Tm, 

ou seja, promoveu um rearranjo estrutural direcionado para uma configuração mais 

desordenada, mais fluida, o que está de acordo com os resultados obtidos em 

HATR- FTIR e T1 (RMN de 1H). 

Com os estudos de caracterização da dinâmica lipídica, discutidos acima, 

percebeu-se que nos lipossomos de DMPC e DMPC contendo CHOL (10% e 40%), 
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a Gen provocou um efeito de ordenamento em todas as regiões das membranas 

(polar, interface e apolar) enquanto que nos lipossomos de DMPC contendo 10% de 

POPC, a Gen provocou um discreto ordenamento na região do fosfato lipídico e 

aumentou a fluidez da membrana na região da colina lipídica e nas regiões de 

interface e apolar.  

Estes dados confirmam os resultados obtidos através da técnica de DLS, 

onde sugeriu-se que a redução no tamanho dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 

10%  e DMPC/CHOL 40%, provocada pela Gen, poderia ser proveniente de um 

maior ordenamento nestas membranas, bem como o aumento do diâmetro 

observado nos lipossomos de DMPC/POPC10% seria proveniente de uma maior 

fluidez nas membranas. 

Pawlikowska-Pawlęga e colaboradores (2012) avaliaram as interações da 

Gen com lipossomos compostos por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC (16:0), um 

fosfolipídio saturado que difere estruturalmente do DMPC (14:0), por apenas dois 

átomos de carbono em cada cadeia de ácido graxo. Os autores observaram em seu 

estudo, por meio de diferentes análises, que a Gen reduziu a fluidez das membranas 

de DPPC, tanto na região apolar quanto na cabeça polar dos lipossomos, o que 

corrobora com os resultados obtidos neste estudo (Pawlikowska-Pawlęga et al., 

2012).  

O mesmo efeito de redução da fluidez, provocado pela inserção de Gen, foi 

observado por Arora e colaboradores (2000), que investigaram o efeito da Gen na 

fluidez de lipossomos compostos de 1-estearoil-2-linoleoilfosfatidilcolina (SLPC 

(18:0/ 18:2)), um fosfolipídio que difere do POPC (16:0/ 18:1) por apenas dois 

átomos de carbono em uma cadeia de ácido graxo e uma insaturação a mais na 

outra cadeia, e observaram um efeito significativo na redução da fluidez da 

membrana, tanto no interior da bicamada quanto nas porções externas da 

membrana, em menor proporção (Arora et al., 2000).  
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5.3. MEDIDAS DE TURBIDEZ  
 

A Figura 33 apresenta as curvas de turbidez a 400 nm dos sistemas 

compostos por DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, 

em função das diferentes razões (m/m) iniciais de Gen: lipídio(s).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Influência da Gen (em diferentes razões m/m Gen: lipídios) sobre a turbidez dos 
lipossomos (a 400 nm) compostos por dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristolfosfatidilcolina 
contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristolfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol 
(DMPC/CHOL 40%) e dimiristolfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina 
(DMPC/POPC 10%). 

 

Através das curvas apresentadas na Figura 33, pode-se notar um crescente 

aumento nos valores de turbidez dos lipossomos, diretamente proporcional ao 

aumento das concentrações iniciais de Gen nos sistemas. 

A Tabela 11 mostra os valores de turbidez de cada sistema lipossomal 

avaliado, puro e contendo Gen (concentração inicial de 3,6 mg/mL ou 13321,5 µM), 

o que corresponde a uma razão m/m inicial Gen: lipídio(s) 0,13.   

-0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

-0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

-0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

2,2

2,4

-0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

 Gen: DMPC

 

 

Tu
rb

id
ez

 (4
00

 n
m

)

Razão (m/m) Gen: DMPC

 

 

 Gen: DMPC/CHOL 10%

Tu
rb

id
ez

 (4
00

 n
m

)

Razão (m/m) Gen: DMPC/CHOL 10%

 

 

 Gen: DMPC/CHOL 40%Tu
rb

id
ez

 (4
00

 n
m

)

Razão (m/m) Gen: DMPC/CHOL 40%

 

 
 Gen: DMPC/POPC 10%Tu

rb
id

ez
 (4

00
 n

m
)

Razão (m/m) Gen: DMPC/POPC 10%



xci 

 

 Tabela 11: valores de turbidez dos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 

40% e DMPC/POPC 10% puros e contendo Gen (concentração inicial 3,6 mg/mL). 

 
Sistema lipossomal 

Absorbância 
 

Variação (%) 

Puro Com Gen (3,6 mg/mL)  

DMPC 

 
0,422±0,012 0,952±0,034  55,7 

DMPC/CHOL 10% 
 

0,340±0,015 0,999±0,036  65,9 

DMPC/CHOL 40% 
 

0,520±0,022 2,200±0,083  76,4 

DMPC/POPC 10% 
 

0,743±0,029 1,712±0,054   56,6 

 

  

Como se pode observar na Tabela 11, a incorporação da Gen nos lipossomos 

de DMPC provocou um aumento nos valores de turbidez em 55,67%, comparada ao 

lipossomo puro. Com a inserção de 10% e 40% de CHOL nos lipossomos de DMPC, 

nota-se que as membranas ficaram mais sensíveis à ação da Gen.  

Nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%, a incorporação de Gen promoveu um 

aumento de 65,96% (em comparação com os lipossomos de DMPC/CHOL 10% 

puros) nos valores de turbidez. Esta variação foi 15,6% maior do que nos 

lipossomos de DMPC. Quando incorporada nos lipossomos de DMPC/CHOL 40%, a 

Gen provocou um aumento de 76,36% nos valores de turbidez (em comparação com 

os lipossomos de DMPC/CHOL 40% puros), ou seja, foi responsável por um 

aumento na turbidez do sistema 27,1% maior do que nos lipossomos de DMPC e 

13,62% maior do que nos lipossomos de DMPC/CHOL 10%.  

Contudo, nos lipossomos de DMPC/POPC 10% o aumento nos valores de 

turbidez da membrana foi de 56,60%, variação semelhante à observada nos 

lipossomos de DMPC, o que demonstra que os lipossomos de DMPC/POPC 10% 

foram menos sensíveis a ação da Gen, quando comparados aos lipossomos de 

DMPC contendo CHOL. 
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As variações percentuais nos valores de turbidez dos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%  estão mostradas na 

figura 34: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Variações nos valores de turbidez dos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina 
(DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), 
dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina 
contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%), provocadas pela presença de 
Gen. 

 

A turbidez de um sistema lipídico pode estar relacionada com os estados de 

fase deste. Por exemplo, quando ocorre a transição dos lipídios na fase gel para a 

fase liquido- cristalina em uma membrana, observa-se uma redução na turbidez do 

sistema, devido às alterações no índice de refração dos lipídios (Yi e MacDonald, 

1973). Sabe-se que um aumento na turbidez do sistema pode estar associado a um 

aumento na ordem desse sistema, bem como a um aumento no tamanho das 

partículas e/ou processos de aglomeração (Yi e MacDonald, 1973; Korkmaz e 

Severcan, 2005; Kazanciet al., 2000). 

Sendo assim, o aumento nos valores de turbidez dos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40%, provocados pela Gen, pode sugerir um 
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aumento na ordem destes sistemas lipossomais, o que está de acordo com as 

análises de HATR-FTIR, RMN de 31P, RMN de 1H e DSC. 

Todavia, nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, os valores crescentes de 

turbidez não estão associados á transições de fase do sistema, visto que nos 

experimentos de caracterização observou-se uma redução no grau de ordem destas 

membranas, provocada pela Gen.  

Assim, a turbidez deste sistema pode estar relacionada com efeitos de 

aglomeração, bem como aumento no tamanho dos lipossomos, o que corrobora com 

os dados obtidos por Medidas de Potencial Zeta e experimentos de DLS.  

 

 

5.4. CONSIDERAÇÕES SOBRE O EFEITO DA GENISTEÍNA 
NA DINÂMICA LIPÍDICA DAS DIFERENTES REGIÕES DOS 
LIPOSSOMOS DE DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% 
E DMPC/POPC 10% 

 

- REGIÃO POLAR: Nos lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e 

DMPC/CHOL 40% observou-se que a presença da Gen provocou uma redução no 

grau de hidratação na região do fosfato lipídico (onde uma redução mais acentuada 

foi observada nos lipossomos de DMPC/CHOL 40%). Nos lipossomos de 

DMPC/POPC 10%, não se observou influência da Gen no grau de hidratação do 

grupo fosfato.  

- A Gen ordenou a região do fosfato nos lipossomos de DMPC e 

DMPC/CHOL 40%, enquanto que nos lipossomos de DMPC/CHOL 10% não se 

observaram alterações a nível rotacional e nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, a 

Gen fluidificou esta região. 

 - Na região do grupo colina, a Gen provocou um ordenamento nos 

lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40% e tornou a colina 

lipídica mais fluida nos lipossomos de DMPC/POPC 10%.  O sistema lipossomal de 
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DMPC contendo 10% de CHOL se mostrou mais sensível à ação da Gen, na região 

da colina, quando comparada aos demais sistemas avaliados.  A sensibilidade dos 

sistemas aos efeitos provocados pela isoflavona na região da colina lipídica segue a 

seguinte ordem: DMPC/CHOL 10% > DMPC/POPC 10% > DMPC > DMPC/CHOL 

40%.   

- Ao interagir mais fortemente com o grupo colina, a Gen parece ter 

influenciado para uma reorientação deste grupo, visto que nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 10% observamos que a isoflavona orientou o grupo colina para um 

plano abaixo do plano da bicamada lipídica enquanto que nos sistemas compostos 

por DMPC, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, a Gen orientou a colina lipídica 

para um plano acima do plano da bicamada, direcionando-a para a superfície da 

membrana. 

- REGIÃO INTERFACIAL: A Gen ordenou a região do grupo carbonila nos 

lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 40% e fluidificou a região de interface dos 

lipossomos de DMPC/POPC 10%. A presença de 10% de POPC nos lipossomos de 

DMPC tornou as membranas mais sensíveis à ação da Gen (quando comparadas 

aos lipossomos de DMPC e DMPC contendo 40% de CHOL) e a presença de CHOL 

tornou as membranas menos suscetíveis à ação da Gen, visto que neste sistema, os 

efeitos provocados pela isoflavona foram mais discretos. Nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 10% não foi possível detectar alterações nas larguras de bandas de 

FTIR, referentes à carbonila lipídica.  

