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RESUMO 

 

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um tumor primário mais frequente do fígado, sendo a 

terceira causa de mortalidade por câncer. Dentre os tumores hepáticos primários o CHC é 

responsável por quase 90% dos casos. Frente a busca para o desenvolvimento da produção de 

novos fármacos derivados de produtos naturais, os fungos endofíticos apresentam-se como 

fontes promissoras. Estudos recentes mostraram que os extratos de fungos endofíticos tem 

várias atividades, como propriedades anti-tumorais. O objetivo do presente estudo foi avaliar 

a capacidade de citotóxica dos extratos brutos produzidos pelos fungos endofíticos isolados de 

Eugenia jambolana nas linhagens hepatocarcinoma murinho (Hepa 1c1c7), linhagem humana 

de hepatocarcinoma (Hep G2) e queratinócito normal de pele (HaCat) e verificar a indução de 

apoptose, atividade de caspase, genotoxicidade, mutagenicidade e identificar a distribuição no 

ciclo celular. Nossos resultados indicam que ambos os extratos apresentaram atividade 

inibidoras. O extrato bruto do fungo Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) apresentou 

maior seletividade para Hepa1c1c7, apresentando CI50 de 58 µg/mL, com uma inibição 

celular de 63,4% e 38,4% para as concentrações de 100 µg/mL e 50 µg/mL. Enquanto HepG2 

e HaCat não apresentaram morte celular significativa. O extrato de Neofusicoccum sp. (Ej-

fv1) induziu alta citotoxicidade, apresentando inibição celular 67,83% apenas na concentração 

de 100 µg/mL com um valor de CI50 de 89 µg/mL. HepG2 e HaCaT demonstraram inibição 

celular significativa (38,4% e 43,5%, respectivamente), mas também apenas na maior 

concentração (100 µg/mL). Na avaliação de apoptose usando o método Hoechst/Iodeto de 

propídeo em Hepa1c1c7, o extrato (Ej-fm1) apresentou diferença estatística para a presença 

de apoptose tardia, bem como necrose. Mas para o extrato (Ej-fv1) houve morte celular 

significativa apenas na concentração de 100 µg/mL para a apoptose precoce e necrose, 

notando uma relação concentração-resposta para a apoptose precoce. Sobre as análises dos 

mecanismos de morte celular, sugerimos que os extratos induziram um perfil de morte celular 

imunogênica, pois foi identificado morte celular por apoptose e necrose. Não foi identificado 

atividade de caspase 3 em ambos os extratos, possivelmente sugerindo um mecanismo de 

morte celular independente de caspase. Não identificamos indução parada do ciclo celular nas 

linhagens tumorais. Também identificamos por meio dos ensaios do cometa e do micronúcleo 

que os extratos dos fungos endofítos não induziram efeitos genotóxicos e mutagênicos. Este é 

o primeiro relato do potencial bioativo de fungos endofíticos isolados de frutos de Eugenia 

jambolana, que revelou o tipo de morte causada em linhagens celulares de hepatocarcinoma e 

que verificou a possível causa de danos ao DNA extratos poderiam causar na célula. Em 



 

 

conclusão, os extratos exibiram potencial citotóxico. Portanto, Pseudofusicoccum 

stromaticum e Neofusicoccum evidenciaram serem boa fonte de compostos bioativos e devem 

ser mais estudados frente a outras atividades biológicas, justificando assim mais estudos 

adicionais com essa classe de microrganismos. 

 

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular, atividade antitumoral, fungos endofíticos, 

citotoxicidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is more frequent primary liver cancer, and third most 

commum cause of cancer mortality. Among primary liver tumors HCC is responsible for 

nearly 90% of cases. Compared to search for the development of production of novel drugs 

from natural products, the endophytic fungi have been presented as promising sources.  

Recent studies showed that extracts of endophytic fungi have various activities, such as, 

properties antitumor. The aim of this study was to evaluate cytotoxicity capacity of the crude 

extract isolated endophytic fungus ripe fruit, Ej-fm1 and unripe fruit, Ej-FV1 Eugenia 

jambolana in Murine hepatoma cell (Hepa 1c1c7), Human hepatocarcinoma cell line (Hep 

G2) and spontaneously immortalized human keratinocytes (HaCaT) and check the induction 

of apoptosis, caspase activity, genotoxic activity, mutagenic and distribution of  cell cycle. 

Our findings indicate that demonstrated that both extracts showed inhibitory activities. The 

crude extract from Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) possessed more selectivity 

against Hepa1c1c7 showed IC50, value of 58 µg/mL, having a cellular inhibition 63.4% and 

38.4% for the concentration 100μg / ml and 50μg/ml. While for HepG2 and HaCat, no 

significant cell death. The extract of Neofusicoccum sp.(Ej-fv1) induced high cytotoxicity, 

showed cellular inhibition 67.83% just at concentration 100μg/ml with IC50 value of 89 

µg/mL. HepG2 and HaCaT cell also showed significant inhibition (38.4% and 43.5%, 

respectively) also only at the highest concentration. To evaluate apoptosis using Hoechst/ 

Propidium iodide method in Hepa1c1c7 cells, the extract (Ej-fm1) showed statistical 

difference  for presence of late apoptosis, as well as necrosis. But the extract (Ej-fv1) there are 

significant cell death only in the concentration of 100μg / mL for early apoptosis and necrosis, 

noting a concentration-response for early apoptosis. About the analyses of cell death 

mechanisms, we suggest that extracts a profile immunogenic cell death immunogenic 

induced, was identified death by apoptosis and necrosis. We not identified caspase 3 activity 

in both extracts, possibly suggesting a mechanism of cell death independent of caspase .We 

have not identified cell cycle arrest induction for tumor cell lines. The results also showed that 

the comet and micronucleus assays weren't able to reveal genotoxic and mutagenic effects 

induced with crude extracts of endophytic fungi. This is the first report of the bioactive 

potential of endophytic fungi isolated from fuits of Eugenia jambolana, that revealed the kind 

of death caused by these fungi in hepatoma cell lines and check about damage DNA that 

crude extracts could cause in cell. In conclusion, the extracts exhibited cytotoxic potential. 

Therefore, this endophytic fungi seems to be a good source of bioactive compounds and 



 

 

should be studied further to showed their diverse bioactivities, thus justifying further studies 

of this class of microorganisms.  

 

Key-words: Hepatocellular carcinoma, antitumor activity, endophytic fungi, 

cytotoxicity. 
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1. Introdução 

1.1. Carcinoma Hepatocelular 

 

Dentre os tumores hepáticos primários o carcinoma hepatocelular (CHC) é o tumor 

mais frequente de fígado, representando 90% dos casos, sendo a segunda causa de morte por 

câncer no mundo. São diagnosticados aproximadamente 50.000 casos de carcinoma 

hepatocelular por ano, tendo maior incidência em países endêmicos pelo vírus da hepatite B 

(HVB) (EL-SERAG, 2011; BRUIX e SHERMAN, 2011; PARKIN, 2001). O câncer de 

fígado apresenta distribuição desigual ao redor do mundo com áreas com forte prevalência, 

como é o caso da África- subsaariana, Ásia-Oriental e a China (EL-SERAG e RUDOLPH, 

2007; PARKIN, 2001; WHO, 2015) (Figura 1).  

 
 

Figura 1. Variação regional da Taxa de Mortalidade de câncer de fígado. As taxas representam (números de 
casos por 100.000 pessoas) referem-se a ambos os sexos. Adaptado da Organização Mundial de Saúde. 

 

Possivelmente, os conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento de CHC devam 

estar envolvidos nesta desigualdade de distribuição, uma vez que os mesmos envolvem 

hepatopatia crônica por vírus B, C e D, toxinas (álcool e aflatoxina), hepatopatias hereditárias 

metabólicas (hemocromatose hereditária, alfa- 1- antitripsina), hepatite autoimune, obesidade 

e esteato-hepatite não alcoólica, tendo a cirrose hepática como o fator mais importante 

(BARBARA et al., 1996; CACCIOLA et al., 1999; EL-SERAG, 2011). De fato, a cirrose e o 
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carcinoma hepatocelular estão intimamente relacionados, sendo prevalente em 80% dos 

pacientes asiáticos e 50% dos pacientes europeus. Outros fatores também potenciais 

predisponentes para o carcinoma hepatocelular mais recorrentes nos países ocidentais, são as 

síndromes metabólicas e a obesidade associadas ao diabetes tipo II. (BARBARA et al., 1996; 

EL-SERAG, 2011; CACCIOLA et al., 1999; PIMENTA e MASSABKI,2010).  

No Brasil, os estados que possuem maiores incidências de carcinoma hepatocelular 

são: Amazonas, Bahia e Espírito Santo (SANTOS, 2005). De acordo com o Instituto Nacional 

do Câncer (INCA), as estimativas de mortalidade para esse tipo de carcinoma para o ano de 

2011 foram de 8.100, sendo 4.556 homens e 3.544 mulheres (INCA, 2015).  Diante desta 

condição, novas substâncias são estudadas para a produção de novos fármacos, 

principalmente, a partir de derivados de produtos naturais. 

 

1.2. Fungos Endofíticos e Eugenia jambolana 

 

É comum, principalmente, fungos e bactérias serem majoritariamente reconhecidos 

como patogênicos, porém muitos deles também são utilizados no desenvolvimento de 

fármacos como antibióticos, antitumorais, imunossupressores e agentes redutores do 

colesterol sanguíneo (NEWMAN e CRAGG, 2007). Dentre esses microrganismos, os fungos 

endofíticos representam uma excelente fonte de produtos bioativos naturais. O termo endófito 

refere-se à qualquer microrganismo que coloniza o interior de plantas, mas não causam efeitos 

patogênicos sobre seu hospedeiro. Nessas interações, a planta hospedeira alimenta e protege o 

endófito, que por sua vez produz metabólitos bioativos para reforçar o crescimento e a 

competitividade do hospedeiro, bem como proporcionar proteção contra herbívoros e planta 

patogênicas (DREYFUSS e CHAPELA, 1994; GUO et al, 2008). Para Morais e 

colaboradores (2014) novas propostas biotecnológicas de compostos de origens de 

microbianos, principalmente os que são provenientes da interação de fungos e bactérias com 

plantas, são de grande importância para uma nova vertente na produção farmacêutica.  

Um composto já bem conhecido é o Taxol, substância anticancerígena produzida pelo 

fungo endofítico Taxomyces andrenae isolado da planta Taxus brevifolia, que também é capaz 

de produzir essa substância. Outro anticancerígeno já bem descrito é a vincristina, isolada da 

planta Catharanthus roseus, e do fungo endofítico Fusarium oxysporum, fungo este 

proveniente da mesma planta. De fato, estudos recentes demonstram que extratos de fungos 

endofíticos apresentam atividade antitumoral (LI et al., 2013). 
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Vários estudos têm demonstrado a importância ecológica dos fungos endofíticos e as 

substâncias bioativas, como por exemplo, a produção de metabólitos secundários. Alguns 

mecanismos sobre a relação desses microrganismos com o hospedeiro já estão bem definidos, 

como a interferência do ambiente em que o hospedeiro se encontra com o metabolismo do 

fungo, bem como os benefícios que o fungo pode oferecer à planta hospedeira. Com esses e 

outros estudos a caracterização de diferentes associações dos endófitos podem fornecer 

subsídios para um melhor entendimento da evolução do mutualismo (JALGAONWALA et 

al., 2011). 

Eugenia jambolana, conhecida popularmente no Brasil como jambolão, de origem na 

Indonésia, China e Antilhas, pode ser cultivada em diferentes regiões geográficas. No Brasil 

pode ser encontrada em praticamente todo o país, planícies litorâneas, serras e planaltos 

(GOMES, 1983). Em outros países tropicais E. jambolana é conhecida por suas propriedades 

hipoglicêmica e antidiabética, que estão intimamente relacionadas à atividade antioxidante e 

anti-inflamatória (VASI et al., 2009).  

Os frutos de E. jambolana são comestíveis e utilizados como adstringente, 

estomáquico, diurético e antidiabético e, através deles, foi possível a identificação de várias 

antocianinas. Testes utilizando extrato bruto de frutos e folhas de E. jambolana obtiveram 

respostas interessantes, pois demonstraram atividade antioxidante, quimiopreventiva, 

antimalárica, antifúngica e, antimicrobiana, anti-inflamatória, anti-ulcerogênica, 

cardioprotetora, anticarcinogênica, antialérgico, hepatoprotetora, antidiarréica, hipoglicêmica 

(BALIGA et al., 2011; DAMETTO, 2010; TIMBOLA et al., 2002).  

 Os benefícios observados a saúde foram atribuídos a presença de vários fitoquímicos 

como os polifenóis, terpenos, antocianinas e flavonoides. As antocianinas e os taninos 

presentes na polpa são importantes, pois estes reduzem o estresse oxidativo do organismo 

(BALIGA et al., 2011). E, neste contexto, nosso laboratório obteve resultados iniciais 

interessantes, demonstrando atividade citotóxica induzida por extratos de fungos endofíticos 

oriundos do fruto de E. jambolana na linhagem celular de hepatocarcinoma murino (Hepa-

1c1c7) (BAVELONI, 2013) (Figura 2). 

Nesse sentido, foi dado continuidade a mesma linha de pesquisa, a fim de continuar 

contribuindo para um melhor entendimento e ampliação de conhecimentos a cerca dos 

benefícios da utilização dos fungos endofíticos. Devido ao quadro do elevado índice de 

mortalidade por câncer de fígado no mundo, propomos a utilização de um modelo de 

hepatocarcinoma murinho in vitro, pois modelos tumorais de roedores são importantes fontes 

para estudos, substituindo a utilização de outros modelos mais demorados e mais caros. Esse 
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modelo viabiliza uma pré-seleção para identificação e seleção de produtos bioativos mais 

promissores para futuras avaliações desejáveis (EL-SAYED et al., 2007). Embora, o emprego 

de animais de laboratório ainda seja indispensável na etapa pré-clínica, a adoção de 

procedimentos alternativos, envolvendo o uso de modelos in vitro, permite realizar uma 

triagem possíveis substâncias candidatas a fármacos, aumentando as chances de melhores 

resultados nos ensaios pré-clínicos, além de reduzir o uso de animais. Desta forma, o emprego 

de modelos in vitro, em ensaios preliminares de metabolismo e toxicidade substâncias, 

apresenta grande utilidade para predizer possíveis efeitos farmacológicos in vivo. (DAVILA 

et al., 1998). 

