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RESUMO 
O ambiente marinho é uma das principais fontes de novas entidades bioativas. Há poucos 

estudos sobre o potencial biotecnológico de organismos marinhos do litoral Nordeste 

Brasileiro. Esse estudo objetivou verificar o efeito citotóxico de um extrato aquoso da espécie 

Tedania ignis sobre a linhagem celular de câncer de próstata PC-3. Para tal, amostras da 

esponja foram colhidas na praia da Baixa Grande, litoral oeste do Rio Grande do Norte, 

Brasil. Células PC-3 foram tratadas com extrato aquoso de Tedania ignis em 3 diferentes 

concentrações (1000, 500 and 100 µg / mL). A viabilidade celular foi determinada pelo MTT 

e teste de exclusão pelo corante vital azul de tripan. As concentrações de 500 µg/mL e 100 

µg/mL do extrato demostraram efeito citotóxico e antiproliferativo sobre a linhagem PC-3, já 

a concentração de 1000 µg/mL mostrou atividade levemente citotóxica. Conclui-se que o 

extrato de Tedania ignis apresenta potencial biotecnológico e atividade anticâncer in vitro. 

Palavras-chave: Anticâncer. Citotoxicidade. Esponja. Próstata. 

 

ABSTRACT 

The marine environment is a major source of new bioactive products. There are few studies of 

the biotechnological potential of marine organisms of the Brazilian Northeast coast. This 

study aimed to determine the cytotoxic effect of an aqueous extract of Tedania ignis species 

on prostate cancer cell line PC-3. Samples were collected from the sponge on the Baixa 

Grande beach, in the west coast of Rio Grande do Norte, Brazil. PC-3 cells were treated with 

Tedania ignis aqueous extract at three different concentrations (1000, 500 and 100 µg / mL). 

Cell viability was determined by MTT assay and trypan blue exclusion test. Concentrations of 

500 µg/mL and 100 µg/mL of the extract showed cytotoxic and antiproliferative effect on PC 
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- 3 cell line, whereas concentration of 1000 µg/mL showed slightly cytotoxic activity. We 

conclude that the Tedania ignis aqueous extract presents biotechnological potential and in 

vitro anticancer activity. 

Keywords: Anticancer. Cytotoxicity. Sponge. Prostate. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O litoral brasileiro, com 8000 Km de litoral representa uma grande fonte para 

prospecção de novas entidades químicas biologicamente ativas (BERLINCK et al., 2004; 

Costa-Lotufo et al., 2009; Dresch et al., 2005; Montanari & Bolzani, 2001). Sendo o ambiente 

marinho, uma das principais fontes existentes para o isolamento de novas entidades bioativas, 

considerado a última grande fronteira (Fenical, 1998). Exemplos dessas substâncias são o C-

nucleosídeo, potente antitumoral; o monoalido, inibidor da fosfolipase A2 – PLA2 (Fernandes 

et al., 2004); o lufarolido, citotóxico em células de linfoma humano; a halincondrina B, a 

dehidrodidemnina B utilizado para o tratamento de melanoma (Munro et al., 1999; Rinehart, 

2000); as briostatinas, efetivo contra melanoma, câncer renal e colo-retal; as dolastatinas, 

potente atividade citotóxica e a escteinascidia 743 (ET-743), tóxico em várias linhagens de 

tumores (PONCET, 1999; VIEGAS et al., 2006). 

Esponjas marinhas têm sido fontes de isolamento de biomoléculas ativas tais como 

lectinas (Dresch et al., 2008; Dresch et al., 2012; Engel et al., 1992; Mebs et al., 1985; 

Medeiros et al., 2010; Pajic et al., 2002; Queiroz et al., 2008; Ueda et al., 2013), inibidores de 

proteases (Pascual et al., 2007), alcalóides (Cavalcanti et al., 2008; Sepčić et al., 1997; Tucker 

et al., 2003), poliacetilenos (Kim et al., 2002) e outros metabólitos secundários (Valentin et 

al., 2011). Alguns compostos já foram isolados de esponjas marinhas com potencial 

antitumoral. É o caso dos aurantosides A e B, caliculina A, discodermide, girolline, 

motuporina, topsentim, dentre outros (Brown et al., 2001). 