Visto que as moléculas de CHOL e Gen tendem a se localizar na interface 

das membranas, é possível que a presença de CHOL nos lipossomos tenha 

dificultado a interação da Gen com o grupo carbonila (Azambuja et al., 2015; Fornovi 

et al., 1989; Fornés e Procópio, 1987).  

- Assim como nas regiões polar e de interface, na REGIÃO APOLAR das 

membranas, observou-se que a Gen promoveu uma redução na fluidez, ou seja, 

contribuiu para um ordenamento na cadeia apolar dos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40% e fluidificou a região apolar dos lipossomos 

de DMPC/POPC 10%. A sensibilidade dos lipossomos, de diferentes composições 
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lipídicas, à ação da Gen na cadeia apolar das membranas segue a ordem: 

DMPC/CHOL 40% > DMPC/CHOL 10% > DMPC/POPC 10% > DMPC.   

 

Os efeitos provocados pela Gen na dinâmica dos lipídios presentes nos 

sistemas compostos por DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e 

DMPC/POPC 10%, estão ilustrados nas figuras 35, 36, 37 e 38 respectivamente:  
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Figura 35: Esquema ilustrativo dos efeitos da Gen na dinâmica lipídica de lipossomos  

compostos por DMPC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 36: Esquema ilustrativo dos efeitos da Gen na dinâmica lipídica de lipossomos 

compostos por DMPC/CHOL 10%. 
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Figura 37: Esquema ilustrativo dos efeitos da Gen na dinâmica lipídica de lipossomos  

compostos por DMPC/CHOL 40%. 

 

 

Figura 38: Esquema ilustrativo dos efeitos da Gen na dinâmica lipídica de lipossomos 

compostos por DMPC/ POPC 10%. 
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A intensidade com que a Gen afetou a região específica de cada um dos 

sistemas lipossomais está demonstrada na Tabela 12. Vale ressaltar que estas 

intensidades foram consideradas de modo comparativo entre os sistemas. 

 

Tabela 12: Representação da intensidade dos efeitos da Gen (relacionados à ordem das 

membranas), em cada região específica (polar, interface e apolar) dos lipossomos de DMPC, 

DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%, onde F (forte), M (moderada) e D 

(discreta). 

 

A partir da análise da tabela 12, pode-se perceber que a sensibilidade dos 

sistemas à ação da Gen foi dependente da composição lipídica de cada sistema. 

Nos lipossomos compostos por DMPC, a Gen provocou um efeito mais pronunciado 

na região polar da membrana, mais especificamente no grupo fosfato.  

Com a inserção de 10% de CHOL nos lipossomos de DMPC, à ação da Gen 

foi mais pronunciada na região da colina lipídica e na região apolar da membrana. 

Um aumento na concentração de CHOL tornou a ação da Gen mais discreta na 

região polar dos lipossomos de DMPC/CHOL 40% e mais acentuada na região 

apolar dos mesmos. Como discutido anteriormente a localização do CHOL entre as 

                         Região   

 

Sistema 

 

Polar 

 

Interface 

 

Apolar 

PO2- N+(CH3)3 

DMPC F D M M 

DMPC/CHOL 10% M F -------- F 

DMPC/CHOL 40% M D D F 

DMPC/POPC 10% F M F M 
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bicamadas lipídicas tende a ser semelhante à localização da Gen, portanto parece 

que a presença de CHOL na composição dos lipossomos, pode ter tornado a 

interação da isoflavona com a região de interface, mais discreta.  

Por outro lado, nas membranas compostas por DMPC contendo 10% de 

POPC, observou-se forte interação da Gen com a região de interface da membrana, 

onde os efeitos provocados pela isoflavona foram consideravelmente mais 

acentuados do que nos outros três sistemas avaliados (compostos por DMPC e 

DMPC contendo CHOL).  

Contudo, na região polar e apolar dos lipossomos de DMPC/POPC 10% 

observou-se que os efeitos provocados pela presença de Gen foram mais 

moderados. Sendo assim, parece que a redução no grau de empacotamento das 

bicamadas lipídicas, provocada pela inserção de um fosfolipídio monoinsaturado, 

pode ter reduzido a ação da isoflavona nestas regiões da membrana. 

Considerando que alterações na ordem das membranas podem influenciar no 

potencial antioxidante e antitumoral do sistema (Azambuja et al., 2015; Arora et al., 

2000; Yu et al., 1999; Shinitzky et al., 1983), foram realizados ensaios in vitro, para 

avaliar a eficiência dos sistemas lipossomais carregados com Gen na redução do 

radical DPPH, bem como na viabilidade de células tumorais de glioma de ratos (C6), 

descritos a seguir. 

 

 

5.5. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO 
DE LIPOSSOMOS CARREGADOS COM GENISTEÍNA   

 

As curvas que relacionam a atividade antioxidante (%) frente ao radical DPPH 

a diferentes concentrações iniciais de Gen, livre em solução e incorporada nos 

diferentes sistemas lipossomais testados estão apresentadas na Figura 39. 
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Figura 39: Avaliação da influência da Gen (em diferentes concentrações iniciais), livre e 
incorporada nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 
10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol 
(DMPC/CHOL 40%) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina 
(DMPC/POPC 10%), na redução do radical DPPH. 