Com o intuito de buscar agentes antineoplásicos a partir de substâncias isoladas de 

fontes naturais é necessário elucidar alguns mecanismos, principalmente com relação ao tipo 

de morte celular causada por essas substâncias. Tendo em vista que muitas terapias já 

disponíveis na clínica ainda causam fortes efeitos colaterais para os pacientes.  

 

 

Figura 2. Fruto da árvore Eugenia jambola. Fonte: http://www.jardineiro.net/plantas/jambolao-syzygium 
jambolanum.html. Foto: Rita Barreto. 

 
 
1.3. Morte Celular 

 

Dentre os diversos tipos de morte celular, os mais conhecidos são apoptose e necrose. 

A apoptose é um mecanismo fisiológico de eliminação de células indesejáveis ao organismo, 

ocorrendo de forma controlada, onde as células que morrem são removidas por fagocitose e 

substituídas por células novas geradas por mitose (GUICCIARDI e GORES, 2005).  
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Células morrem por apoptose sob modificações morfológicas características, que 

podem ser observadas quanto ao fenótipo nuclear, organização do citoesqueleto e alteração de 

organelas (BRAS, QUEENAN e SUSIN, 2005).  

Em geral a célula em apoptose apresenta diminuição do tamanho, fragmentação do 

DNA e condensação da cromatina, levando ao surgimento de um núcleo picnótico, formação 

de vacúolos autofágicos, dilatação de organelas citoplasmáticas, como mitocôndria e 

complexo de Golgi (BRAS, QUEENAN e SUSIN, 2005). 

Por outro lado, o processo causado por um estímulo intenso que resulta na perda de 

controle por parte da célula, rápida interrupção dos processos de manutenção da integridade 

celular, rompimento da membrana plasmática, destruição do citoplasma e, como 

consequência, na morte da célula, é chamado de necrose, que pode ser definida como uma 

forma violenta de morte celular iniciada por estímulos ambientais que resultam em rápida 

desregulação da homeostasia (BRAS, QUEENAN e SUSIN, 2005). Nesse processo ocorre a 

liberação de componentes intracelulares, ocasionando uma reação inflamatória local 

(BOUJRAD et al., 2007, KERR et al., 1995). Mesmo que o material necrótico seja removido 

por fagócitos, a inflamação causa danos locais significativos (KERR et al., 1995). 

De maneira geral, os fatores lesivos ao DNA como: hipoxia, desbalanço iônico e 

presença de citocinas podem desencadear a ativação de duas vias principais de morte celular 

programa por apoptose. A via extrínseca que é mediada por receptores de morte (TNF, 

TNFR1, TRAMP, TRAIL e Fas), presente na membrana plasmática e via intrínseca que é 

desencadeada pela desestabilização da membrana mitocondrial, resultando na liberação do 

citocromo c (HAJRA e LIU, 2004; HAIL et al., 2006). O citocromo c é liberado no citosol 

funcionando como co-fator, que associa-se rapidamentese com a região C-terminal de uma 

proteína adaptadora (Apaf-1), esta interação facilita a ligação ao dATP e pro-caspase 9 

formando um complexo chamado de apoptossomo, e através da clivagem proteolitica a 

caspase 9 se torna ativa e subsequentemente ativando outras caspases (GREEN e KROMER, 

1998; THORMBERRY e LAZEBNIK, 1998; WATERHOUSE et al., 2002). O complexo 

catalítico gerado pelos sinais mitocondriais e a ação das caspases ativadas de via extrínseca, 

são sinais convergentes responsáveis pela ativação das caspases efetoras 3 e 7. Ambas as vias 

culminam no mesmo grupo de caspases efetoras, que por sua vez induz a morte celular 

programada (HAIL et al., 2006; HAJRA e LIU, 2004;  ZHANG et al., 2004) (Figura 3).  

Tumores malignos, como o CHC apresenta deficiência na ativação do processo de 

apoptose e aumento na atividade proliferativa, uma vez que genes ligados ao controle do ciclo 
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celular e genes envolvidos na inibição de crescimento e apoptose, apresentam-se usualmente 

mutados (RÖCKEN e CARL-MCGRATH, 2001).  

Sendo assim, a apoptose é considerada um mecanismo regulador, pois provoca a morte 

da célula, caso haja alguma alteração no DNA que não foi reparada. Por essas razões, é de 

extrema importância a compreensão dos mecanismos e das alterações dos componentes das 

vias apoptóticas e sua correlação com a ocorrência do câncer. Nesse sentido, é necessário o 

desenvolvimento de estudos e estratégias para buscar novas terapias e métodos de prevenção 

do câncer (GRIVICICH et al., 2007; ZHOU e ELLEDGE, 2000).  

 

 

 
Figura 3. Regulação dos caminhos intrínseco e extrínseco da ativação de caspases durante a apoptose. Fonte: 
(Retirado e adaptado de HAIL et al., 2006).  
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1.4. Ciclo Celular 
 

Outro mecanismo regulador que está associado com a evolução de células malignas, 

ocorre na divisão celular, por essas razões o entendimento do ciclo celular e suas relações 

com a etiologia do câncer é de extra importância (HAHN e WEINBERG, 2002). 

 As células eucarióticas sofrem ciclos de divisão gerando células-filhas idênticas. A 

ocorrência dos eventos que envolvem o ciclo celular quando acontece de forma ordenada 

permitindo o desenvolvimento da sequência das fases que compõem o ciclo celular sem 

interrupção do processo. A interfase é a fase responsável pela multiplicação do material 

genético e síntese dos produtos necessários para mitose, que é a divisão celular propriamente 

dita. Todo o processo de divisão celular é um evento precisamente controlado e dividido em 

quatro fases: intervalo G1, fase S ou de síntese do DNA, intervalo G2, mitose (fase M) 

(GARRETT, 2001). Quando a célula não está replicando, ela se encontra na fase G0, no 

momento em que há mudança de estágio a célula passa para G1, onde ocorre a preparação da 

célula para multiplicação, bem como a produção de constituintes celulares necessários para a 

nova célula e preparação para a síntese de DNA, que ocorre dá na fase S. Nessas fases há 

vários mecanismos responsáveis pela regulação da multiplicação celular, os quais funcionam 

com checkpoint, que monitoram a presença de danos no DNA e possíveis alterações na sua 

replicação bloqueando a mitose quando o ocorre dano no DNA ou a replicação não pôde se 

completar. Esses controladores podem ser, por exemplo, genes supressores tumorais, que 

foram inativados. Na fase G2 ocorre síntese de componentes para mitose como a formação de 

fuso mitótico e na fase de mitose (M) ocorre a divisão celular com citocinese. Importantes 

classes de quimioterápicos antineoplásicos atuam durante o ciclo celular. Estes apresentam 

mecanismos de ação variados e exibem especificidade em termos da fase do ciclo em que têm 

atividade (DE ALMEIDA et al., 2005; HARTWELL  e  WEINERT, 1989; NIGG, 2001;  

PERDIGÃO e TAVARES, 2001) (Figura 4).  

 A progressão desregulada do ciclo celular tem sido considerada como das principais 

causas do aparecimento de câncer e, por isso, é relevante o desenvolvimento de pesquisas que 

busquem produtos antineoplásicos que possam atuar no ciclo celular “contornando” essa 

proliferação desregulada das células (COLLINS e GARRETT, 2005; SCHWARTZ e SHAH, 

2005).  
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Figura 4. Ciclo Celular e suas respectivas fases de ação dos agentes quimioterápicos antineoplásicos  
Retirado de DE ALMEIDA et al., 2005. 
 

1.5. Genotoxicidade e Mutagenicidade 

 

Para além dos experimentos de morte celular, também é necessário verificar o 

potencial da substância em propiciar danos ao DNA. O teste de genotoxicidade (ensaio do 

cometa) é um experimento capaz de detectar danos no DNA celular passíveis de serem 

reparados. Assim, por meio da medida de fragmentação do DNA na cauda distante do 

nucleóide pode-se sugerir se a substância é ou não capaz de induzir genotoxicidade na célula. 

Quando há genotoxicidade o DNA migra porque contém quebras que podem sofrer arraste, e 

esses danos aumentam frente à exposição a agentes genotóxicos (MOLLER, 2005) (Figura 5).   

Outra análise importante é ensaio do micronúcleo, capaz de avaliar a mutagenicidade 

de substâncias que podem interferir no ciclo celular de maneira irreversível (TOROUS et al., 

1998). O micronúcleo ocorre quando há formação de DNA excedente, o núcleo tem 

capacidade de “sentir” que o excesso de DNA não se estabeleceu bem dentro da matriz 

nuclear e repele uma pequena massa nuclear, que pode emergir do núcleo como um 

brotamento formando um micronúcleo, esse processo indica reparação do DNA, pois pode ter 

ocorrido uma falha na replicação ou mecanismo de limpeza nuclear (SHIMIZU et al., 1998). 

Essas falhas podem ser responsáveis pelo desenvolvimento de grande parte dos tumores 

malignos estando relaciona com o acúmulo de mutações. A diferença entre os testes de 

mutagenicidade e genotoxicidade consiste basicamente na variações no tipo de alterações 

detectadas no DNA: o teste micronúcleo detecta lesões irreparáveis que se apresentam como 
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aberrações cromossômicas, enquanto o ensaio do cometa detecta lesões primárias no DNA 

(FENECH, 2000; SCOLASTICI et al., 2008) (Figura 6).  

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 5. Ensaio do cometa. (A) célula sem tratamento; (B) célula tratada com peróxido de hidrogênio 
H2O2 (controle positivo). Adaptado de: SCOLASTICI, et al. (2008).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 6. Esquema mostrando o processo de formação do micronúcleo. Adaptado de: FENECH, (2000). 
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2. Objetivos 

 

 Avaliar a citoxicidade celular, utilizando o método Sulfarrodamina B, nas linhagens 

Hepatocarcinoma murinho (Hepa1c1c7), Hepatocarcinoma humano (HepG2) e 

queratinócito de pele normal (HaCat) tratadas com de extratos brutos de fungos 

endofíticos isolados , Ej-fm1 e do fruto verde, Ej-fv1 de E. jambolana. 

 

 Avaliar qualitativamente e quantitativamente a apoptose e necrose celular, para 

diferenciação de apoptose precoce, tardia e necrose, utilizando os corantes de Hoechst 

e iodeto de propídio, na linhagem celular Hepa-1c1c7, tratadas com extrato bruto do 

fungo endofítico isolado do fruto maduro, Ej-fm1 e do fruto verde, Ej-fv1 de E. 

jambolana. 

 

 Avaliar quantitativamente sinais intracelulares de ativação da apoptose, verificando os 

níveis de caspases efetoras de apoptose (Caspase 3), na linhagem celular de 

hepatocarcinoma murino Hepa-1c1c7, tratadas com extrato bruto do fungo endofítico 

isolado do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana. 

 

 Identificação das células distribuídas pelas diferentes fases do ciclo celular após o 

tratamento com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1) e 

do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana, pela da análise do conteúdo de DNA. 

 

 Verificar o potencial genotóxico na linhagem celular Hepa-1c1c7 utilizando extrato 

bruto do fungo endofítico isolados dos frutos maduro, Ej-fm1 e verde,  Ej-fv1 de E. 

jambolana, utilizando o ensaio do cometa. 

 

 Detectar danos tardios no DNA na linhagem celular Hepatocarcinoma murino Hepa-

1c1c7 tratadas com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-

fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana para avaliação da mutagenicidade por 

meio do teste do micronúcleo.  
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3. Material e Métodos 

3.1. Extração, isolamento e identificação dos fungos endofíticos 

 

O processo de isolamento, purificação e cultivo dos fungos endofíticos, foram 

realizados nas dependências do Núcleo de Bioensaios, Biossíntese e Ecofisiologia de 

Produtos Naturais (NuBBE), Departamento de Química Orgânica, Instituto de Química, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), sob supervisão do Profª. 

Drª. Angela Regina Araújo. O trabalho foi realizado durante o doutorado de Vanessa Mara 

Chapla (2014), que coletou frutos verdes e maduros, saudáveis, de E. jambolana, os quais 

foram coletadas na cidade de Araraquara-SP. A partir dos frutos foram obtidos os fungos 

isolados do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana. Os frutos 

saudáveis de E. jambolana foram submetidos ao isolamento dos endófitos seguindo os 

seguintes procedimentos: a superfície do material foi lavada com água corrente e sabão 

neutro, e esterilizada por imersão em uma solução de hipoclorito de sódio NaClO 1%, etanol 

aquoso 70% e dupla lavagem em água estéril foram realizadas em 3 min, 5 min e 5 min, 

respectivamente. A seguir, pedaços dos frutos foram seccionados assepticamente (3 a 4 de 0,5 

cm) e inoculadas em placas de Petri contendo BDA, ao qual foi adicionado, após esterilização 

em autoclave, antibiótico sulfato de gentamicina (100 μg mL-1). O crescimento dos fungos foi 

monitorado até cada cultura atingir 0,5-1,0 cm de comprimento, e submetidas a sucessivas 

repicagens até obtenção das linhagens puras (Figura 5). 

A avaliação da pureza das linhagens foi realizada pela aparência uniforme das placas e 

pela utilização de microscópio. Foram obtidas duas linhagens puras, codificadas como Ej-

fm1e Ej-fv1 (Ej = E. jambolana, fm = fruto maduro, fv = fruto verde) sendo posteriormente 

preservados em “slants”, contendo água estéril e depositadas na micoteca do Departamento de 

Química Orgânica, IQ-UNESP. 

Os fungos codificados como Ej-fm1 e Ej-fv1 foram identificados como 

Pseudofusicoccum stromaticum e Neofusicoccum sp, respectivamente, por taxonomia 

molecular, pela GENOTYPING BIOTECNOLOGIA - PROSPECTA em Botucatu-SP.  
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Figura 7: Etapas de isolamento, purificação e preservação dos fungos endofíticos. Fonte: (modificado 
de CHAPLA, V. M.; BIASETTO, C. R.; ARAUJO, A. R, 2013).  
 

3.2. Cultivo dos fungos endofíticos em pequena escala para obtenção dos extratos brutos  

 

Os fungos endofíticos foram repicados para placas de Petri contendo BDA e incubados 

por 7, 7 e 6 dias, respectivamente. A seguir cada fungo foi inoculado em 2 frascos de 

Erlenmeyer (500 mL) contendo 200 mL de meio de cultivo Czapek, preparado na 

concentração de 35 g L-1, os quais foram mantidos sobre a bancada a 25oC por 28 dias, com 

agitações manuais a cada 24 horas. Após esse período o caldo foi separado do micélio por 

filtração, o filtrado foi submetido a uma partição líquido/líquido com acetato de etila (AcOEt) 

(3 x 200 mL) e concentrado, fornecendo o extrato bruto AcOEt de cada fungo. 