Acredita-se que o grande sucesso das esponjas marinhas ao disponibilizar em sua 

estrutura moléculas com diversas aplicações na área farmacêutica, está na sua capacidade de 

produzir substâncias defensivas em resposta a algum estímulo do ambiente, como infecção, 

mudança nutricional, competição, predação, simbiose com micro-organismos e que podem 

exercer efeitos benéficos e/ou maléficos sobre o organismo humano e de outros animais (Chin 

et al., 2006; Jimenez et al., 2007; Silva et al., 2014; Pessoa et al., 2006; Turque et al., 2007). 

Tedania ignis (Duchassaing & Michelotti, 1864) se encontra distribuída por toda a 

costa brasileira, apresenta cor alaranjada brilhante, com espículas que provocam irritação em 
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contato com a pele humana sendo conhecida popularmente como esponja de fogo. A espécie 

já foi descrita por possuir atividades biológicas como anti-inflamatória, analgésica e 

antitumoral, sobre linhagens de carcinoma adrenal e leucemia. Já de espécies do mesmo 

gênero, foi confirmada atividade com efeito antimicrobiano e antimalárico (Brown et al., 

2001; Constantino et al., 2009; Dias, 2006; Goclik et al., 1999; Iwata et al., 2005; Villate et 

al., 1998; Wulff, 2006). 

Embora seja conhecido que os organismos marinhos apresentem a capacidade de 

produzir compostos químicos de grande importância biotecnológica, há uma carência de 

trabalhos reportando a atividade biológica de esponjas do litoral Nordeste do Brasil, além da 

ausência da prospecção de bioprodutos de origem marinha. Diante do exposto, o presente 

artigo objetivou verificar o efeito citotóxico in vitro do extrato aquoso da espécie T. ignis 

sobre a linhagem PC-3, confirmando seu potencial na busca de novas drogas de origem 

marinha com atividade anticâncer. 

 

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Amostras da esponja Tedania ignis foram coletadas no mês de novembro de 2011 na 

Praia da Baixa Grande, município de Areia Branca, Estado do Rio Grande do Norte, Brasil 

(GPS 04°55’36.2” S, 37°08’55.4” W). Uma amostra de aproximadamente 500g foi coletada 

manualmente utilizando de espátula armazenada em frascos estéreis, sendo 100g da amostra 

fixada em etanol 70% para posterior confirmação taxonômica no Laboratório de Ecologia 

Marinha, do Departamento de Ciências Animais, da Universidade Federal Rural do Semi-

Árido. O restante da amostra foi congelada para posterior preparação do extrato.  

 

 

2.1.2 Preparação do extrato 

 

Para o extrato aquoso (EA), 10 g do material foi triturado em liquidificador industrial 

com 100 mL de água destilada, sendo posteriormente centrifugado a 1100 RPM por 10 min a 

4ºC, em seguinte, o sobrenadante foi retirado, filtrado em papel de filtro e liofilizado. O 

extrato permaneceu armazenado a 5ºC até o momento da utilização. 
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2.2 MANUTENÇÃO DA LINHAGEM CELULAR PC-3 

 

A linhagem celular de câncer de próstata PC-3 foi cedida pelo Laboratório de 

Biotecnologia de Polímeros Naturais, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, sendo 

as células mantidas em frascos plásticos para cultura (25 cm
2
, TPP®) com o meio de cultura 

RPMI-1640 (Gibco®) complementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®) e 1% de 

estreptomicina/penicilina (Invitrogen®), incubadas a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2 

(Revco®). As células foram plaqueadas quando necessário, utilizando o procedimento 

tripsina e EDTA para a liberação celular. 

