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Resumo: Os compostos fendlicos, presentes em frutas e legumes, sdo muito
estudados por apresentarem atividades farmacoldgicas e nutricionais, além de
contribuirem para a cor, adstringéncia e aroma dos alimentos que o0 possuem
em sua composicdo. O acido gentisico € um acido fendlico derivado do acido
salicilico e esta presente principalmente em frutas e outros vegetais. E
conhecido pelo efeito antioxidante, anti-inflamatério e antirreumatico. Diante
disto, este trabalho investigou, usando o teste do MTT, a citotoxicidade do
acido gentisico em cultura de células de tumor de figado humano (HepG2/C3A)
e de tumor de rim humano (786-0O). Para esse teste, em ambas as linhagens,
foram utilizadas cinco concentragdes de acido gentisico: 10, 20, 30, 40 e 50
uM; um controle com meio de cultura (DMEM) e Soro Bovino Fetal 10%, e um
conhecido agente citotoxico, 0 MMS (Metil Metano Sulfonato) a 100 uM. As
linhagens ficaram expostas aos tratamentos por 24, 48 e 72 horas. A leitura
das absorbancias mostrou que o acido gentisico ndo foi citotoxico para as
células renais em nenhuma das concentracfes e tempos testados, mas
diminuiu consideravelmente a proliferacdo das células hepaticas nas
concentracbes de 30, 40 e 50 pM, a partir do tempo de 24 horas. Mais
investigacdes sobre a acdo do acido gentisico devem ser realizadas, para
reforcar os dados obtidos.

Introducao

Os componentes da alimentacdo humana vém sendo amplamente estudados,
ja gque a mesma é considerada a principal porta de entrada de substancias no
organismo. Essas substancias podem ser benéficas, como no caso dos
antioxidantes e antitumorais, ou maléficas, como 0s agentes carcinogénicos e
mutagénicos (SERVAN-SCHREIBER, 2008).

Nesse contexto, os acidos fendlicos sdo importantes por estarem em grande
quantidade na composicao de frutas e legumes, juntamente com carotenoides
e vitaminas C e E, fatores que tornam esses compostos um excelente
antioxidante (RATNAM et al., 2006). No grupo dos acidos fendlicos encontra-se
0 acido gentisico (acido 2,5-dihidroxibenzoico), um biossintético derivado do
acido salicilico (acido 2-hidroxibenzoico), que apresenta efeito antioxidante,
anti-inflamatério e antirreumatico. Ele é encontrado em frutas citricas, uva,
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alcachofra de Jerusalém, gergelim, gencianas, sandalo vermelho e oliveira e,
portanto, esta presente no azeite de oliva virgem (GODOY-CABALLERO et al.,
2012).

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial citotoxico
do acido gentisico, por meio do teste do MTT, em células tumorais de figado
humano (HEPG2/C3A) e de rim (786-0).

Materiais e métodos

Linhagem celular — HepG2/C3A e 786-O

As células das linhagens HepG2/C3A e 786-O foram cultivadas em frascos de
cultura de 25cm?, contendo meio DMEM (Gibco), suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Gibco), e mantidas em estufa com CO, a 5% e 37°C.

Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

A avaliacao da citotoxicidade do composto acido gentisico foi determinada pelo
ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio),
segundo ensaio descrito por Mosmann (1983). Uma suspensao de 100uL,
contendo 10 células foi cultivada em placas de 96 pocos, por 24 horas a 37°C
e 5% de CO,. ApOs a estabilizacdo, foram tratadas com cinco concentracdes
do composto acido gentisico: 10, 20, 30, 40 e 50 uM, um controle composto por
meio de cultura (DMEM) e soro bovino fetal, e um grupo tratado com o agente
citotoxico MMS (Metil Metano Sulfonato - 100uM). As placas foram incubadas
por 24, 48 e 72 horas. Posteriormente, os tratamentos foram descartados e em
seguida uma solucao de meio de cultura com MTT (0,15mg/mL) foi adicionada,
incubando as placas por mais 4 horas. Apos este periodo, o meio foi retirado e
em cada poco foi feita a solubilizacdo dos cristais de formazan com 100uL de
DMSO. A absorbancia foi obtida por meio da leitura das placas em
espectrofotometro a 550nm, e os dados foram expressos em absorbancia.

A analise das absorbancias médias e a analise estatistica foram realizadas por
analise de variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett (0=0,05,
p<0,05, n=3). As analises foram realizadas com auxilio do programa GrafPad
Instat versao 3.02.

Resultados e Discusséo

Os resultados obtidos com a leitura de absorbancia por espectrofotdmetro tanto
para a linhagem HepG2/C3A quanto para a linhagem 786-O estao
representadas na Figura 1, respectivamente. Os testes demonstraram que para
a linhagem HepG2/C3A, o acido gentisico foi citotéxico nas concentragbes de
30, 40 e 50 pM em todos os tempos de exposicdo. Além disso, as
concentracbes de 10 e 20 pM apresentaram potencial citotoxico quando
comparadas ao controle, no tempo de 72 horas. Para a linhagem 786-O o
composto em analise nao foi considerado citotoxico nas concentracdes
testadas em nenhum tempo de tratamento.

Corroborando com os resultados encontrados, o trabalho de Lin et al. (2015)
demonstrou por meio da analise de citotoxicidade do extrato etandlico de Litchi
chinensis, que contém acido gentisico em alta concentracdo (30,26mg/g), que
este possui atividade citotoxica nas linhagens tumorais de mama (MCF-7),
figado (HepG2/C3A), pulmdo (A549) e nasofaringe (KB), sendo que para as
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células de hepatocarcinoma esse efeito mostrou-se mais efetivo. Em relacéo as
células de nefrocarcinoma (786-O) possivelmente o acido gentisico ndo se
mostrou citotéxico devido a uma maior resisténcia dessas células devido a sua
funcdo excretora no organismo.
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Gréfico 1 — Absorbancia Média obtida com o Ensaio de Citotoxicidade do MTT, em células
tumorais humanas de hepatocarcinoma (HepG2/C3A) e de nefrocarcinoma (786-0), controle,
expostas a cinco concentracdes de Acido Gentisico (AG) e um tratamento com Metil Metano
Sulfonato (MMS) por 24, 48 e 72 horas.

* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p<0,05).

Conclusoes

Analisando os dados obtidos com os ensaios de citotoxicidade e os dados
encontrados na literatura, conclui-se que mais estudos devam ser realizados
para definir os mecanismos de acdo do acido gentisico nos diferentes tipos
celulares e assim, obter informacdes concisas sobre a ingestdo de alimentos
gue contém esse composto pelos seres humanos.
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