 

3.3. Cultura de células 

 

As células (HepG2 e HaCat) foram cultivadas utilizando meio de cultura Dulbecco 

Modified Eagle Medium (DMEM) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 

soro fetal bovino 10% (SFB) (Cultilab, Campinas, SP) e solução de antibiótico/antimicótico  
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(penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL e anfotericina B 0,25 μg/mL) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37º C em atmosfera com CO2 5%. 

Para o cultivo celular da linhagem Hepa-1c1c7 foi utilizado o meio de cultura αMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 

100U/mL, estreptomicina 100μg/mL e anfotericina B 0,25μg/mL. As linhagens foram 

cultivadas em frascos de cultura de células, em ambiente estéril, a 37ºC, sob atmosfera com 

5% de CO2. 

As células HepG2 (ATCC n. HB-8065) foram gentilmente cedidas pela Dra. Daisy 

Maria Favero Salvadori do Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina – UNESP, Campus 

Botucatu. Células de hepatocarcinoma murinho, Hepa 1c1c7 (ATCC n. CRL-2026) foram 

gentilmente cedidas pelo Prof. John M. Pezzuto do College of Pharmacy, University of 

Hawai’i at Hilo e cultivadas em meio αMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e a linhagem 

normal de queratinócito de pele HaCaT foi gentilmente cedida pela Dra. Luiza Lina Villa, do 

Laboratório de Virologia, do Instituto Ludwig de Pesquisa do Câncer. 

As linhagens foram mantidas em condições de cultivo até a obtenção da concentração 

ideal, ou seja, até que a monocamada estivesse confluente para a realização dos ensaios, as 

quais são lavadas com solução salina de Hanks (0,4 g de KCl, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de 

Na2HPO4, 0,35 g de NaHCO3, 1 g de glicose, H2O q.s.p. 1000 mL) e tripsinizadas 

acrescentado-se 1 mL de ATV (Associação de Tripsina (0,2 %) e Versene (0,02 %) – Instituto 

Adolpho Lutz, São Paulo, Brasil). Após o desprendimento do tapete celular, as células foram 

homogeneizadas com volumes variados do meio acrescido de 10 % de soro fetal bovino. A 

suspensão celular obtida em um frasco foi transferida para outros frascos, de modo a obter 105 

células/frasco. Esse procedimento foi repetido até que houvesse quantidade de células 

suficientes para realização dos experimentos (Figura 8).  
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Figura 8. Linhagens celulares: (A) Hepatocarcinoma murinho (Hepa1c1c7), (B) Hepatocarcinoma humano 

(HepG2) e (C) e queratinócito normal de pele (HaCat). Aspecto da cultura à microscospia de luz invertida. 

Aumento 20X.  

 

3.4. Tratamento das linhagens 

 

Para os ensaios de citotoxicidade (Sulfarrodamina B), foi utilizada uma suspensão de 

8,0×104 células/poço para as linhagens Hepa1c1c7, HepG2 e HaCaT. As células foram 

cultivadas em placas de 96 poços, e após 24 horas de cultivo, foram tratadas com os extratos 

brutos oriundo dos fungos endofíticos de E. jambolana isolado do fruto maduro (Ej-fm1) e do 

fruto verde (Ej-fv1). Para todos os experimentos as células foram tratadas nas seguintes 

concentrações: 100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,3 µg/mL e 3,1 µg/mL, 

procurando avaliar o potencial efeito concentração-resposta para citotoxicidade.  Cada ensaio 

foi acompanhado de um controle positivo (doxorrubicina 50 µg/mL) e controle negativo 

(células não tratadas). 

 

3.5. Ensaio de Citotoxicidade (SFB) 

 

O método de Sulfarrodamina B (SRB) é usado para determinar a densidade celular, 

baseada na mensuração do conteúdo de proteína celular. A Sulfarrodamina B (SRB) é um 

corante aniônico que se combina eletrostaticamente às proteínas. O corante fixado, medido 

espectofotometricamente após a solubilização, é correlacionado com a taxa de síntese proteica 

total e, então, com a proliferação celular. Todo o protocolo técnico foi seguido conforme o Kit 

(sigma-aldrich S 1402). Sendo assim, nesse ensaio o corante se liga aos aminoácidos básicos 

das proteínas das células para quantificar a proliferação celular (SKEHAN et al., 1990; 

VOIGT, 2005). 

Após o tratamento descrito no item 3.4, as células foram fixadas com ácido 

tricloroacético (50%), 50µL por poço e armazenadas por uma hora a -4ºC. Depois as células 

A B C 
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são lavadas com água destilada por três vezes (400µL por poço) e ressuspendidas em solução 

de Tris (10mM), 100µL por poço. A leitura da absorvância é feita no espectofotômetro de 

placas por espectrofometria, em comprimento de onda de 570nm, realizada em leitor de 

placas (Bio-Tek Powerwave X, BioTek Instruments, Inc.,USA).  

A porcentagem de células vivas foi calculada em relação ao controle veículo, 

representando a citotoxicidade de cada tratamento. A estimativa de celulas vivas e obtida pela 

fórmula: 

 

 

 

Onde absorv. CV é a média da absorbância dos poços com controle veículo (DMSO 

0,5%), absorv. do branco é a média da absorbância dos poços com branco (sem células) e 

absov. do teste é a média da absorbância dos poços com a substância testada. Foram feitos 

três ensaios independentes, com triplicatas, e calculou-se a média ± desvio padrão (M ± SE). 

 

3.6. Avaliação da indução de apoptose 

3.6.1. Método de Hoechst e Iodeto de Propídeo 
 

A diferenciação entre a ocorrência de células apoptóticas e necróticas foi realizada 

pelo método de exclusão por fluorocromos, utilizando-se uma solução fluorescente, contendo 

diacetato de fluoresceína (DAF), iodeto de propídeo (IP), e Hoescht 33342 (HO). O Hoechst 

3342 (HO) é um corante livremente permeável às membranas celulares, que emite 

fluorecência quando se liga ao DNA, por isso é utilizado para determinar a concentração do 

DNA e corar os núcleos. (KIECHLER et al., 2003). Esse corante é absorvido pelas células nas 

fases iniciais da apotose, já a membrana citoplasmática íntegra permanece impermeável a 

outros corantes. Já o iodeto de propídeo (IP), corante que se liga adeninatimina quando a 

membrana celular apresenta-se permeável (células necróticas). É uma molécula de alto peso 

molecular que se intercala no DNA de células apoptóticas com a membrana plasmática 

permeável. Além disso, os corpos apoptóticos em fase tardia, apresentam aumento da 

permeabilidade da membrana celular, o que proporciona a entrada de IP nas células. Dessa 

forma, a combinação destes corantes fluorescentes é utilizada para diferenciar os estágios da 

apoptose (precoce ou tardia), e ainda apoptose de necrose (CIANCIO et al., 1988). O corante 

diacetato de fluoresceína (DAF) que marca células de membrana intacta também é 

adicionado, pois ele funciona como marcador de citoplasma (HASHIMOTO et al., 2003). 

Células vivas (%) = ( absov. do teste - absorv. do branco)   X 100 
        ( absorv. CV - absorv.  branco) 
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Foram plaqueadas 5.000 células por poço (5,0 x 104 cél/mL) em placa de 96 poços, 

incluindo controle negativo, controle positivo para apoptose (curcumina), controle positivo 

para necrose (doxorrubicina) e tratamentos. Para o tratamento foram utilizadas as 3 maiores 

concentrações utilizadas na citotoxicidade 100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, que foram as 

concentrações que apresentaram morte, bem como concentrações abaixo da concentração 

mais citotóxica. Os controles positivos utilizados foram curcumina 25 µM e doxorrubicina 50 

µg/mL, por 12 horas.  

Ao completar o tempo de incubação do tratamento (12 horas), a placa foi centrifugada 

a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C, para sedimentar as células flutuando. Em seguida foi 

removido o meio com tratamento e adicionado 100 µL de PBS 1X gelado a cada poço, 

centrifugando a placa novamente a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O PBS foi removido com 

muito cuidado para não formar turbilhão e, no escuro foi adicionado 100 µL a cada poço da 

solução de corantes preparada nas seguintes proporções: HO 0,15%, PI 0,25%, FITC ou DAF 

0,35%. A placa foi incubada por 10 minutos em papel alumínio à temperatura ambiente. Por 

último, a placa foi centrifugada (com o papel alumínio) por 30 segundos a 3700 rpm (spin de 

30 segundos) e levada ao IN Cell Analyzer 2000. Foram solicitados a captura de 12 campos 

por poço na objetiva de 20X. 

Em seguida, a apoptose foi avaliada qualitativa e quantitativa, estabelecendo-se a 

porcentagem de células em apoptose precoce, tardia e em necrose, levando-se em 

consideração a morfologia e coloração das células. As células foram classificadas como 

normais (núcleo azul esférico corado pelo HO, citoplasma verde), apoptóticas (núcleo esférico 

picnótico em azul com corpos apoptóticos corado pelo HO, citoplasma verde), e necróticas 

(núcleo vermelho esférico ou em vesículas corado pelo IP, citoplasma vermelho). Ainda, as 

células foram classificadas em apoptose precoce (núcleo em azul e morfologia nuclear com 

corpos apoptóticos), apoptose tardia (núcleo corado em vermelho e com presença de corpos 

apoptóticos) e necrótica (núcleo preservado e com coloração em vermelho) segundo proposto 

por KOROSTOFF et. al. (1998) e HASHIMOTO et al. (2003). 

 

3.6.2. Atividade de Caspase 3 

 

Para este ensaio, as células foram plaqueadas a uma concentração de 2x105 cél./mL 

em placa de 96 poços de fundo preto, própria para leitura fluorimétrica, e foram incubadas por 

24 horas a 37°C e 5% de CO2 em atmosfera úmida. As células foram tratadas com o extrato 

bruto de fungos endofíticos de E. jambolana isolado do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto 
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verde (Ej-fv1).  As células foram tratadas por 8 e por 12 horas utilizando as concentrações: 

100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL e, imediatamente ao término do tempo de tratamento, a 

placa foi colocada em gelo. O meio contendo as substâncias de tratamento foi removido e 

cada poço recebeu 100 µL de tampão de lise (50 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,5% Triton 

X-100; EDTA 2 mM; DTT 5 mM). A placa foi então incubada em gelo por 20 minutos e, em 

seguida, cada poço recebeu 100 µL do substrato Ac-DMQD-AMC a 20 µM, preparado no 

mesmo tampão. Durante o tempo de incubação foi preparada a curva padrão de 

aminometilcumarina (AMC), com concentrações decrescentes em 50% partindo de 4 µM. A 

placa foi levada para leitura top em fluorímetro (FLx800™ Fluorescence Reader, BioTek - 

Winooski, VT, EUA; excitação 360/40 nm e emissão 460/40 nm) e agitada automaticamente 

pelo equipamento antes do início da leitura de fluorescência, que foi feita a 37°C. Os 

resultados foram expressos em concentração de AMC, com base na curva padrão. Este ensaio 

foi realizado em colaboração com o Laboratório de Bioquímica Clínica da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP. 

 

3.7. Ensaio do Ciclo Celular  

 

A análise do ciclo celular foi realizada de acordo com o protocolo modificado descrito 

por Boquest et al., 1999. As células hepatocarcinoma murinho (Hepa1c1c7), hepatocarcinoma 

humano (HepG2) e queratinócito de pele normal (HaCat) foram plaqueadas na concentração 

105 células/ poço em placas de 24 poços. Após 24 horas foi feito o tratamento utilizando as 

concentrações: 25µg/mL, 50 µg/mL, para o extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto 

maduro e verde, respectivamente. Após o tratamento por 12 horas, o meio de cultura foi 

retirado e substituído por um novo meio. A célula ficou em recuperação e o experimento foi 

revelado após 24 e 48 horas contadas do início do tratamento. O meio foi retirado, cada poço 

foi lavado com 300 µL de PBS-EDTA, as células foram tripsinizadas e recolhidas para 

eppendorfs de 1,5 mL, sendo um eppendorf para cada poço. As células foram centrifugadas à 

1400 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida o pellet foi 

ressuspendido com 300µL de PBS1X-EDTA 5mM.  Posteriormente as células foram fixadas 

com 700 µL de etanol absoluto gelado, cada eppendorf foi vortexado e armazenado em 

temperatura -20ºC. Após o período de armazenamento das amostras que pode ser de até um 

mês as células foram centrifugadas e lavadas em PBS contendo 5mM EDTA e ressuspendidas 

após lavagem, com 1mL de PBS 5mM EDTA, 50μg/mL de iodeto de propídio (PI) e 

0,3mg/mL de RNase A. Posteriormente as células foram incubadas por 1 hora em temperatura 
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ambiente. A leitura foi realizada Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto-USP 

utilizando o Citômetro de fluxo FACS Calibur da BD®. O método foi realizado com a 

colaboração do aluno de doutorado Rodolfo Serafim, sob orientação da professora Valéria 

Valente. 

 

3.8. Ensaio de Genotoxicidade – Ensaio do Cometa 

 

O ensaio do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Sing e 

colaboradores (1988). Primeiramente foi realizado o plaqueamento das células da linhagem 

Hepa-1c1c7 em uma concentração de 2x105 células/mL em placas de 24 poços. Para a 

avaliação da atividade genotóxica as células foram tratadas por 6 horas nas concentrações de 

50µg/mL; 25µg/mL; 12,5 µg/mL com extrato bruto produzido pelo fungo isolado do fruto 

verde Ej-fv1 e 25µg/mL; 12,5 µg/mL; 6,3 com o extrato bruto produzido pelo fungo isolado 

do fruto maduro Ej-fm1, que são as concentrações não citotóxicas determinadas pelo ensaio 

Sulfarrodamina B. Como controle positivo, foi utilizado o peróxido de hidrogênio1mM, 

diluído em meio de cultura sem soro fetal. Após a tripsinização das células da placa, as 

mesmas foram ressuspendidas com agarose de baixo ponto de fusão e colocadas em lâminas 

limpas de microscopia óptica contendo uma fina camada de agarose ponto de fusão normal. 