 

A partir da análise das curvas apresentadas na Figura 39, percebe-se que a 

Gen, tanto na forma livre quanto incorporada em todos os lipossomos avaliados 

neste estudo, apresentou atividade antioxidante diretamente proporcional ao 

aumento da concentração inicial. À medida que se aumentou a concentração inicial 

de Gen nos sistemas, notou-se um aumento do potencial redutor da isoflavona.  

 Os dados relacionados ao potencial da Gen, na maior concentração inicial de 

Gen testada (3,6 mg/mL) estão apresentados na Tabela 13 (onde também estão 

listados os dados de concentração de Gen inibitória em 50% da atividade 

observada, IC50), bem como na Figura 40. 
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 Tabela 13: Avaliação do potencial antioxidante da Gen, na sua forma livre e incorporada nos 

lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10%, DMPC/CHOL 40% e DMPC/POPC 10%.  

Gen (3,6 mg/mL) Atividade antioxidante 
(%) 

 

IC50 (mg/mL) 
 
 

Gen livre  
 

58,26 3,08 

Gen:DMPC 
 

70,32 2,55 

Gen:DMPC/CHOL 10% 
 

78,97                                              2,27 

Gen:DMPC/CHOL 40% 65,96                                              2,73 
 

Gen:DMPC/POPC 10%                         
 

50,81 
 

 
3,54 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Atividade antioxidante da Gen livre e incorporada nos lipossomos de 
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 
10%), dimiristoilfosfatidilcolina contendo 40% de colesterol (DMPC/CHOL 40%) e 
dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de palmitoil- oleoil- fosfatidilcolina (DMPC/POPC 10%), na 
concentração inicial de 3,6 mg/mL. 
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Como pode-se observar na tabela 13 e na Figura 40, quando incorporada nos 

lipossomos de DMPC, a Gen apresentou uma atividade antioxidante 17,15% maior 

do que quando testada na sua forma livre e a IC50 foi alcançada em 2,55 mg/mL 

(0,53 mg/mL a menos do que Gen livre). Nos lipossomos de DMPC/CHOL 10% a 

ação da Gen foi ainda mais pronunciada, visto que, incorporada neste sistema, a 

isoflavona apresentou uma atividade 26,22% maior do que quando testada livre e 

aproximadamente 11% maior do que nos lipossomos de DMPC. Em DMPC/CHOL 

10% a IC50 foi alcançada em 2,27 mg/mL (0,81 mg/mL a menos do que Gen livre). 

Já no sistema composto por DMPC/CHOL 40%, a Gen apresentou uma 

atividade antioxidante mais discreta, quando comparada aos lipossomos de DMPC e 

DMPC/CHOL 10%. O potencial da Gen incorporada em DMPC/CHOL 40% foi 

11,67% maior do que na sua forma livre, porém apresentou uma atividade 6,20% 

menor do que em DMPC e 16,5% menor do que em DMPC/CHOL10%.  A IC50 da 

Gen encapsulada em lipossomos de DMPC/CHOL 40% foi detectada em 2,73 

mg/mL (0,35 mg/mL a menos do que Gen livre). 

Neste contexto, a Gen se mostrou mais eficiente quando incorporada nos 

lipossomos de DMPC, DMPC/CHOL 10% e DMPC/CHOL 40% do que na sua forma 

livre, respeitando à seguinte ordem: DMPC/CHOL 10% > DMPC > DMPC/CHOL 

40%. Relembrando que a eficiência de encapsulamento (dentre estes três sistemas 

citados) e consequentemente, a maior concentração final de Gen incorporada nas 

membranas (ver item 5.1.), também segue esta ordem.  

A Gen possui características estruturais que favorecem a estabilização de 

radicais livres, gerando um radical estável (Figura 41), como por exemplo, a 

presença de substituintes hidroxila e a dupla ligação no anel pirona (ver Figura 6) 

(Ho et al., 2003; Qian e Shen, 2001; Tsao et al., 2003). 

 

 

 

 



ciii 

 

 

 

 

 

Figura 41: Reação entre a genisteína e o radical 2,2 difenil 1-picril hidrazila (DPPH•) dando 

origem a um radical flavonóide estável e a espécie reduzida difenil-picril-hidrazina. 

 

Além disso, acredita-se que a incorporação da Gen em lipossomos possa 

potencializar sua atividade, pois o grau de hidrofobicidade da molécula de DPPH 

possibilita a inserção da mesma na membrana, facilitando a interação entre as 

moléculas de DPPH e Gen e consequentemente, facilitando a atividade antioxidante 

da isoflavona. No entanto mais estudos são necessários para confirmar esta 

hipótese. 