 

 

2.3 CURVA DE CRESCIMENTO 

 

A curva de crescimento celular foi realizada durante 48 horas. Foram colocadas 1x10
4
 

células/placa em placas de petri (35 x 10 mm, TPP®), e a viabilidade celular quantificada a 

cada 12 horas pelo método de exclusão do corante azul de tripan. 

 

 

2.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi determina pelo teste de exclusão do corante vital azul de 

tripan em células PC-3 (câncer de próstata) durante um período de incubação de 24 horas. As 

células foram distribuídas em placa de 96 poços de cultura estéreis de poliestireno (1x10
4
 

células/mL), sendo poços determinados como tratamento contendo as concentrações de 1000 

μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL do extrato. Após o período de incubação as células foram 

contadas em câmera de Neubauer, sendo o teste realizado em duplicata. Considerou-se como 

controle poços contendo somente as células e o meio de cultura RPMI-1640. 

 

 

2.5 BIOENSAIO DO MTT 

 

O bioensaio utilizado foi o descrito por Mosmann (1983). A citotoxicidade das 

concentrações do extrato foi verificada em linhagem celular PC-3 usando do MTT (brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-iol)-2,difeniltetrazólio, Anresco®), por 24 horas de incubação a 
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37ºC, 5% de CO2, em atmosfera umidificada. Para tanto, 5 x 10
4
 células/placa foram 

cultivadas em placas de cultura estéreis de poliestireno (35 x 10 mm) contendo meio de 

cultura RPMI-1640 e as concentrações de 1000 μg/mL, 500 μg/mL e 100 μg/mL do (EA). 

Posteriormente, o meio foi retirado e acrescentado à solução de MTT (0,5 mg/mL) diluída em 

meio RPMI-1640, sendo as células incubadas por mais 3 horas. A seguir, a solução total foi 

removida e um volume de 1 mL de DMSO (dimetilsulfóxido) acrescentado. A leitura da 

absorbância realizou-se no espectrofotômetro UV-Mini 1240 (Shimadzu®) a 570 nm. A 

doxorrubicina (5 μg/mL), antineplásico padrão, foi utilizada como controle positivo e meio 

contendo somente a concentração de células como controle negativo. Todo o ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As comparações entre os tratamentos foram avaliadas usando análise de variância 

(ANOVA) de uma via nos ensaios com as células PC-3, seguida de pós-teste de Student 

Newman Keul’s. Valores de p < 0.05 foram considerados significantes. Para as análises e 

elaboração dos gráficos, utilizou-se como ferramenta o software GraphPadPrism® versão 5.0. 

 

 

3 RESULTADOS E ANÁLISE 

 

3.1 VIABILIDADE CELULAR 

 

Para o ensaio de proliferação celular, as células aderentes da linhagem PC-3 

comportam-se de forma a não apresentarem diferenciação in vitro, apresentando um tempo de 

duplicação entre 10 a 14 horas, indicando a possibilidade de uso experimental na perspectiva 

de encontrar novas entidades químicas citotóxicas (Kaighn et al., 1979; Kochuparambil et al., 

2011). 

Diante disso, o estudo verificou a curva de crescimento celular em um período de 48 

horas (FIGURA 1). Observando-se um tempo de 14 horas para que ocorra o dobramento 

celular e de 36 a 48 horas para que haja a morte celular. 
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Figura 1: Curva de crescimento celular da linhagem PC-3, 

estabelecida e padronizada na Universidade Federal Rural do Semi-Árido. 

 

O ensaio da viabilidade celular mostrou que o extrato aquoso da espécie T. ignis 

apresentou efeito inibitório no processo de proliferação celular (FIGURA 2). Sendo as 

concentrações de 500 µg/mL e 100 µg/mL as que causaram maior inibição, verificando-se um 

decréscimo na viabilidade maior que 50% do total das células referente ao grupo controle. 