Em seguida as lâminas preparadas foram lisadas com sal e detergente (NaCl 2,5 mM, EDTA 

100mM, Tris 10 mM) no mínimo por 3 horas e máximo 24 horas para a formação de 

nucleóides ligados à matriz nuclear foram submetidas à uma eletroforese alcalina (pH 13) nas 

condições de 25V, 280mA  por  20 minutos em uma solução de eletroforese, composta por 

ácido etilenodiaminatetracético (EDTA) e hidróxido de sódio (NaOH). Por fim, as lâminas 

foram coradas com brometo de etídio na concentração de 0,8 mg/mL observadas ao 

microscópio de fluorescência para que sejam capturadas imagens de 50 células por lâmina, 

totalizando 150 células por concentração, incluindo os controles positivo, negativo e veículo. 

Assim, as imagens foram mensuradas por meio do software TRiTekComet Score™ v1.5, 

utilizando como parâmetro a medida da porcentagem de DNA na cauda, avaliando assim o 

grau de genotoxicidade dos extratos brutos, Ej-fm1 e Ej-fv1. De acordo com o perfil de 

migração, é possível avaliar o dano causado por cada substância, já que células sem danos em 

seu genoma ficariam com seu DNA retido na região anteriormente ocupada pelo núcleo da 

célula, e células com danos em seu genoma apresentariam caudas como consequência da 

migração de fragmentos do DNA.  
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3.9. Ensaio de Mutagenicidade- Teste do Micronúcleo 

 

A avaliação da atividade mutagênica foi realizada por meio da quantificação de 

micronúcleos de acordo com Heddle e colaboradores (1991). Nesse teste são originados 

fragmentos acêntricos de cromossomos, causados por ação mecânica ocasionando quebra 

cromossômica, bem como danos cromossômicos causados por atraso ou ruptura do filamento 

mitótico durante a anáfase. 

O ensaio do micronúcleo foi realizado segundo protocolo do IN Cell Analyzer 2000. 

As células hepatocarcinoma murinho, Hepa- 1c1c7 foram plaqueadas na concentração 5x104 

células/mL em placas de 96 poços, após 24 horas foi feito o tratamento com 50µg/mL, 

25µg/mL do extrato bruto produzido pelo fungo endofítico isolado do fruto verde e 12,5 

µg/mL, 6,3 µg/mL do extrato produzido pelo fungo isolado do fruto maduro de E. jambolana.  

Como controle positivo foi utilizado o etoposídeo na concentração de 0,8 µM e controle 

veículo (dimetilsulfóxido 1%). Após o tratamento por 24 horas, foi feito o bloqueio da 

citocinese com 10µl/poço de citocalasina B na concentração de 30µM por 36 horas. Após o 

bloqueio da citocinese celular, a placa foi lavada com PBS e as células foram fixadas com 

100µL de etanol absoluto por poço por 30 minutos, em temperatura ambiente. Após a fixação 

das células foi adicionado FITC diluído em PBS (marcador de citoplasma) na concentração de 

10µM por 30 minutos, em seguida os poços foram lavados por 3 vezes com PBS e adicionado 

o outro marcador, o Hoechst 33342 na concentração de 5µM por 15 minutos, afim de marcar 

o núcleo e o citoplasma da célula. As imagens foram capturadas no aparelho IN cell Analyser 

modelo 2000, no laboratório de Micologia Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Unesp-Araraquara. Foram capturadas no mínimo 1000 células por concentração dos testes e 

controles. Os resultados refletem na frequência de formação de micronúcleos em 1000 células 

analisadas por concentração testada. Foram realizados 3 ensaios independentes e a variância 

foi calculada pelo Kruskall-Wallis teste com pós teste de Dunns.  
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4. Análises Estatísticas 

 

 O método estatístico para o ensaio do Cometa e micronúcleo foi feito por meio de 

comparação entre as concentrações através do teste não paramétrico de Kruskal Wallis com 

pós teste de Dunn’s. No ensaio Hoechst/IP e Atividade de Caspase 3 foi realizado o teste de 

análise de variância oneway (ANOVA)  com pós-test de Tukey. Para o ensaio do ciclo celular 

foi realizado o teste de análise de variância oneway (ANOVA) com pós-test de Bonferroni. As 

análises foram realizadas com o auxílio do software Microsoft Excell®, versão 2010 e do 

programa estatístico GraphPad Prism® Version 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

EUA). 
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5. Resultados 

5.1. Ensaio de Citotoxicidade 

 

Inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade por meio do método 

sulfarrodamina B, com os extratos brutos obtidos a partir do fungo endofítico isolado do fruto 

maduro, Ej-fm1 e do fruto verde, Ej-fv1 de E. jambolana nas linhagens celulares Hepa1c1c7 

(hepatocarcinoma murinho), HepG2 (linhagem humana de hepatocarcinoma) e HaCat 

(queratinócito normal de pele).  

A atividade citotóxica foi avaliada nas concentrações de 100µg/mL, 50 µg/mL, 25 

µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,3 µg/mL e 3,1 µg/mL, no tempo de tratamento de 24 horas para a 

determinação da CI50, concentração capaz de reduzir em 50 % a viabilidade celular. O CI50 foi 

determinado a partir de linhas de tendências lineares e por meio das equações das retas, os 

valores foram definidos quando possível.  

O extrato do fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1) apresentou atividade citotóxica 

concentração-resposta para a linhagem Hepa1c1c17, com valor de CI50 de 58µg/mL, 

apresentando uma inibição celular de 63,4% e 38,4% para as concentrações 100µg/mL e 50 

µg/mL, respectivamente. Enquanto que para HepG2 e HaCat, não houve morte celular 

significativa (Figura 9). 
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Figura 9. Ensaio de citotoxicidade (Sulfarrodamina B). Extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto 
maduro (Ej-fm1) de Eugenia jambolana nas linhagens celular de (A) Hepa-1c1c7- hepatocarcinoma murino, 
(B) HepG2- linhagem humana de hepatocarcinoma e (C) HaCat -queratinócito normal de pele, nas 
concentrações de 100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,3 µg/mL e 3,1 µg/mL, tratadas por 24 horas. 
Os dados referem-se às médias de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD). CV (controle de 
veículo – DMSO 1%) e CP (controle positivo, doxorrubicina 50 µg/mL ). Oneway ANOVA com pós-teste de 
Tukey. *** p < 0,001. 
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O extrato produzido fungo Neofusicoccum sp (Ej-fv1) foi citotóxico para a linhagem 

Hepa1c1c7 apenas na maior concentração (100 µg/mL) com viabilidade celular de 32,14% e 

CI50 89 µg/mL. Tendo em vista o perfil de morte para o extrato bruto produzido pelo fungo do 

fruto verde (Ej-fv1), foram realizados outros testes de citotoxicidade com diferentes 

concentrações (150µg/mL, 75 µg/mL, 37,5 µg/mL, 18,7 µg/mL e 9,3 µg/mL), a fim de 

demonstrar se havia citotoxicidade em 50 e 100 µg/mL. Pois para as concentrações 

determinadas nos tratamentos, a morte foi significativa apenas na maior concentração 

(100µg/mL), apresentando 100% de viabilidade celular nas demais concentrações testadas. 

Para as novas concentrações testadas observamos que também houve morte celular 

significante apenas na maior concentração testada (150 µg/mL), apresentando inibição celular 

de 58,41%. 

A linhagem celular HepG2 apresentou-se mais resistente, pois os extratos foram 

inativos nas concentrações testadas. Esse resultados podem-se dar devido a sua capacidade de 

metabolizar xenobióticos e potencialmente os produtos metabólicos perdem a atividade 

citotóxica. Podemos observar que não houve citotoxicidade para o fruto maduro em todas as 

concentrações testadas. Já para o fruto verde, houve citotoxicidade apenas na maior 

concentração (100 µg/mL), com 38,4% de morte celular. 
   

Para a linhagem celular HaCat, apenas a maior concentração do extrato bruto 

produzido pelo fungo do fruto verde Ej-fv1 de E. jambolana apresentou atividade citotóxica 

significativa, com uma morte celular em média de 43,5% na maior concentração testada, 100 

µg/mL (Figura 10). 
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Figura 10. Ensaio de citotoxicidade (Sulfarrodamina B). Extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto 
verde (Ej-fv1) de Eugenia jambolana nas linhagens celular de (A) Hepa-1c1c7- hepatocarcinoma murino, (C) 
HepG2- linhagem humana de hepatocarcinoma e (D) HaCat -queratinócito normal de pele, nas concentrações de 
100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,3 µg/mL e 3,1 µg/mL, tratadas por 24 horas. E também (B) 
Hepa-1c1c7- hepatocarcinoma murino, nas concentrações de 150µg/mL, 75 µg/mL, 37,5 µg/mL, 18,7 µg/mL e 
9,3 µg/mL. Os dados referem-se às médias de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD). CP 
(controle positivo, doxorrubicina 50 µg/mL) e CV (controle de veículo – DMSO 1%). Oneway ANOVA com 
pós-teste de Tukey * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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5.2. Ensaio de Hoechst / Iodeto de Propídeo 

 

O ensaio citomorfológico para detecção de células apoptóticas utilizando os corantes 

Hoechst 33342 e Iodeto de propídio foi realizado na linhagem Hepa1c1c7 tratadas com 

100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, concentrações próximas ao CI50 anteriormente determinado 

pelo ensaio de citotoxicidade, das células tratadas por 12 horas.  

Ao analisar o experimento todas as células contadas foram comparadas à sua imagem 

no campo claro para verificação de critérios morfológicos, pois células em apoptose perdem 

sua capacidade de adesão celular ao substrato, tornando-se células retraídas, enquanto células 

em necrose permanecem firmemente ligadas ao substrato e também podem apresentar bolhas 

em sua superfície, as quais são decorrentes da perda da integridade da membrana plasmática 

(RELLO et al., 2005). 

O gráfico abaixo demonstra a apoptose (precoce e tardia) e necrose por coloração 

Hoechst / IP em células de hepatocarcinoma murino (Hepa-1c1c7) (Figura 11). 
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Figura 11: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7 após tratamento com extrato bruto do 
fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1). Resultados estão expressos como média de três experimentos 
independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de Tukey. ** p < 0,01 
*** p < 0,001. 
 
 

No tratamento com extrato bruto fungo do endofítico isolado do fruto maduro (Ej-

fm1), não houve indução significativa de apoptose em relação ao controle de veículo (DMSO 

1%) para as concentrações de 25 µg/mL e 50 µg/mL. Na maior concentração testada (100 
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µg/mL) podemos observar que houve diferença estatística para presença de apoptose tardia (p 

< 0,01), bem como para necrose (p<0,001). 

 Foi observado um total de 40,6%, 44,2% e 18,6% de células em apoptose, 

respectivamente, após os tratamentos nas concentrações 100µg/mL, 50 µg/mL e 25 µg/mL. 

Porém, quando comparamos as células em necrose, nota-se que o extrato (Ej-fm) apresentou 

uma diferença significativa nas maiores concentrações (p<0,001). Embora não haja 

significância estatística observamos uma tendência para apoptose total na concentração de 50 

µg/mL (Figura 12). 
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Figura 12: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a 
média de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-
teste de Tukey.  ** p < 0,01 *** p < 0,001. Relação entre apoptose total e necrose de células tratadas com extrato 
bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1).  
 

Quando comparamos as células em apoptose precoce e tardia, nota-se que o extrato 

(Ej-fm1)  apresentou uma diferença significativa para apoptose tardia na maior concentração. 

Em relação a apoptose precoce nenhuma diferença significante foi observada. Apesar de não 

haver significância estatística observamos uma tendência para apoptose precoce nas menores 

concentrações, 25 µg/mL e 50 µg/mL (Figura 13). 
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Figura 13: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a 
média de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-
teste de Tukey ** p < 0,01 *** p < 0,001.  Relação entre apoptose precoce e apoptose tardia de células tratadas 
com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1).  

 

Ao avaliar o tratamento com extrato bruto produzido pelo fungo endofítico isolado 

do fruto verde (Ej-fv1), que estão demonstradas no gráfico abaixo. Pode-se observar que para 

a maior concentração testada (100 µg/mL), houve indução significativa de apoptose precoce e 

necrose (p< 0,001) (Figura 14).  
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Figura 14: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7 após tratamento com extrato bruto do 
fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fv1). Resultados estão expressos como média de três experimentos 
independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de Tukey  *** p < 
0,001. 
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Ao avaliar a relação de células em apoptose e necrose induzidas pelo tratamento com 

o extrato bruto produzido pelo fungo do fruto verde (Ej-fv1) na linhagem Hepa 1c1c7, foi 

possível observar uma diferença significativa apenas na concentração de 100µg/mL apenas 

para necrose (p<0,001). Ainda podemos notar um aumento concentração-resposta para 

apoptose  embora não estatisticamente significante (Figura 15). 
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Figura 15: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a 
média de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-
teste de Tukey ** p < 0,01 *** p < 0,001. A) Relação entre apoptose total e necrose de células tratadas com 
extrato bruto do fungos endofítico isolado do fruto verde (Ej-fv1).  
 

 

Quando verificado a relação de células em apoptose precoce e tarde induzidas pelo 

tratamento com o extrato bruto produzido pelo fungo do fruto verde (Ej-fv1) na linhagem 

Hepa 1c1c7 foi observado diferença significativa de morte celular por apoptose precoce para a 

maior concentração (100µg/mL) (p<0,001). No geral pode-se notar que houve um perfil 

evidente de morte mista (apoptose e necrose) em ambos os extratos para as maiores 

concentrações testadas (Figura 16). 
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Figura 16: Apoptose por coloração Hoechst/IP em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a 
média de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-
teste de Tukey*** p < 0,001.  Relação entre apoptose precoce e apoptose tardia de células tratadas com extrato 
bruto do fungo endofítico isolado do fruto verde (Ej-fv1). 
 