Diferentemente do comportamento observado nos lipossomos de DMPC e 

DMPC contendo CHOL, quando incorporada nos lipossomos de DMPC/POPC 10%, 

a Gen apresentou um potencial redutor 12,8% menor do que quando testada na sua 

forma livre e a IC50 da Gen, nesses lipossomos, foi detectada em 3,54 mg/mL (0,46 

mg/mL a mais do que Gen livre). Sendo assim, ao comparar-se a ação da Gen 

incorporada em DMPC/POPC 10%, bem como incorporada nos demais sistemas 

avaliados e em sua forma livre em solução, têm-se a seguinte ordem: DMPC/CHOL 

10% > DMPC > DMPC/CHOL 40% > Gen livre > DMPC/POPC 10%. Vale ressaltar 

que em DMPC/POPC 10% a concentração final de Gen incorporada foi maior dentre 

os quatro sistemas avaliados neste estudo (ver item 5.1.).  

Sabe-se que fosfolipídios mais fluidos facilitam a difusão da substância 

encapsulada para o meio externo (Kulkarni et al., 1995). Sendo assim, a maior 

permeabilidade provocada pela Gen nos lipossomos de DMPC/POPC 10% pode ter 

facilitado uma liberação mais rápida da Gen para fora da bicamada lipídica e com 

isso, dificultado a interação entre a isoflavona e o radical DPPH. Entretanto, mais 

estudos são necessários para comprovar tal hipótese. 



civ 

 

5.6. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO DE 
LIPOSSOMOS CONTENDO GENISTEÍNA   

 

Tendo em vista que, dentre os quatro sistemas estudados, os lipossomos de 

DMPC e DMPC/CHOL 10% apresentaram maior potencial antioxidante quando 

carregados com Gen, além de terem apresentado um maior grau de ordem com a 

incorporação da isoflavona, os ensaios biológicos foram realizados avaliando estes 

dois sistemas.  

 

5.6.1. CONTAGEM CELULAR  

 

A Figura 42 mostra a contagem das células tumorais C6, após tratamento 

com lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%, puros e contendo Gen nas 

concentrações de 10, 20 e 100 µM. 

 

Figura 42: contagem celular da linhagem C6, após 48h de tratamento com Gen, livre e 
incorporada nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoilfosfatidilcolina contendo 
10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), nas concentrações de 10, 20 e 100 µM. C= células de glioma 
de rato (C6) e meio de controle (DMEM); CV= DMSO; CD= lipossomos de DMPC puros e; CDC= 
lipossomos de DMPC/CHOL 10% puros. 
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Os dados relacionados ao gráfico apresentado na Figura 42 estão listados na 

Tabela 14. 

 

 Tabela 14: Redução no número de células viáveis (via contagem celular), provocada por ação da 

Gen (10 µM, 20 µM e 100 µM) livre e incorporada em lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%. 

Vale relembrar que CD= DMPC puro e CDC= DMPC/CHOL 10% puro. 

 

 

Os lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10% sem Gen, apresentaram 

redução significativa no número de células viáveis, em comparação com o controle 

CV (redução de 46,25% e 36,62%, respectivamente), indicando que lipossomos de 

DMPC puros possuem um efeito antiproliferativo contra as células tumorais de 

glioma de ratos (C6).  

Nagami e colaboradores (2006) avaliaram, in vitro, a influência de lipossomos 

de DMPC e lipossomos híbridos de DMPC, na proliferação da linhagem celular do 

tipo RAJI e observaram inibição no crescimento das células, provocada por DMPC, 

confirmando assim, o potencial antitumoral de DMPC (Nagami et al., 2006).  

Em outro estudo, Nagami e colaboradores (2006) avaliaram, in vitro, o efeito 

de lipossomos híbridos (compostos por fosfolipídios e éter polioxietilenododecílico 

Redução da viabilidade de C6 (via contagem celular) 

Amostra Redução Amostra Redução Amostra  Redução 

DMSO ------------ DMSO ------------ DMSO ------------ 

C6 + DMEM ------------ CD 46,25% CDC  36,62% 

Gen (10 µM) 76,75% CD+Gen 10 µM 41,87% CDC+Gen 10 µM 66,75% 

Gen (20 µM) 89,12% CD+Gen 20 µM 56,25% CDC+Gen 20 µM 84,87% 

Gen (100 µM) 95,25% CD+Gen 100 µM 79,62% CDC+Gen 100 µM 93,75% 
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(C12 (EO) 23) no crescimento de células de leucemia humana (HL60). Para este 

estudo, foram utilizados os fosfolipídios dilauroilfosfatidilcolina (DLPC, C 12:O), 

dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC, C 14:0) e dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, C 16:0), 

que diferem em apenas dois grupos metilenos em suas cadeias graxas. 

 Os autores verificaram que esta diferença de dois metilenos na cadeia apolar 

das fosfatidilcolinas, influenciou os mecanismos de ação dos híbridos entre apoptose 

e necrose das células tumorais. Foi verificado ainda que as células tratadas com os 

lipossomos híbridos, compostos por DMPC/C12 (EO)23 sofreram apoptose (Nagami et 

al, 2006). 

Neste contexto, sugere-se que a ação do DMPC possa estar relacionada à 

sua cadeia apolar, visto que a hidrofobicidade pode aumentar a interação do lipídio 

com as células tumorais. No entanto, não se tem informações sobre o mecanismo 

de ação do fosfolipídio. 