 

 

Figura 2: Efeito, na viabilidade celular, do extrato de Tedania ignis nas concentrações de 1000 µg/mL, 500 

µg/mL e 100 µg/mL sobre a linhagem PC-3. As concentrações 500 µg/mL e 100 µg/mL apresentaram 

efeito inibitório estatisticamente significante na viabilidade celular. p<0.05. 

 

De acordo com a escala de citotoxicidade proposta por Sletten & Dahl (1999) e 

Lonroth & Dahl (2003), a concentração de 1000 µg/mL do EA apresentou atividade 

levemente citotóxica (80 a 89 %) de viabilidade celular comparado com o grupo controle, 

sendo esse efeito considerado basal. Já as concentrações de 500 µg/mL e de 100 µg/mL 

apresentaram citotoxicidade severa sobre a linhagem PC-3 (< 50%) (FIGURA 3). 
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Figura 3: Efeito antiproliferativo severo do extrato de Tedania ignis sobre a linhagem PC 3 em um 

período de 24 horas de tratamento, possuindo efeito estatisticamente significativo as concentrações de 500 

µg/mL e 100 µg/mL do extrato. p<0.05. 

 

 

3.2 ENSAIO DO MTT 

 

As concentrações de 500 µg/mL e 100 µg/mL foram as que obtiveram o maior efeito 

citotóxico sobre a linhagem de câncer de próstata PC-3 (FIGURA 4). Já a concentração 1000 

µg/mL não apresentou atividade citotóxica satisfatória referindo-se aos grupos controle. 

 

 

Figura 4: Efeito citotóxico do extrato aquoso da espécie Tedania ignis sob a linhagem celular PC-3. As 

concentrações 500 µg/mL e 100 µg/mL classificadas estatisticamente com efeito citotóxico significativo. 

p<0.05. 

 

O extrato aquoso de T. ignis acarretou efeito citotóxico severo significativo nas 

menores concentrações (500 e 100 µg/mL) comparado ao grupo controle, que continha 
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somente a concentração de 5x10
4
 células/placa e ao grupo controle positivo, como 5 µg/mL 

do antineoplásico doxorrubicina. 

Este estudo fornece evidencias de que o extrato aquoso da esponja T. ignis atua como 

um agente citotóxico sobre células de câncer de próstata da linhagem PC-3. No modelo in 

vitro utilizado para a viabilidade celular, o extrato provocou efeitos negativos no 

desenvolvimento celular, impedindo assim que houvesse divisão celular, causando a morte 

celular. Estudos anteriores mostraram que extratos aquosos ou hidroalcoólicos de outras 

espécies de esponjas têm apresentado ações biológicas variadas, foi verificada citotoxicidade, 

desagregação e diminuição da proliferação celular sobre linhagem celular de neuroblastoma 

BE(2)-M17 (Ferreira et al., 2011), bloqueio do ciclo celular e indução de apoptose sobre 

células SW-13 (Brown et al., 2004) e citotoxicidade sobre a linhagem celular T47D (Prado et 

al., 2004). Extratos polares e não-polares de esponjas têm mostrado atividade citotóxica e 

neurotóxica (Rangel et al., 2001), bem como citotoxicidade sobre linhagens celulares de 

cânceres humanos (Beedessee et al., 2012). 

Em um estudo realizado por Brown et al. (2001), foi mostrado que a viabilidade 

celular de um extrato hidroalcoólico da espécie T. ignis em uma concentração de 1000 µg/mL 

sobre células da linhagem SW-13 (carcinoma adrenal humano), não apresentou efeito 

antiproliferativo, permanecendo com uma viabilidade de 73%, comparado ao grupo controle. 