Nas figuras 17 e 18 estão demonstradas as fotomicrografias de imagens de 

fluorescência na linhagem célular de hepatocarcinoma murinho (Hepa1c1c7) submetidas ao 

tratamento com os extratos brutos produzido por fungos endofíticos isolados do fruto verde 

(Ej-fv1) e maduro (Ej-fm1) de E. jambolana. As imagens foram capturadas no aparelho IN 

Cell Analyser modelo 2000, no laboratório de Micologia Clínica da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Unesp Araraquara com auxílio da técnica Cláudia. 
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Figura 17. Fotomicrografias referentes às imagens de fluorescência utilizando Hoechst 33342, iodeto de propídeo e diacetato de floresceína. Aumento 20X, sendo (A) Ej-fv1 (100µg/mL);  
(B) Ej-fv1 (50µg/mL)- Fruto Verde (C) Ej-fm1 (100µg/mL);  (D) Ej-fm1(50µg/mL)-Fruto Maduro. 
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Figura 18. Fotomicrografias referentes às imagens de fluorescência utilizando Hoechst 33342, iodeto de propídeo e diacetato de floresceína. Aumento 20X, sendo (A) Ej-fv1 (100µg/mL);  (B) 
Ej-fv1 (50µg/mL)- Fruto Verde (C) Ej-fm1 (100µg/mL);  (D) Ej-fm1(50µg/mL)-Fruto Maduro. 
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5.3. Atividade de Caspase 3 

 

A avaliação da atividade de caspase 3 como um indicador de apoptose foi determinada 

pela liberação de aminometilcumarina (AMC), medida em comprimentos de excitação e 

emissão 360/40 nm e 460/40 nm, respectivamente. O ensaio foi realizado por fluorescência, 

utilizando um substrato, contendo a sequência peptídica Ac-DMQD-AMC, que após a 

clivagem pela caspase libera AMC resultando em fluorescência, a qual é quantificada pela 

ativação de caspase 3 nas células.  

As figuras 19 e 20 referem-se a resposta da atividade da enzima caspase na linhagem 

celular hepa1c1c7, exposta ao tratamento com o extratos de fungos endofíticos de E. 

jambolana isolado do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) por 8 horas. Nenhuma 

das concentrações testadas (100µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL) apresentaram atividade de 

caspase 3 para o extrato (Ej-fm1). Embora não haja diferença significativa também para o 

extrato do (Ej-fv1), podemos notar uma pequena tendência para indução de atividade de 

caspase 3.  
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Figura 19: Atividade de caspase 3 em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a média de três 
experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de 
Tukey *** p < 0,001.  Células tratadas com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm) 
por 8 horas. 
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Figura 20: Atividade de caspase 3 em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a média de três 
experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de 
Tukey *** p < 0,001.  Células tratadas com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto verde (Ej-fv1) por 
8 horas. 

 
 

Para o tempo de exposição de 12 horas aos extratos (Ej-fm1) e (Ej-fv1) também não 

pode-se observar atividade de caspase significante, somente o controle positivo induziu 

atividade de caspase 3 (p < 0,001) (Figuras 21-22). 
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Figura 21: Atividade de caspase 3 em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a média de três 
experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de 
Tukey *** p < 0,001.  Células tratadas com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1) 
por 12 horas. 
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Figura 22: Atividade de caspase 3 em células Hepa 1c1c7. Resultados estão expressos como a média de três 
experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD), analisados por one-way ANOVA com pós-teste de 
Tukey** p < 0,01.  Células tratadas com extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto verde (Ej-fv1) por 12 
horas. 
 

 

 Podemos notar que houve uma tendência na indução da atividade de caspase 3 para 

ambos os extratos (Ej-fm1) e (Ej-fv1), no tempo de tratamento de 12 horas, embora não haja 

diferença estatisticamente significativa. Podemos observar também que essa tendência foi 

maior para o extrato Ej-fv1. 

 

5.4. Ensaio do Ciclo Celular 

 

 Os resultados do teste do ciclo celular em células Hepa-1c1c7- hepatocarcinoma 

murino, HepG2- linhagem humana de hepatocarcinoma e HaCat -queratinócito normal de 

pele, estão expressos nas figuras  23 e 24. Apenas o extrato bruto produzido pelo fungo 

endofítico isolados do fruto maduro (Ej-fm1), causou parada de ciclo na fase G2/M na 

linhagem HaCat, apresentando uma redução de células em G1. 
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Figura 23. Ensaio do Ciclo Celular.  Extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1) -FM na 
concentração de 25 µg/mL, nas linhagens celulares de (A) Hepa-1c1c7- hep;atocarcinoma murino, (B) HepG2- 
linhagem humana de hepatocarcinoma e (C) HaCat - queratinócito normal de pele,  tratadas por 12 horas.  
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Figura 24. Ensaio do Ciclo Celular.  Extrato bruto do fungo endofítico isolado do fruto verde (Ej-fv1) - FV na 
concentrações de 50 µg/mL, nas linhagens celulares de (A) Hepa-1c1c7- hepatocarcinoma murino, (B) HepG2- 
linhagem humana de hepatocarcinoma e (C) HaCat - queratinócito normal de pele, tratadas por 12 horas.  
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5.5. Ensaio do Cometa 

 

Para a avaliação da genotoxicidade dos extratos brutos produzidos por fungos 

endofíticos isolados do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana, foi 

realizado o ensaio do cometa, o qual consiste na mensuração de fragmentação do DNA na 

cauda distante do nucleóide. Foram utilizadas concentrações não citotóxicas determinadas 

previamente pelo método sulfarrodamina B. A linhagem Hepa 1c1c7 foi tratada por 6 horas 

utilizando as concentrações 25µg/mL; 12,5 µg/mL e 6,3 µg/mL para o extrato (Ej-fm1) e 50 

µg/mL; 25 µg/mL e 12 µg/mL para o extrato (Ej-fv1). No tratamento de ambos os extratos 

não houve efeito genotóxico signicativo na linhagem Hepa 1c1c7 (Figura 25).  
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Figura 25. Genotoxicidade de extratos brutos produzidos pelo fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-
fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) representada pela % de DNA na cauda em linhagem celular Hepa 1c1c7. 
Resultados são expressos como a média da % de DNA na cauda de 50 células por concentração e controles e 
analisados por Kruskal-Wallis test com pós-teste de Dunn’s. Os dados referem-se às médias de três 
experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD). CV (controle de veículo – DMSO 1%), CP (controle 
positivo –  1mM de peróxido de hidrogênio por 10 minutos) *** p < 0,001. 
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5.6. Ensaio do Micronúcleo 

 

O teste é amplamente recomendado para avaliação do potencial mutagênico, é 

considerado um procedimento rápido, barato, que pode ser repetido várias vezes, para a 

prevenção e monitoramento de indivíduos sob risco carcinogênico. 

A análise dos resultados do ensaio do micronúcleo na linhagem Hepa 1c1c7, 

demonstra que não houve diferença significativa entre as concentrações testadas e o controle 

de veículo. Esses resultados demonstram que os extratos brutos produzidos por fungos 

endofíticos isolados do fruto maduro (Ej-fm1) e do fruto verde (Ej-fv1) de E. jambolana não 

induziram mutagenicidade nas condições testadas (Figura 26).  
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Figura 26. Mutagenicidade de extratos brutos produzidos pelo fungo endofítico isolado do fruto maduro (Ej-fm1) 
e fruto verde (Ej-fv1) representada pela frequência de micronúcleos na linhagem celular Hepa 1c1c7. Resultados 
são expressos em 1000 células por concentração e controles e analisados por Kruskal-Wallis test com pós-teste de 
Dunn’s. Os dados referem-se às médias de três experimentos independentes e desvio padrão (M ± SD). CV 
(controle de veículo – DMSO 1%), CP (controle positivo – 0,8 µM de Etoposídeo) ** p < 0,01. 
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6. Discussão 

 

 O carcinoma hepatocelular (CHC) é um grande problema de saúde pública, 

apresentando distribuição desigual ao redor do mundo com fatores de riscos bem definidos 

que variam de acordo com a região. Dados da Organização Mundial da Saúde (2015) indicam 

o câncer de fígado como segunda causa de óbito por câncer no mundo, com forte prevalência 

no Oriente, em áreas do continente africano e do pacífico oeste. Porém, o quadro 

epidemiológico da doença têm se apresentado de incidência crescente em todo mundo, com 

maior parte dos casos em países em desenvolvimento. Nessas áreas a etiologia do CHC está 

associada com a infecção pelo vírus da hepatite B (HVB). No Japão, Estados Unidos, 

América Latina e Europa, a maior causa está relacionada com a prevalência da infecção pelo 

vírus da hepatite C. No Brasil, apesar da incidência ser crescente dados referentes ao CHC 

ainda continuam escassos, o que dificulta o planejamento e adoção de medidas que possam 

contribuir para prevenção, diagnóstico e tratamento da neoplasia. (FERENCE et al., 2010; 

GOMES 2013; MICHITAKA et al, 2010; QUETGLAS et al., 2014). Estudos de Gonçalves e 

colaboradores (1997) ao verificar a prevalência da doença em alguns estados brasileiros 

mostraram que o CHC no Brasil tem características epidemiológicas intermediárias entre as 

observadas nas áreas de baixa e de alta incidência do tumor. Por essas razões, faz-se 

necessário a busca por tratamentos, justificada pelo quantidade de pessoas que já estão 

acomentidas pelo CHC. 

Produtos naturais têm desempenhado um importante papel na descoberta de drogas 

para o câncer, fornecendo um grande número de agentes clinicamente úteis. Trabalhos 

demonstram que muitos desses produtos naturais bioativos, apresentam bons resultados em 

suas atividades biológicas, com capacidade de inibição celular em linhagens tumorais, 

demonstrando significativos benefícios terapêuticos em modelos experimentais (NEWMAN e 

CRAGG, 2012). Esses produtos naturais têm apresentado diversas atividades biológicas, as 

quais contribuem para o desenvolvimento de aproximadamente de 75% das drogas 

(LEE,1999; NEWMAN e CRAGG, 2007). Principalmente extratos ou substâncias isoladas de 

plantas têm sido frequentemente avaliados quanto ao seu potencial anticarcinogênico 

(DUARTE, 2010).  

Dentre as classes de organismos investigados como fonte de produtos naturais, os 

microorganismos endófitos desempenham um importante papel, representando uma 

importante fonte, com mais de 20000 substâncias já descritas, sendo que destas 51% 
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apresentam estruturas inéditas e 80% atividade biológica. Essas importantes características 

são explicadas pela teoria ecológica, que relaciona a resposta de produção metabólica com o 

nicho ecológico no qual o microrganismo está inserido, bem como suas interações bióticas e 

abióticas (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013). 

  Os fungos endofíticos e seus derivados representam uma importante classe desses 

bioativos naturais que se apresentam como fonte promissora de novos terapêuticos 

(CHAPLA, BIASETO, ARAUJO, 2013; EVIDENTE et al., 2014). Atualmente, mais de 140 

metabólitos fúngicos demonstraram atividade confirmada nos bioensaios com células 

tumorais (WANG et al., 2011). Desta forma, o presente estudo avaliou efeitos antitumorais de 

extratos brutos produzidos por fungos endofíticos isolados de E. jambolana. Ambas espécies 

fúngicas responsáveis pela produção dos extratos avaliados foram descritas recentemente, de 

acordo com o banco de dados de espécies fúngicas (MycoBank), tanto o P. stromaticum, 

quanto o Neofusicoccum sp foram descritos em 2006. Por essa razão são poucos os estudos 

encontrados na literatura referentes aos fungos P. stromaticum e Neofusicoccum sp.  

Pseudofusicoccum stromaticum, foi encontrado em ramos e caules de Eucalipto e 

Acácia na Venezuela. O fungo também já foi reportado associado à manga no Brasil 

(MOHALI et al., 2006; MARQUES et al., 2012). A fim de resolver a taxonomia da família 

Batryosphiriaceae foi realizado um estudo baseado em dados de sequência de DNA e 

morfologia, que enquadrou vários gêneros incluindo Neofusicocum e Pseudofusicoccum 

(CROUS et al. 2006). Desde então foram poucos estudos com o fungo P. stromaticum e o 

fungo do gênero Neofusicocum.  

 Determinar a viabilidade celular é o primeiro passo fundamental durante o 

desenvolvimento das manipulações experimentais, assegurando dessa forma a capacidade de 

encontrar populações celulares capazes de responder às substâncias a serem avaliadas. 

Através do teste de viabilidade, fica garantido que as concentrações dos compostos testados 

são adequadas e não causam citotoxicidade prejudiciais as culturas celulares. Neste trabalho, 

o modelo de estudo para o carcinoma hepatocelular foram as linhagens celulares 

Hepatocarcinoma murinho (Hepa1c1c7), Hepatocarcinoma humano (HepG2) e queratinócito 

de pele normal (HaCat) para avaliação da citotoxicidade dos extratos.  

 Para a linhagem Hepa1c1c7 foi verificado atividade citotóxica concentração-resposta 

do extrato produzido pelo fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1) com inibição celular de 

63, 4% e 38,4% para as concentrações 100µg/mL e 50µg/mL. O extrato bruto produzido pelo 

fungo Neofusicoccum sp (Ej-fv1) foi capaz de diminuir a viabilidade celular em 68% na maior 

concentração, não apresentando morte celular nas demais concentrações testadas. Esses 
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resultados corroboram com o trabalho de conclusão de curso de Franciele Baveloni, que 

apesar de ter utilizado outro método para avaliar citotoxicidade ao utilizar o modelo celular 

hepa1c1c7 também identificou o mesmo perfil de morte concentração-resposta para o extrato 

bruto produzido pelo fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1), bem como também verificou 

a capacidade do extrato produzido pelo fungo Neofusicoccum sp (Ej-fv1) em induzir morte 

celular significativa apenas na concentração de 100µg/mL.  

A linhagem celular HepG2 apresentou-se mais resistente, pois os extratos foram 

inativos nas concentrações testadas. Podemos observar que não houve citotoxicidade para o 

fruto maduro em todas as concentrações testadas. Já para o fruto verde, houve citotoxicidade 

apenas na maior concentração (100 µg/mL), com 38,4% de morte celular. Esse, resultado 

provavelmente se deu devido a sua capacidade de metabolização, pois esse tipo celular possuí 

um papel fundamental na metabolização e detoxicação de xenobióticos. Por isso, os produtos 

metabólicos podem perder sua atividade citotóxica quando testados em linhagens 

metabolizadoras (TSUBOY et al., 2007).   