Os lipossomos de DMPC contendo Gen (nas concentrações de 10 e 20 μM) 

apresentaram diferença significativa em relação ao CV (DMSO), mas são 

estatisticamente iguais ao grupo CD (lipossomos de DMPC puros). Já o tratamento 

na concentração de 100 μM mostra redução no número de células viáveis de 

79,62% em comparação com CV e 33,37% em comparação com CD indicando que, 

nesta concentração, pode ter ocorrido uma contribuição do efeito do lipídio, na 

redução das células C6.  

A Gen (10 µM, 20 µM e 100 µM), incorporada nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 10%, provocou redução no número de células viáveis, tanto em 

relação ao CV (DMSO), quanto ao CDC (lipossomos de DMPC/CHOL 10% puros). 

Em comparação ao CDC, os lipossomos contendo Gen promoveram uma redução 

de 30,13%, 48,25% e 57,13% no número de células viáveis, o que indica que a Gen 

e os lipossomos de DMPC/CHOL 10% atuam em conjunto na ação antiproliferativa 

das células tumorais de glioma de ratos.  

Neste ensaio, a Gen livre (100 μM) se mostrou 16,41% mais eficiente do que 

incorporada em lipossomos de DMPC enquanto que nos lipossomos de 

DMPC/CHOL não foram observadas diferenças significativas.  
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Na mesma concentração (100 µM), a Gen incorporada em DMPC/CHOL 10% 

provocou uma redução no número de células viáveis 15,07% maior do que a 

redução observada quando incorporada em DMPC, se mostrando um sistema mais 

eficaz. Vale ressaltar que nos lipossomos de DMPC/CHOL 10% a Gen interagiu 

mais fortemente com a região apolar das membranas em comparação aos 

lipossomos de DMPC (ver Tabela 12, item 5.4.), o que pode ter facilitado a interação 

da Gen com as células tumorais, provocando um efeito antiproliferativo mais 

acentuado. 

 

5.6.2. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR - MTT 

 

Os resultados obtidos no ensaio de MTT, referentes à redução da viabilidade 

celular, induzida pela presença de Gen (10 μM, 20 μM e 100 μM) livre e incorporada 

em lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%, estão mostrados na Figura 43. 

 

.Figura 43: Ensaio de viabilidade celular por MTT na linhagem C6, após 48h de tratamento 

com Gen, livre e incorporada nos lipossomos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e 

dimiristoilfosfatidilcolina contendo 10% de colesterol (DMPC/CHOL 10%), nas concentrações de 10, 
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20 e 100 µM. C= células de glioma de ratos (C6) e meio de controle (DMEM); CV= DMSO; CD= 

lipossomos de DMPC puros e; CDC= lipossomos de DMPC/CHOL 10% puros. 

 

Os dados relacionados ao gráfico apresentado na Figura 43 estão listados na 

Tabela 15. 

 

Tabela 15: Redução da viabilidade de C6 (via MTT), provocada por ação da Gen (10 µM, 20 

µM e 100 µM) livre e incorporada em lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%. Vale relembrar que 

CD= DMPC puro e CDC= DMPC/CHOL 10% puro. 

 

Os resultados obtidos neste ensaio confirmam a ação do DMPC na redução 

da viabilidade das células tumorais C6, visto que os lipossomos de DMPC e 

DMPC/CHOL 10%, puros, promoveram uma redução na viabilidade celular de 

49,62% e 41,03%, respectivamente.  

A Gen, incorporada nas membranas de DMPC, na concentração de 10 μM 

não apresentou diferença estatística em comparação ao CV (DMSO). Porém, nas 

concentrações de 20 e 100 μM a Gen associada aos lipossomos de DMPC, reduziu 

a viabilidade celular em 71,30% e 83,45%, respectivamente, em relação ao CV e 

21,62% e 33,83%, respectivamente, quando comparadas ao CD (lipossomos de 

Redução da viabilidade de C6 (via MTT) 

Amostra Redução Amostra Redução Amostra  Redução 

DMSO ----------- DMSO ----------- DMSO ----------- 

C6 + DMEM ----------- CD 49,62% CDC  41,03% 

Gen (10 µM) 87,77% CD+Gen 10 µM 45,30% CDC+Gen 10 µM 71,96% 

Gen (20 µM) 86,68% CD+Gen 20 µM 71,30% CDC+Gen 20 µM 73,83% 

Gen (100 µM) 86,30% CD+Gen 100 µM 83,45% CDC+Gen 100 µM 84,40% 
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DMPC puros), o que acentua a eficácia do sistema lipossomal Gen: DMPC na 

citotoxidade desta linhagem tumoral.  

Quando incorporada em DMPC/CHOL 10%, pode-se observar que a Gen (10 

μM, 20 μM e 100 μM) apresentou uma redução de 30,93%, 32,80% e 43,37%, 

respectivamente, em comparação com o CDC (lipossomos de DMPC/CHOL 10% 

puros).  

A Gen (100 μM) apresentou resultados semelhantes, na redução da 

viabilidade celular, quando incorporada em DMPC e em DMPC/CHOL 10%. Neste 

ensaio não se observou diferenças significativas quando comparamos a redução da 

viabilidade das células C6 provocada pela Gen (100 μM) livre e incorporada em 

DMPC e DMPC/CHOL 10%.  