No presente estudo, foi verificado que a concentração de 1000 µg/mL não apresentou efeito 

citotóxico significante sobre a linhagem PC-3, confirmando o resultado encontrado por 

Brown et al. (2001). Diante desse resultado é importante ressaltar que o complexo químico de 

qualquer entidade química possui relevante interferência no processo de absorção da mesma 

pela célula, podendo interferir na sua proliferação, na adesão e na função celular (Oliveira, 

2009), o que não foi verificado nessa concentração testada. 

O extrato de T. ignis provocou um efeito antiproliferativo sobre a linhagem PC-3, 

principalmente na concentração de 100 µg/mL, esse efeito dá-se pelo fato do complexo 

químico da esponja possuir um variável mecanismo farmacodinâmico, aumentando 

significativamente o seu potencial terapêutico, além de sua rica composição de estruturas 

químicas altamente complexas (Costa-Lotufo et al., 2009; Mebs et al., 1985; Sevcik & 

Barboza, 1983).  

Dessa rica complexidade de substâncias químicas que provocam mecanismos 

biológicos diversificados, podemos citar a Tedanolide, uma substância isolada da T. ignis em 

1984 o qual demostrou uma rigorosa atividade inibitória no crescimento celular em linhagens 

KB, PS e leucemia murina P338 (Iwata et al., 2005). Outras substâncias com características 
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de polímeros do tipo alquilpiridíneos também provocaram a formação de poros na membrana 

celular, promovendo muitas ações biológicas em células, tais como citotoxicidade (Tucker et 

al., 2003) hemólise, ação anti-colinesterase (Sepčić et al., 1997), genotoxicidade e poliploidia 

(Cavalcanti et al., 2008). Poliacetilenos também tem sido relatados como possíveis inibidores 

de proteínas necessárias para a replicação do DNA (Kim et al., 2002), desenvolvendo efeito 

citotóxico.  

Diversos extratos de espécies de esponjas marinhas também têm apresentado outras 

proteínas constituintes, tais como inibidores de dipeptidill-peptidases IV (serino 

aminopeptidases ligadas à membrana, com sitio ativo voltado para a face extracelular) 

(Pascual et al., 2007), uma proteína formadora de poros na membrana (Mangel et al., 1992) e 

uma proteína citolítica, conhecida como suberitina (Cariello & Zanetti, 1979). Outras 

biomoléculas comumente extraídas em soluções aquosas como proteínas, podem ser 

responsáveis pela ação citotóxica e antiproliferativa do extrato aquoso de T. ignis, como 

alcalóides, poliacetilenos também podem estar presentes em extratos aquosos e desenvolver 

citotoxicidade. Tais biomoléculas desenvolvem funções que podem influenciar a integridade 

celular e, assim, promover deficiências estruturais e funcionais, podendo resultar em morte 

celular, como foi verificado ao utilizar as concentrações de 500 e 100 µg/mL do extrato da 

esponja T. ignis. 

A rica composição química que o filo Porífera compõe é muito extensa (Sevcik & 

Barboza, 1983) e estudos de fracionamento dos diversos compostos bioativos do extrato são 

necessários para uma melhor elucidação da substância química e o seu respectivo sítio de 

atividade biológica. 

Assim, o presente estudo contribuiu com o desenvolvimento na prospecção de novos 

bioprodutos de origem marinha com atividade anticâncer in vitro, nesse caso possuindo efeito 

citotóxico sobre células cancerígenas de próstata humana.  

 

 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em conclusão, o presente estudo observou uma severa atividade citotóxica do extrato 

aquoso da espécie Tedania ignis sobre a linhagem celular de câncer de próstata PC-3, 

atividade essa que depende tanto da complexa composição química do extrato quanto das 

diferentes concentrações do extrato, tendo as concentrações de 500 µg/mL e 100 µg/mL as 

que provocaram o efeito citotóxico. Evidenciando assim o grande potencial da região do 
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litoral do Nordeste do Brasil como uma fonte potencial de se descobrir compostos com 

promissoras atividades biotecnológicas, em especial no combate ao câncer. 
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