 Para a linhagem celular HaCat, apenas a maior concentração do extrato bruto 

produzido pelo fungo do fruto verde Ej-fv1 de E. jambolana apresentou atividade citotóxica 

significativa, com uma morte celular em média de 43,5% na maior concentração testada, 100 

µg/mL). Dessa forma pode-se considerar que o extrato bruto produzido pelo fungo 

Neofusicoccum sp (Ej-fv1) não ocasionou uma morte celular seletiva (somente nas células 

neoplásicas). Esses resultados indicam que a aplicabilidade desse extrato é ainda questionável 

do ponto de vista tóxico às células normais. Atualmente, a busca por novas drogas com maior 

potência quimioterápica e que desenvolvam menos efeitos tóxicos é constante. Diante dos 

resultados obtidos, extrato produzido pelo fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm) foi mais 

ativo frente as células de Hepatocarcinoma murino, apresentando seletividade celular apenas 

para linhagem tumoral. Essa característica torna o extrato produzido pelo fungo endofítico P. 

stromaticum (Ej-fm) um melhor candidato quimioterápico, pois supostamente proporcionaria 

menos efeitos secundários e melhor eficiência terapêutica (DEMAIN e VAISHNAV, 2011). 

Nesse sentido ainda é importante salientar, que o extrato bruto é uma amostra que contém um 

“pool” de substâncias, que quando isoladas podem demonstrar uma atividade biológica mais 

específica, por essas razões é interessante que estudos posteriores realizem o fracionamento 

químico do extrato bruto para isolamento das substâncias bioativas, as quais provavelmente 

seriam utilizadas em menores concentrações em comparação com as concentrações utilizadas 

no presente trabalho. 
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Outros testes já realizados também com o extrato produzido pelo fungo endofítico P. 

stromaticum (Ej-fm1) também evidenciaram resultados significativos frente às linhagens 

tumorais: HCT-8 (cólon - humano), SF-295 (glioblastoma - humano) e OVCAR (carcinoma 

de ovário), porém não identificou inibição do crescimento celular in vitro ao testar o extrato 

bruto produzido pelo fungo Neofusicoccum sp (Ej-fv1). Devido a bioatividade observada no 

extrato bruto produzido pelo fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1), outros ensaios 

também foram realizados e também evidenciaram resultados satisfatórios após avaliação de 

outras atividades metabólicas com o mesmo extrato bruto. O extrato do fungo endofítico P. 

stromaticum (Ej-fm1) também foi capaz de inibir a ação da enzima acetilcolinesterase e a 

ação do fungo fitopatogênico Cladosporium sphaerospermum. Esses resultados confirmam o 

potencial biológico do extrato produzido pelo fungo endofítico P. stromaticum (CHAPLA, 

2014).  

Souwalak e colaboradores (2007), demonstraram que os extratos brutos provenintes do 

metabolismo secundário de fungos endofíticos isolado da planta Garcinia sp também 

apresentam atividades biológicas como antifúngica, antibacteriana, antivirais e antitimorais. 

Diante desses resultados positivos com relação a atividade biológica dos endófitos, 

faz-se necessário a busca de métodos para mimetizar o ambiente natural dos endófitos ou 

alterar a produção metabólica com vistas aumentar a expressão gênica das vias biossintéticas. 

Esse método resulta na observação de que pequenas alterações nas condições de cultivo que 

podem mudar o perfil metabólico de muitos micro-organismos Estudos têm relatado a 

importância de modificadores epigenéticos aplicados no cultivo de microrganismos, a fim de 

proporcionar alterações na produção metabólica e promover o crescimento de espécies 

fúngicas em grande escala. (PARANAGAMA; WIJERATNE; GUNATILAKA, 2007). 

Pesquisas apontam diferenças significativas na produção metabólica de fungo endofítico 

cultivado com modificador epigenético. Estudos realizados por Vanessa Chapla (2014) 

avaliou a produção metabólica do fungo endofítico Lecythophora sp. utilizando um 

modificador epigenético. Quando o fungo foi cultivado na presença de um modificar 

epigenético, foi constatado um aumento significativo do rendimento do extrato bruto. O 

cultivo sem modificador epigenético forneceu 20,6 mg e com o modificador foi de 189,0 mg, 

um aumento de 9,2 vezes. A alta massa obtida provavelmente está associada com a alta 

produção metabólica.  

Além de verificar esses eventos, quando pensamos especificamente na possibilidade 

de aplicação clínica de compostos antitumorais, devemos também identificar o seu potencial 

de propiciar à morte das células malignas, caracterizando o tipo de morte que a substância 
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culminou.  Na literatura ainda não há nenhum relato que caracterize o tipo de morte induzida 

pelos extratos testados nesse trabalho. Por essas razões, o presente estudo contribui para 

descrever mais uma característica desses extratos salientando suas promissoras atividades 

biológicas. Com relação ao tipo de morte celular na linhagem Hepa 1c1c7 pelo método 

Hoechst/ Iodeto de Propídeo, para o extrato do fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1), não 

houve indução significativa de apoptose em relação ao controle veículo (DMSO 1%) para as 

duas menores concentrações 25 µg/mL e 50 µg/mL. Embora a diferença estatística não seja 

significativa para apoptose nas duas menores concentrações testadas houve morte celular por 

apoptose de 18,6% e 44,2% respectivamente para as concentrações 25 µg/mL e 50 µg/mL. Na 

maior concentração testada (100 µg/mL), foi observado diferença estatística para presença de 

apoptose tardia (p<0,01), bem como para necrose (p<0,001). 

Essa característica de apoptose tardia significativa apenas na maior concentração 

também foi verificada no trabalho de Duarte e colaboradores (2010), que também ao avaliar 

um composto de fonte natural, frente uma linhagem tumoral, encontraram diferença estatística 

para presença de apoptose tardia (p< 0,01), também apenas na maior concentração testada.  

Já o extrato bruto proveniente do fungo Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) isolado do fruto 

verde de E. jambolana, promoveu indução significativa de apoptose precoce e necrose 

(p<0,001), apenas na maior concentração testada (100 µg/mL). Assim como observado no 

ensaio de citotoxicidade, em que apenas a maior concentração do extrato (Ej-fv1) foi capaz de 

induzir morte celular na linhagem hepa 1c1c7. Ao avaliar o tipo de morte celular do extrato 

do fungo Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) ainda podemos notar um aumento concentração-resposta 

para apoptose, representando 11,5%, 17,7% e 45,6%, respectivamente, para as concentrações 

de 25 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL. Nesse caso, pôde-se notar valores menos 

representativos com relação a morte por necrose, sendo 3,3%, 5,8% e 25, 2% para as 

concentrações 25 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL, respectivamente.  O restante representa 

uma porcentagem de células vivas e apoptose tardia. 

Esse perfil característico de morte mista dos dois extratos testados para o modelo de 

carcinoma hepatocelular pode ser importante, pois na maior parte dos tumores a apoptose 

encontra-se deficiente, com isso a necrose passa ser responsável por desempenhar um papel 

fundamental no reconhecimento e regressão do tumor por estimulação da resposta imune inata 

(GUERREIRO et al., 2008). Dessa forma, uma morte celular ideal para um quadro de 

neoplasia seria uma morte capaz de recrutar células do sistema imune, ou seja, uma morte 

celular imunogênica, que é uma modalidade de morte celular capaz de estimular uma resposta 

imune contra os antígenos de células mortas, em especial quando eles derivam de células 
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tumorais (GREEN et al., 2009). Este modelo de morte celular contribui significativamente 

para o tratamento quimioterápico, pois com base em evidência clínica, estudos indicam que 

respostas imunes específicas para o tumor pode determinar a eficácia das terapias anticâncer 

por meio da resposta citotóxica de fármacos convencionais (ZITVOGEL; KEPP; KROEMER, 

2011). Mais especificamente a morte celular imunogênica proporciona mudanças na 

composição da superfície da célula, bem como a liberação de mediadores solúveis. Tais 

sinais, ativam uma série de receptores, expressos por células dendríticas, que estimulam a 

apresentação de antígenos tumorais para células T. Por isso, a morte celular imunogênica 

constitui uma via importante para ativação do sistema imunológico contra o câncer, 

determinando assim a longo prazo um possível viés para o sucesso da terapia anti-câncer 

(KROEMER et al., 2013). 

Na avaliação de apoptose induzida pelos extratos brutos provenientes dos fungos 

endofíticos P. stromaticum (Ej-fm1) e Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) na linhagem celular Hepa 

1c1c7 pelo método caspase 3, não foi verificado atividade de caspase 3 em nenhuma das 

concentrações testadas, bem como para os dois tempos de exposição avaliados. No tempo de 

tratamento de 8 horas apesar do extrato (Ej-fv1) não apresentar diferença significativa, houve 

uma pequena tendência para indução de caspase 3. Para o tempo de exposição de 12 horas, 

ambos extratos apresentaram uma tendência de indução da atividade de caspase 3, porém não 

apresentou diferença estatisticamente significante. Podendo também observar que essa 

tendência foi maior para o extrato (Ej-fv1). Esses resultados podem sugerir uma via de morte 

celular possivelmente independente de caspase. Embora os eventos da apoptose como 

permeabilidade da membrana mitocondrial, externalização da fosfatidilserina, proteólise, 

encolhimento celular e degradação do DNA, muitas vezes são atribuídos apenas por atividade 

de caspase (TAIT e GREEN, 2008), existem também evidências de que o processo de 

apoptose também possa ocorrer  na ausência de atividade de caspase, sugerindo que existe um 

mecanismo alternativo regulador de apoptose (LEIST e JAATTELA, 2001). Esse mecanismo 

complementar possuí suas vias de sinalização mediadas por outras proteases, que não 

caspases. Proteases como catepsinas, calpaínas e granzimas também são capazes de induzir 

apoptose (JOHNSON, 2000). Estudos demonstraram que a inibição de caspase foi incapaz de 

bloquear o processo de apoptose em células expostas por uma variedade de estímulos 

citotóxicos assim como já é comprovado in vivo que a apoptose pode ocorrer na ausência de 

caspase (LOCKSHIN e ZAKERI, 2004; XIANG; CHAO; KORSMEYER, 1996). A evolução 

desses mecanismos complementares comprovou que além da mitocôndria, que também 

contribui para morte celular independente de caspase, outras organelas também estão 
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intimamente associadas a outros mecanismos efetores de apoptose, como o retículo 

endoplasmático, aparelho de Golgi e lisossomos, que podem gerar sinalização independente 

de caspases, participando de forma efetora na via apoptótica (HAIL et al., 2006; PRADELLI; 

BÉNÉTEAU; RICCI, 2010). 

Estudos já relataram que a inibição de caspases não impedem a morte celular. Embora, 

presente características apoptóticas, as caspases podem não ser exclusivas e cruciais nesse 

processo.  Algumas vias independente de caspase já foram descritas na literatura, as quais 

estão relacionadas com a liberação de AIF da mitocôndria (BROWN et al., 2006); ativação de 

serino proteases como AP24 que, quando inibidas, provocam uma proteção contra a morte 

mais eficiente que a conseguida com um inibidor de caspases (TORRIGLIA et al., 2000); 

ativação de endonuclease G, uma nucleasse capaz de clivar a cromatina em fragmentos 

internucleossomais (LI et al., 2001); ativação da rota colpaína/catepsina que, uma vez ativada 

por excesso de cálcio, promove a ruptura do lisossomo e o extravasamento do seu conteúdo, 

responsável pela digestão dos constituintes. Nesse momento, o cálcio acaba também ativando 

uma série de outras proteínas responsáveis pelas características ditas “apoptóticas” nas células 

(YAMASHIMA, 2000). 

Com relação a regulação do ciclo celular induzida pelos extratos brutos (Ej-fm1) e (Ej-

fv1) nas linhagens celulares Hepa1c1c7, HepG2 e HaCat, houve parada do ciclo celular na 

fase G2/M com redução em G1 ao avaliar o  extrato do fungo endofítico P. stromaticum (Ej-

fm1) para HaCat. Já para as linhagens tumorais não houve nenhuma interferência na 

progressão do ciclo celular, isso indica que as células tumorais deixaram de corrigir algum 

dano nessa fase. E podendo ainda sugerir que na linhagem normal foi detectado algum tipo de 

dano que pode estar relacionado com a perda de fibras do fuso ou com dificuldade de 

segregação dos cromossomos, pois uma parada em G2 evita que a célula segregue 

cromossomos defeituosos. Um dos pontos que podem ocorrer durante a mitose é a parada da 

progressão da mitose se o fuso mitótico não estiver corretamente formado, ou se a ligação e 

orientação de todos os cromossomos ao fuso não estiverem totalmente firmes. Esse 

checkpoint tem a função de assegurar uma replicação precisa do DNA, bem como 

proporcionar uma segregação precisa do DNA (PERDIGÃO e TAVARES, 2001).  

 Embora, a HaCat seja normal, ela foi transformada para adquirir crescimento contínuo 

em cultura, ou seja, ela foi mutada para se tornar uma linhagem celular imortalizada. 

Características que podem ter sido alteradas na linhagem normal, podem ter sido sensíveis o 

suficiente para proporcionar parada do ciclo induzida pelo tratamento. A regulação do ciclo 

celular pode ser altamente sensível, pois a presença de uma única quebra em uma molécula do 
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DNA ou um único cromossomo que não foi associado ao fuso mitótico corretamente pode ser 

suficiente para causar uma parada na progressão do ciclo celular. Quando células normais são 

sujeitas a alterações que podem ter danificado o DNA a progressão ao logo do ciclo celular 

pará enquanto o dano é reparado (PERDIGÃO e TAVARES, 2001).  

Há proteínas que estão envolvidas no controle do ciclo celular, caso ocorrer algum 

dano celular, proteínas supressoras de tumores, como a p53, por exemplo, executam papéis 

fundamentais no controle do ciclo celular. Essa regulação é necessária na decisão final da via 

seguida pela célula, que pode culminar na progressão ou parada do ciclo celular ou na indução 

ou não da célula para entrar em apoptose. Estudos realizados com células tumorais têm 

mostrado que genes supressores de tumor, como o p53, e alguns oncogenes estão envolvidos 

no processo que iniciam a apoptose em detrimento de um atraso no ciclo celular (checkpoint) 

para o reparo de dados no DNA. Outros genes como o Bax, Bad, Bcl-X, Mcl1, Al, p21 e 

GADD45, também estão envolvidos. O gene p53 quando expresso em grande quantidade 

causa atraso do ciclo celular em G1. Durante o atraso em G1, a célula ativa o sistema de 

reparo do dano ao DNA e caso não haja reparo correto, a célula entra em apoptose (OLIVE e 

DURAND, 1997; POUGET e MATHER, 2001).  