Em estudos anteriores, após 48 h de tratamento, a Gen incorporada em 

lipossomos de Aso, reduziu a viabilidade de C6 em apenas 39%, através de ensaio 

de MTT, o que reforça a contribuição dos lipídios nos lipossomos de DMPC e 

DMPC/CHOL 10% (Azambuja et al., 2015).  

Vale ressaltar que Azambuja e colaboradores (2015), testaram o efeito de 

Gen incorporada em lipossomos de asolecitina de soja na viabilidade dos astrócitos 

e não foram observadas alterações significativas. 

Sabe-se que uma potente estratégia no tratamento do câncer pode ser a 

redução da fluidez das membranas, visto que a organização das membranas de 

células tumorais é menor do que as normais e, o ordenamento destas membranas 

promove a restauração da função imune de pacientes oncológicos (Yu et al., 1999; 

Shinitzky et al., 1983). Nesse contexto, o aumento no grau de ordem provocado pela 

Gen nos lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%, pode ter contribuído para sua 

atividade antitumoral. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A fim de contribuir para o aperfeiçoamento de um design de um sistema 

carreador baseado em Gen para o tratamento de gliomas, investigou-se neste 

estudo a influência da Gen nas propriedades físico-químicas dos lipídios, 

estabilidade e tamanho de lipossomos de diferentes composições lipídicas, 

bem como a suscetibilidade de cada sistema aos efeitos provocados pela 

isoflavona em cada região específica das membranas. Para tal, foram 

formulados lipossomos compostos por DMPC, DMPC contendo 10% e 40% de 

CHOL e DMPC contendo 10% de POPC. O potencial antioxidante destes 

sistemas contendo Gen foi testado in vitro via redução do radical DPPH e o 

efeito antiproliferativo de dois destes sistemas foi testado contra a linhagem 

celular de glioma de ratos C6, via contagem celular e MTT.  

Nos lipossomos de DMPC e DMPC contendo 10% e 40% de CHOL, a Gen 

ordenou os lipossomos tanto na região polar, quanto nas regiões de interface e 

apolar com diferentes intensidades (o que evidencia a influência da composição 

lipídica nos efeitos que a Gen provocou nas membranas). Além disso, a 

incorporação de Gen nestes três sistemas lipossomais facilitou a interação da Gen 

com o radical DPPH, potencializando a atividade antioxidante da isoflavona, em 

comparação com sua forma livre, em solução.  

No entanto vale ressaltar que uma maior concentração de CHOL reduziu a 

eficiência de encapsulamento da Gen, bem como seu potencial antioxidante. Nos 

lipossomos de DMPC/CHOL 40% a concentração de saturação de Gen foi 26,15% 

menor do que a concentração de saturação da isoflavona nos lipossomos de 

DMPC/CHOL 10%. Além disso, quando incorporada em DMPC/CHOL 40% a Gen 

apresentou um potencial antioxidante 6,20% menor do que quando incorporada em 

DMPC e 16,5% do que quando incorporada em DMPC/CHOL 10%.  

Sendo assim, é provável que a inserção de uma maior concentração de 

CHOL nos lipossomos de DMPC possa ter neutralizado a incorporação da Gen, visto 

que ambos possuem caráter hidrofóbico e tendem a competir pelos espaços livres 
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na bicamada lipídica. Tal comportamento foi observado por outros autores com 

diferentes substâncias ativas (Mohammed et al., 2004; Fornovi et al., 1989; Fornés e 

Procópio, 1987). 

 A incorporação da Gen nos lipossomos de DMPC/POPC 10% tornou a 

membrana mais fluida, favoreceu a aglomeração dos lipossomos, reduzindo a 

estabilidade do sistema e reduziu seu potencial antioxidante, tornando sua atividade 

ainda menor do que quando testada na forma livre em solução, embora este sistema 

tenha apresentado maior eficiência de encapsulamento (ver item 5.1.). Sabe-se que 

carreadores lipossomais permeáveis possuem um menor empacotamento das 

bicamadas lipídicas e, consequentemente, menores interações intermoleculares. Isto 

pode reduzir a eficiência do sistema nos tratamentos de distúrbios crônicos, visto 

que pode facilitar a liberação da substância encapsulada durante a circulação ou até 

mesmo armazenamento (Kulkarni et al., 1995). 

Neste contexto, sugere-se que o aumento na permeabilidade dos lipossomos 

de DMPC/POPC 10%, provocada pela Gen, possa ter facilitado a liberação da 

isoflavona para o meio e com isso reduzido a interação da Gen com o radical DPPH.  

Adicionalmente, os lipossomos de DMPC/POPC 10% e DMPC/CHOL 40% 

apresentaram um diâmetro de partículas consideravelmente maior, em comparação 

com os lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10%, o que reduz sua eficiência como 

sistemas carreadores a serem administrados por via parenteral, visto que 

impossibilita a passagem destes carreadores da corrente sanguínea para o interior 

do tecido tumoral (Sapra e Allen, 2003).  