Para a avaliação dos níveis de dano no DNA, existem algumas técnicas disponíveis, 

como, por exemplo, ensaio do cometa, que nos permite avaliar o índice de danos no DNA. É 

um teste capaz de detectar danos mais recentes e passíveis de serem reparados (BRENDLER-

SCHWAAB et al., 2005; MOLLER, 2005). Demostra-se ser uma técnica simples, rápida e 

não requer altos investimentos com equipamentos analíticos. As imagens dos cometas podem 

ser analisadas, por meio comprimento de migração e da proporção relativa de DNA na cauda. 

O dano ao DNA, no ensaio do cometa pode ser induzido por drogas, radiações e substâncias 

inorgânicas (COSTA et al., 2001). Danos causados ao DNA por mutagênicos ambientais 

podem ser nocivos para vários organismos, inclusive para os seres humanos. O acúmulo de 

mutações está relacionado com o desenvolvimento de praticamente todos dos tumores 

malignos e doenças degenerativas, também ocorrendo aumentando as chances com a idade e 

com algumas anomalias genéticas (CUZZOCREA et al., 2001; MIGLIORE et al., 2002). A 

fim de prevenir o risco genotóxico, é pertinente tanto identificar os agentes mutagênicos e 

diminuir a exposição a eles (JEONG et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2006;). Assim, ao 

avaliarmos substâncias, cujo mecanismo de ação ainda é desconhecido, faz-se necessário 

avaliar o potencial genotóxico buscando melhor caracterizar tais mecanismos.  

Dessa maneira faz-se necessária a utilização do teste do cometa para avaliar a 

atividade genotóxica dos extratos brutos provenientes dos fungos endofíticos P. stromaticum 
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(Ej-fm1) e Neofusicoccum sp. (Ej-fv1). Já que os extratos brutos possuí um “pool” de 

compostos ainda desconhecidos, é de extrema importância verificar se há alguma substância 

que pode provocar alguma dano genotóxico, pois  estudos já relataram que diferentes 

metabólitos secundários, tais como flavonóides e alcalóides, podem ser potencialmente 

genotóxicos (SCHMITTA et al., 2003).  

Nossos resultados não identificaram danos no DNA causados pelo tratamento com os 

dois extratos para a linhagem Hepa 1c1c7, diferente dos resultados de Baveloni (2013), que 

identificou o extrato bruto proveniente do fungo endofítico Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) como 

agente genotóxico para a linhagem Hepa 1c1c7.  

Outro teste relevante é o teste do micronúcleo, que em combinação com o ensaio do 

cometa é indicado para determinar os efeitos que as drogas podem causar ao DNA. 

Principalmente por serem testes possuem como característica a capacidade de avaliar danos 

de DNA em estágios específicos do ciclo celular (CAVALCANTI et al., 2006; RIVA et al., 

2007). Devido à sua simplicidade, confiabilidade e sensibilidade, o teste do micronúcleo tem 

sido de grande importância para a avaliação de mutagenicidade de substâncias, entre elas, 

produtos naturais, os quais podem exercer atividades clastogênicas (capacidade ou 

predisposição à quebra cromossômica), aneugênicas (capacidade ou predisposição de alterar o 

fuso mitótico resultando na perda de cromossomo), ou ambas (TOROUS, et al., 1998). Por 

essas razões, os extratos também foram submetidos ao teste do micronúcleo e pudemos 

observar que nenhum dos extratos exibiram atividade mutagênica, pois não houve aumento 

significativo na frequência de micronúcleo na linhagem hepa1c1c7 em relação a frequência de 

micronúcleos do controle veículo. Esses achados sugerem que os extratos não possuem 

capacidade de induzir qualquer dano de DNA na linhagem celular Hepa 1c1c7. Nossos 

resultados demonstram a extrema importância do estudo das comunidades endofíticas ainda 

não investigadas, a fim de ampliar as possibilidades para descoberta de novos 

microorganismos de interesse biotecnológico. E ainda, reforçar o potencial terapêutico que a 

grande diversidade de microorganismos encontrados em regiões tropicais, como o Brasil 

podem oferecer. 

Apesar das caracterizações realizadas no presente trabalho, ainda são necessários 

estudos adicionais para indicar os extratos ou seus compostos isolados como fontes 

terapêuticas, propondo estudos a fim de complementar e certificar tais resultados utilizando 

um modelo in vivo.  
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7. Conclusão 
 

Através da análise dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

 

 O extrato bruto do fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1), apresentou efeito 

citotóxico concentração-resposta para linhagem Hepa1c1c7. Já o extrato bruto proveniente do 

fungo Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) induziu inibição celular significativa apenas para a maior 

concentração para as linhagens Hepa1c1c7, HepG2 e HaCat.  

A apoptose induzida pelos extratos (Ej-fm1) e (Ej-fv1) pelo método Hoechst/IP, 

apresentou morte celular por apoptose (precoce e tardia), bem como por necrose. Para tal 

resultado podemos sugerir que os extratos induziram um perfil de morte mista, indicando uma 

resposta de morte celular imunogênica. Podendo ainda sugerir que haja um mecanismo de 

morte independente de caspase 3. 

Houve parada do ciclo celular na fase G2/M com redução em G1 ao avaliar o extrato 

do fungo endofítico P. stromaticum (Ej-fm1) apenas para HaCat. O extrato bruto proveniente 

do fungo Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) não induziu parada de ciclo celular para nenhuma 

linhagem celular.  

Ao avaliar a genotoxicidade (teste do cometa) e mutagenicidade (teste do 

micronúcleo), os extrato brutos produzidos pelos fungos endofíticos P. stromaticum (Ej-fm1) 

e Neofusicoccum sp. (Ej-fv1), não ocasionaram danos genotóxicos, e não induziram 

mutagenicidade para linhagem Hepa 1c1c7. 
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ABSTRACT 

Hepatocellular carcinoma is more frequent primary liver cancer, and third most 

commum cause of cancer mortality. Promising sources of cancer treatment modalities 

involve natural products with biological activities, such as the endophytic fungi. This 

study aimed to investigate the anticancer potential of crude extracts produced from 

endophytic fungus in vitro. The cytotoxicity of crude extracts from Pseudofusicoccum 

stromaticum (Ej-fm1) and Neofusicoccum (Ej-fv1) from fruits of Eugenia jambolana on 

Hepa1c1c7, HepG2 and HaCat cells was evaluated using sulphorhodamine B assay. 

Apoptosis was determined by Hoechst staining and Caspase 3 assay. The cell cycle 

were analyzed by flow cytometry and the genotoxicity and mutagenicity were realized 

using comet and micronucleus assays, respectively. The extract (Ej-fm1), has most 

selectivity against Hepa1c1c7, showed concentration-response cell death. The extract 

(Ej-fv1) was cytotoxic just in concentration bigger tested, as well as, HepG2 and HaCat. 

There are induction of apoptosis and necrosis in both extracts and suggested 

independent caspase cell death. No identified cell cycle arrest, neither mutagenicity and 
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genotoxicity for murine hepatoma cell. The in vitro outcomes suggest a potential 

activity of extracts from endophytic fungi in model of murine hepatoma cell line. 

Key words: Hepatocellular carcinoma, cytotoxicity activity, cell lines, endophytic fungi, 

Eugenia jambola.   

 

Introduction 

Among primary hepatic tumors, the hepatocellular carcinoma is the most frequent 

cancer in the liver, representing 90% of the patients and the second occurrence of cancer in 

the world. Hepatocellular carcinoma are diagnosed about 50.000 cases by year with more 

incident in countries which hepatitis B is more endemic (1-3). The risk factors to 

hepatocellular carcinoma are envolved with chronic hepatitis ocurred by type of vírus B, C 

and D vírus B, C e D, alcahol, hereditary liver diseases hepatic metabolic diseases, 

autoimmune hepatitis, hepatite autoimune, obesity, hepatic steatosis non-alcoholic hepatitis, 

being the hepatic cirrhosis the most important cause. In fact, the hepatocellular cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma are close associated in 80% of Asiatic countries as well as in 50% of 

europeans countries (1,4-6). Thus, new substances have been studied to produce new drugs 

derivated from products isolated from plants. Among pathogenic microorganism endophytic 

fungi has been demonstrate activity as antibiotic, antitumor immunosupressive and reduce 

blood cholesterol (7). Thus endophytic fungis represent a excellent source of natural products 

in the produce secundary metabolic. Recent studies have shown that endophytic fungis have 

biological activity (8-9). Therefore, considering high mortality index of liver câncer in the 

world, the present study purpose a hepatocellular murine model in vitro, because rodent are 

easier to work when we compare with in vivo model. Murine model could do a previous 

selection to identify bioactive natural products (10). Thus, the aim of the present study was to 

investigate the potential antitumoral of endophyte fungi isolated of fruits from Eugenia 

jambolana in cell culture of hepatoma. 

 

 

Materials and methods 

Isolation and Identification of the Endophytic Fungi 

The Endophytic fungi were isolates from healthy fruits of Eugenia jambolana. The 

fruits were first washed with water and soap and then immersed in 70% aqueous ethanol 

(EtOH), in 1% aqueous sodium hypochlorite solution and immersed in sterile water two 

times. Sterilized fruit were cut in three pieces  and deposited onto a Petri dish containing PDA 
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(potato dextrose agar) and gentamicin sulfate (100 μg/ml). Single fungal strains were obtained 

following serial transfers on PDA plates and deposited at the NuBBE fungi collection (stored 

in sterile water at 25oC). The endophytic fungi isolated from fruits were each inoculated into 

two Erlenmeyer flasks (500 ml), each containing Czapek medium (200 ml). After cooling, the 

medium was inoculated with the endophytes and incubated at 25 °C during 28 days. The 

flask-accumulated mycelial biomass was separated from the aqueous medium by filtration, 

and the filtrate was subjected to liquid-liquid partition with ethyl acetate (EtOAc; 3×300 ml). 

The EtOAc fraction was evaporated in vacuum, resulting in the crude EtOAc extract. The 

fungi were identified by molecular taxonomy by GENOTYPING BIOTECNOLOGIA - 

PROSPECTA in Botucatu-SP. They were identified as Pseudofusicoccum stromaticum and 

Neofusicoccum sp.  

 

Cell culture 

The cell lines used in this study were Hepa 1c1c17 (Murine hepatoma; ATCC n.CRL-

2026), were kindly provided by Prof. John M. Pezzuto do College of Pharmacy, University of 

Hawai’i at Hilo, these cell line were cultivated in αMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). We 

also used the Hep G2 (Human hepatocarcinoma cell line; ATCC n. HB-8065) and HaCaT 

(spontaneously immortalized human keratinocytes) that were grow in a 1:1 mixture of 

Dulbecco’s Modifield Eagle’s Medium DMEM, Sigma Co., St. Louis, USA) and Ham’s 

Nutrient Mixture F10 (Sigma Co., St. Louis, USA). All cell lines supplemented with 10% 

fetal bovine serum (FBS; Cutlab, Campinas, Brazil), 1X antibiotic/antimycotic solution (100 

U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 0.25 µg/ml amphotericin B Sigma Co., St. Louis, 

USA) and 0.1mg/ml kanamycin (Sigma Co., St. Louis, USA), whit is referred to as complete 

médium hearefter. Cells were kept in 5% CO2 atmosphere, 95% relative humidity and a 

constant temperature of 37 ºC.  

 

 

Cytotoxicity 

Cells were seeded at 8×104 cells/mL in 96-well plate. After 24 h the medium was 

removed, and cells were simultaneously treated with the crude extracts tested (100µg/ml, 50 

µg/ml, 25 µg/ml, 12,5 µg/ml, 6,3 µg/ml e 3,1 µg/ml). The cytotoxicity assay was determined 

and performed using the method (11). The cells were fixed with trichloroacetic acid (50%) 

and stained sulphorhodamine B (SRB) for 20 min. Unbound dye was removed by washing 

with 1% acetic acid, and protein-bound dye was extracted with 10 mM Tris base (pH10) 
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solution for determination of optical density in absorbance in measured at 570 nm (BioTek 

Powerwave X, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).  
 

Hoechst 33342 stain assay 

The Hoechst assay was performed by following the protocol as previously describe 

(12). Cells were seeded in 96-well plates at 2×105 cells / ml and incubated for 24 h. 

Concentrations used in treatment were 100 mg / ml, 50 mg / ml, 25 mg / ml, which were the 

concentrations that showed cell death. Curcumin (25 uM) doxorubicin (50 mg/ml) were used 

as positive controls. The time of treatment used in this test was 12 hours. The plate was 

centrifuged at 2.500 rpm for 5 minutes at 4 °C to pellet the cells floating. Then the medium 

was removed and added 100 uL of cold 1X PBS to each well and centrifuged again. In the 

darkness was added in to each well 100 uL of the dye solution prepared in the following 

proportions HO: 0.15%, PI: 0.25%, DAF: 0.35%. The plate was incubated for 10 minutes and 

after were captured 12 fields per well in 20x objective by Incell Analyzer 2200/2000 (GE 

Healthcare Life Sciences,USA). The percentage of viable, apoptotic, and necrotic cells were 

represented out of a total of 500 cells counted in each independent assay. The cells were 

identifield as viable (spherical blue nucleus stained by HO, green cytoplasm satained by 

DAF), apoptotic (small nucleus), green cytoplasm) or necrotic (red enlarged nucleus with 

spherical vesicles satained by PI). The cells too were classifield as apoptitic early (blue 

nucleus with apoptotic bodies) or late (nucleus stained red with apoptotic bodies) as proposed 

previously (13-15).  

 

Caspase 3 assay 

In caspase-3 protease activity assay, measured by cleavage of model fluorescent 

substrate Ac-DMQD-AMC, cells were plated at a concentration of 2x105 cell/ml in 96 well 

black bottom plate and incubated for 24 hours at 37°C and 5% CO2. Cells were treated with 

crude extract of endophytic fungi isolated from Eugenia jambolana ripe fruit (Ej-fm1) and 

unripe fruit (Ej-fv1), using concentrations ranging from 25 - 100μg/mL, for 8 and for 12 

hours. After treatment period, the medium was removed and each well received 100 uL of 

lysis buffer (50 mM Tris pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.5% Triton X-100; 2 mM EDTA; 5 mM 

DTT). The plate was incubated on ice for 20 minutes and 100 µL of Ac-DMQD-AMC 

substrate (20 µM) was added in each well. The fluorescence was read in an excitation 360/40 

nm and emission 460/40 nm, at 37°C, during 30 min. The results were expressed in 

concentration of AMC released by cleavage, based on the standard curve (0,016 - 4µM). The 
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protocol was followed according to the manufacturer's protocol Kit Caspase 3 Assay kit, 

Fluorimetric (Sigma-Aldrich S 1402). 

 

Cell cycle assay 

 To cell cycle assay, 2x104 cells was transferred to 12 well plates. After treatment, cells 

were trypsinized, fixed in 1 ml of 70% etanol in PBS 1X with 5 mM EDTA and incubated 

overnight. The next day, the cells were centrifuged at 1400 RPM and incubated in 200 ul of 

PBS 1X with 5 mM EDTA and 0.1 ug/ul RNAse A for 30 minutes at 37°C. Thereupon, 200 

µL of propidium iodide (0.1 µg/ml) was added and cells were analyzed by flow cytometry 

(FACSCanto) as previously described (16).  

 

Comet assay 

 The comet assay was performed using the method (17). Cells were seeded in 96-well 

plates at 2×105 cells/ml in 24-well plates. To evaluate the genotoxic activity, were used non-

cytotoxic concentrations. As a positive control, we used the peroxide hidrogênio1mM. After 

trypsinization of cells, they are resuspended with a low melting point agarose and deposited in 

clean optical microscope slides containing a thin layer of the normal melting point agarose. 

After the agarose gel has solidified, the slides are placed, generally for at least 1 hr, in a lysis 

solution consisting of high salts and detergents. The original lysing solution consisted of (2.5 

mM NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris). After was subjected to an alkaline electrophoresis 

(pH 13) under the conditions of 25V, 280mA for 20 minutes in an electrophoresis solution 

consists of 1 mM EDTA and 300 mM sodium hydroxide, pH 13.0. The migrating DNA was 

quantitated by staining with ethidium bromide and by measuring the intensity of fluorescence 

observed under fluorescence microscope, where were captured images of 50 cells per slide 

,totaling 150 cells per concentration.  

 

 

 Micronuclei assay 

 The micronucleus assay was performed by following the protocol Incell Analyzer 

2200/2000. The murine hepatoma cells (hepa1c1c7) were plated at the concentration 5x104 

cells/ml in 96 well plates. To evaluate the mutagenicity, were used non-cytotoxic 

concentrations. As a positive control, we used the etoposide in concentrations of 0.8 µM and 

vehicle control (1% dimethylsulphoxide). After treatment for 24 hours, blocking was done 

with cytokinesis 10μl/well of cytochalasin B in a concentration of 30μM in a period 36 hours. 
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After this period the plate was washed with PBS and the cells were fixed with absolute 

ethanol 100 µL per well for 30 minutes at room temperature. After fixation of the cells was 

added FITC diluted in PBS at a concentration of 10μM for 30 minutes, then the wells are 

washed 3 times with PBS and added Hoechst 33342 at a concentration of 5μM during 15 

minutes in order to mark the nucleus and the cytoplasm of the cell. The images were captured 

by Incell Analyzer 2200/2000 (GE Healthcare Life Sciences,USA). Were captured at a 

minimum concentration of 1000 cells per independent assay.  

 

Statistical analysis 

Data were expressed as the mean plus standard derivativo (SD) and Statistical 

comparisons were carried out using ANOVA with Tukey”s post hoc test in Cytotoxicity/ 

Hoechst assay and Activity of Caspase 3. The comet assay and micronucleus were done by 

comparing the concentrations through the test nonparametric Kruskal Wallis with Dunn's post 

test. Statistical comparisons to cell cycle assay were carried out using ANOVA with the 

signifiance level adjusted using the repeated t-tests with Bonferroni correction. All the 

statistical analyses were performed using software Microsoft Excell®, version 2010 and the 

statistical program GraphPad Prism® Version 5.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

EUA). Differeces were considered to be significant when p< 0.05. The acceptable coeficiente 

of variation was less than ore qual to 25%. Each protocol was performed in triplicate to ensure 

reproducibility. 

Results 

The crude extract from endophyte fungi Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) 

present cytotoxicity activity concentration-response when treated murine hepatoma cell 

(Hepa1c1c7). The CI50 was found in the concentration 58µg/ml, demonstrating growth 

inhibition of 63,4% e 38,4% to concentration (100µg/ml e 50 µg/ml), respectively. On the 

other side to HepG2 and HaCat cells no significant cellular death was found. The crude 

extract of from endophyte fungi Neofusicoccum sp (Ej-fv1) was cytotoxicity in hepa1c1c17 

cell line only in high concentration (100 µg/ml), demonstrating cell viability celular of 

32.14% and CI50 of 89 µg/ml. The same pattern occurred in HepG2 and HaCat cell line whose 

the higher concentration inhibits 38,4% e 43,5%, respectively. In order to elucidade the type 

of cellular death the cell type Hepa1c1c7, apoptosis assays was performed. In the evaluation 

of Hoechst/ Propidium Iodide, the extract from endophytic fungi Pseudofusicoccum 

stromaticum, didn’t presented difference statistic to apoptosis when compared with vehicle 

control (DMSO 1%) in lower concentrations (25 µg/ml and 50 µg/ml). Although no statistic 
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significance was found to lower concentrations tested to apoptosis we could observed 

apoptosis in 18.6% e 44.2% respectively in the concentrations 25 µg/ml and 50 µg/ml. In 

higher concentration (100 µg/ml), we could observe statistic difference to late apoptosis (p< 

0.01), as well as necrosis cell death (p<0.001). However, the extract from Neofusicoccum sp. 

(Ej-fv1), we could observe significant induction significant apoptosis cell death, 

demonstrating early apoptosis and necrosis (p<0,001), too only in the higher concentration 

(100 µg/ml). In the other hand to crude extract from endophyte fungi (Ej-fv1) we could 

observe a concentration-response to apoptosis of 11.5%, 17.7% e 45.6%, respectively to the 

concentration 25 µg/ml, 50 µg/ml e 100 µg/ml. In this case we could observed lower 

percentage of cellular death by necrosis (3.3%, 5.8% e 25. 2%) to the same concentrations 

presented above. Moreover, the remainder was living cells. The evaluation of apoptosis 

induced by endophytic fungi extracts from Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) and 

Neofusicoccum sp. (Ej-fv1) in murine hepatoma cell (Hepa 1c1c7), using the caspase 3 assay, 

we couldn't verify no caspase 3 activated in all concentration tested. In the time of 12 hours of 

treatment, the crude extracts (Ej-fv1) demonstrated a trend induction of caspase, however no 

significant statistic was found. To cell cycle assay when the cells were treated with crude 

extracts tested in cell lines Hepa1c1c7, HepG2 and HaCat, we could observe induced a cell 

cycle arrest in G2/M phase and reduction of G1 phase when the cells were treated with crude 

extract from Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) just in HaCat cell line. So, 

hepatocellular carcinoma cells (murine and human) there wasn't no interference in cell cycle. 

Thus, HepG2 e HaCat cells were also evaluated in this test on intend of relate the cause of 

cellular death detected just on high on cytoxicity assay. In the present study no genotoxic 

effect was observed demonstrating that no DNA damage was found. In the micronuclei assay 

there wasn't found no effect mutagenic was found, indicating that the crude extracts from 

endophytic fungi evaluated in the present search didn't cause mutagenicity. 

Discussion 

Hepatocellular Carcinoma (HCC) is a public health problem, with uneven distribution 

around the world. Data indicate that liver cancer is the second most common cause of death 

from cancer (18). The incidence of HCC are related with epidemiologic factors. The major 

risk factors for hepatocellular carcinoma is dependent of world region. In most high-risk is a 

chronic liver injury caused for cirrhosis stage, almost never occurs in the healthy liver in 

generally occurs  when there are chronic infection with the hepatites viroses, hepatites B and 

C or in response of others mechanisms that induce hepatocarcinogenisis. Most cases of the 

disease occur in countries with the highest incidence rates in regions where the infection with 
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hepatitis B virus (HBV) infection is endemic (1-3). In Brazil, although the incidence is 

increasing data on the HCC are still scarce, which makes the planning and adopting measures 

that may contribute to prevention, diagnosis and treatment of cancer (19-22). For these 

reasons, it is necessary to search for treatments, justified by the number of people who are 

already possess Hepatocellular Carcinoma. Natural products have played an important role in 

drug discovery for cancer by providing a large number of clinically useful agents. Studies 

have shown that many of these bioactive natural products, had good results in their biological 

activities, with cellular inhibition capacity in tumor cell lines, demonstrating significant 

therapeutic benefit in experimental models (7). The present study assessed anti-tumor effects 

of crude extracts produced by endophytic fungi isolated from Eugenia jambolana. Both fungal 

species were recently described, according to the database of fungal species (MycoBank). 

Pseudofusicoccum stromaticum, as Neofusicoccum sp were reported in 2006. Therefore there 

are few studies in the literature relating to fungi Pseudofusicoccum stromaticum and 

Neofusicoccum sp. There was cytotoxic activity concentration-response from extract 

produced by the endophytic fungus Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) and significant 

cell inhibition produced by the fungus Neofusicoccum sp (Ej-fv1), only in the highest 

concentration, with no significant cell death in other concentrations tested. These results 

corroborate studies Bavelone (2013),who used another method to evaluate cytotoxicity also 

using the cellular model hepa1c1c7 identified the same profile  concentration-response death 

for crude extract produced by the endophytic fungus Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-

fm1), as well as significant induction cell death produced by the fungus Neofusicoccum sp 

(Ej-fv1) only in high concentration. The cell line HepG2 introduced himself sensitive because 

the extracts were inactive at most concentrations tested. These results probably was due to his 

ability to metabolise because this cell type possess a key role in metabolism of detoxification 

of xenobiotics. Therefore, the metabolic products may lose their cytotoxic activity when 

tested at lines that are metabolizing (23). For cell line HaCat, only the highest concentration 

of crude extract produced by the fungi Neofusicoccum sp Ej-fv1 showed significant cytotoxic 

activity. Thus it can be considered that the crude extract produced by the fungus 

Neofusicoccum sp (Ej-fv1) did not cause a selective cell death (only in neoplastic cells). 

These results indicate that applicability of this extract is still questionable to normal cells. 

Currently, the search for new chemotherapeutic drugs to develop less toxic effects is constant. 

Based on this, the extract produced by the endophytic fungi Pseudofusicoccum stromaticum 

(Ej-fv1) was the most active substance for murine hepatoma cells presenting cell selectivity 

just to carcinoma cell. This feature makes the extract produced by the endophytic fungi 
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Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) shows as best chemotherapeutic candidate than  

Neofusicoccum sp  and supposedly will cause fewer side effects and better therapeutic 

efficiency (24). Other tests already with the extract produced from endophytic fungi 

Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) also achieved significant results across the tumor 

cell lines: HCT-8 (colon - human), SF-295 (glioblastoma - human ) and OVCAR (ovarian 

carcinoma), but did not identify in vitro inhibition of cell growth by testing the crude extract 

produced by the fungus Neofusicoccum sp (Ej-fv1) (Chapla, unpublished data). In the 

literature still there isn't no report that features the kind of death induced by the extracts tested 

in this work. For these reasons, this study contributes to describe feature of these statements 

stressing its promising biological activities. The extract produced by the endophytic fungus 

Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) showed statistical significance to the presence of 

late apoptosis (p <0.01) as well as necrosis (p <0.001). This profile of late apoptosis 

significant only at highest concentration was also observed other work (25) which also 

evaluated a compound of the natural source, in a tumor cell line, they also found statistical 

difference found for presence of late apoptosis (p <0.01). Already the crude extract from the 

fungi Neofusicoccum sp. (Ej-Fv1), caused a significant induction of early apoptosis and 

necrosis (p <0.001). As observed in the cytotoxicity assay, only the highest concentration of 

extract (Ej-fv1) was able to induce significant cell death in Hepa 1c1c7 cell line. This findings 

suggest that the extracts induced a profile mixed of cell death, indicating a ideal cell death for 

a situation of neoplasia helping to recruit immune cells, characterized as immunogenic cell 

death, that is a form of cell death capable of stimulating an immune response against antigens, 

especially when they are derived from tumor cells, this type of cell death constitutes a 

prominent pathway for the activation of the immune system against cancer, which in turn 

contributing to long-term success of anticancer therapies (26-27). For the test caspase 3 

activity our results suggest a possible pathway of cell death independent of caspase. Although 

apoptosis events such as mitochondrial membrane permeability, externalization of 

phosphatidylserine, proteolysis, cell shrinkage and DNA degradation are often only given by 

caspase activity (28), there is also evidence that apoptosis process It can also occur in the 

absence of caspase activity, suggesting that an alternative mechanism regulating apoptosis 

(29). With respect to cell cycle regulation induced by crude extracts (Ejfm1) and (Ej-fv1), 

there cell cycle arrest at the G2/ M phase with a reduction in G1 when we tested the extract 

from Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) to HaCat cell line.  for carcinoma cell lines 

hadn't interference in the cell cycle progression, it indicates that the tumor cells could have 

left to correct some damage in G2 phase. And it may also suggest that the normal cell was 
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detected some kind of damage that may be related to the loss of time or with limited 

segregation of chromosomes fibers, for a stop at G2 prevents the cell secretes defective 

chromosomes. This checkpoint has the function to ensure a precise replication of DNA, as 

well as providing accurate segregation of DNA (30). The accumulation of mutations 

associated with the development of almost all malignant tumors and degenerative diseases 

also increase the chances occurring with age and with certain genetic abnormalities (31,32). 

When we want evaluating substances, whose mechanism of action is unknown, it is necessary 

to evaluate the genotoxic potential to better characterize some mechanisms. In this way it is 

necessary to use the comet assay to assess the genotoxic activity of crude extracts from the 

endophytic fungi Pseudofusicoccum stromaticum (Ej-fm1) and Neofusicoccum sp. (Ej-fv1). It 

is important to take into consideration that crude extracts possess a "pool" of yet unknown 

compounds, therefore it is of utmost importance checking if there is any substance which may 

cause genotoxic damage. Some studies have reported that differents secondary metabolites 

such as flavonoids and alkaloids can may be potentially genotoxic (33). Our results did not 

identify DNA damage caused by treatment with the two extracts in murine hepatoma cells. In 

assessing mutagenicity was observed that none of the extracts exhibit mutagenic activity as 

there was no significant increase in the frequency of micronuclei too on hepa1c1c7 cell line. 

The data obtained in this study showed that suggest that the extracts don't have any ability to 

induce DNA damage in the Hepa 1c1c7 cell line. Evidence has also been presented to suggest 

that the extreme importance of the study of endophytic communities not yet investigated in 

order to expand possibilities for discovering new microorganisms of biotechnological interest. 
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