Sabe-se que o potencial antioxidante e antitumoral de uma substância ou 

sistema podem estar relacionados, pois o estresse oxidativo está intimamente ligado 

aos processos tumorais (Dragan et al., 2003). Além disso, alterações na ordem das 

membranas também podem influenciar no caráter antioxidante e antitumoral de um 

sistema. Membranas de células tumorais tendem a ser mais desorganizadas e 

fluidas do que as normais e uma boa estratégia para inibir o crescimento destas 

células é aumentar o grau de ordem das mesmas (Azambuja et al., 2015; Arora et 

al., 2000; Yu et al., 1999; Shinitzky et al., 1983).  
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Neste contexto, os lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10% foram 

selecionados (dentre os quatro sistemas investigados neste estudo) para a avaliação 

da atividade antitumoral in vitro.  

Com o ensaio de contagem celular observou-se que os lipossomos de DMPC 

e DMPC/CHOL 10% contendo Gen (100 µM) reduziram o número de células viáveis 

(C6) em 79,62% e 93,75%, respectivamente. O maior efeito antiproliferativo da 

linhagem celular C6, observado em amostras de Gen incorporada nos lipossomos 

de DMPC/CHOL 10% (em comparação com o efeito observado nos lipossomos de 

DMPC contendo Gen) pode estar relacionado com a interação mais intensa da 

isoflavona com a região apolar das membranas de DMPC/CHOL 10%, o que pode 

ter facilitado a interação da Gen com as células tumorais de glioma de ratos.  

Os controles (sem Gen) de DMPC (CD) e DMPC/CHOL 10% (CDC) reduziram 

o número de células viáveis em 46,25% e 36,62% respectivamente, demonstrando 

que os lipídios possuem um efeito contributivo com os efeitos da isoflavona na 

redução do número de células viáveis de C6.   

Através do teste colorimétrico MTT, detectou-se uma redução no número de 

células tumorais viáveis de 83,45% e 84,40% quando tratadas com os sistemas 

compostos por DMPC e DMPC/CHOL 10% (contendo 100 µM de Gen), 

respectivamente. Os controles CD e CDC reduziram o número de células viáveis em 

49,62% e 41,03%, respectivamente, reforçando o efeito contributivo dos lipídios e da 

Gen, na redução da viabilidade de C6.  

Assim, através dos resultados obtidos com este estudo, sugere-se que os 

lipossomos compostos por DMPC e DMPC/CHOL 10% possam ser promissores 

como sistemas carreadores de Gen para o tratamento de gliomas. 

Sabe-se que o encapsulamento de substâncias ativas com potencial 

antitumoral, como a Gen, em lipossomos pode resultar em consideráveis reduções 

no volume de distribuição destas no organismo e um aumento significativo da 

substância ativa na região do tumor, contribuindo assim para a redução tanto de 

efeitos colaterais quanto dos mecanismos de resistência (Sapra e Allen, 2003).  
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 A incorporação de Gen em lipossomos pode viabilizar a administração oral 

da isoflavona, aumentar os níveis de absorção desta e facilitar sua passagem na 

BHE (Azambuja et al., 2015; Garg et al., 2015; Tsai, 2005). De todos os sistemas 

estudados, os sistemas de DMPC e DMPC/CHOL 10% contendo Gen foram os mais 

promissores a serem viabilizados para a terapia anti-glioma. 

Além disso, os lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 10% foram sensíveis à 

ação na Gen tanto na região polar quanto na região apolar e a incorporação da Gen, 

nestes carreadores lipídicos, promoveu um maior grau de ordem na membrana bem 

como potencializou sua atividade antioxidante e antitumoral, onde se observou uma 

contribuição dos lipídios na redução da viabilidade de C6, promovida pela Gen. 

Vale ressaltar que, ao comparar os lipossomos de DMPC e DMPC/CHOL 

10%, os lipossomos de DMPC se mostraram mais estáveis e com tamanhos 

consideravelmente menores, o que o torna um sistema carreador mais adequado. 

Além disso, quando incorporada em DMPC, a Gen tornou os valores de Potencial 

Zeta mais positivos, o que pode favorecer uma maior circulação no organismo e 

facilitar a interação (por meio de interações eletrostáticas) com o DNA que possui 

uma carga efetiva negativa (Batista et al., 2007; Awasthi et al., 2004; Ulrich, 2002).  

Porém, a inserção de 10% de CHOL aumentou a sensibilidade do sistema à 

ação da Gen na região apolar o que pode ter influenciado em uma maior interação 

com as células tumorais C6 e consequentemente, maior efeito antiproliferativo (via 

contagem celular) e potencializou a atividade antioxidante da Gen, em comparação 

com os demais sistemas.  Neste contexto, sugere-se algumas adaptações no 

método de preparo destes lipossomos, como por exemplo, submetê-los a um 

processo de extrusão em membranas de policarbonato para reduzir o diâmetro dos 

lipossomos e aumentar sua eficiência como sistema carreador.  

 Sendo assim, este estudo contribuiu de forma significativa para conhecer as 

interações da Gen com sistemas lipossomais de diferentes composições lipídicas, 

bem como a sensibilidade destes sistemas à ação da isoflavona e a influência da 

composição lipídica nos efeitos provocados pela Gen, visando proporcionar 

conhecimento para a otimização e formulação de sistemas eficientes e menos 

tóxicos para o tratamento de gliomas.   
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