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Resumo: A mortalidade por tipo de câncer entre os militares da 
Marinha difere da população geral de referência e se associa a cer-
tas ocupações, evidenciando-se o tumor cerebral em associação com 
as funções do grupo saúde. Por outro lado, o potencial biotecno-
lógico dos metabólitos secundários de cianobactérias revelou o 
grande potencial dessas substâncias para uso, principalmente, como 
fármacos antineoplásicos. Logo, o presente estudo de Pesquisa & 
Desenvolvimento em Biotecnologia Marinha buscou utilizar de 
forma sustentável os recursos naturais marinhos, juntando esforços 
intra e extra-MB para contribuir com soluções de problemas crôni-
cos como o câncer, o qual afeta a qualidade de vida do pessoal mili-
tar e civil bem como da sociedade, contemplando diversas subáreas e 
linhas de pesquisa da Estratégia de Ciência, Tecnologia & Inovação 
da Marinha do Brasil. Observamos que extratos brutos, principal-
mente das cianobactérias Oscillatoria sp. e Phormidium sp., mostraram 
efeitos citotóxico e citostático significativos em tumores cerebrais 
com características moleculares diferentes testados in vitro. Também 
foi demonstrado que os extratos apresentam diferentes classes quí-
micas em sua composição, mas sugerem a presença de alcaloides, 

Abstract: Mortality by type of cancer among Navy military mem-
bers differs from the general reference population and is associated 
with certain occupations. Out of these associations, we highlight 
that of brain tumors with the health team. On the other hand, the 
biotechnological potential of cyanobacterial secondary metabolites 
has been revealed, particularly as antineoplastic drugs. Therefore, 
the present Marine Biotechnology Research & Development 
(R&D) study sought to sustainably use marine natural resources, 
joining efforts inside and outside the Brazilian Navy to contri-
bute to solving chronic problems such as cancer, which affects the 
quality of life of military and civilian personnel as well as that of 
society, contemplating several sub-areas and lines of research of the 
Brazilian Navy Strategy for Science, Technology & Innovation. 
We found that crude extracts, particularly from Oscillatoria sp. and 
Phormidium sp. cyanobacteria, showed significant cytotoxic and 
cytostatic effects on brain tumors, with different molecular cha-
racteristics when tested in vitro. The extracts also showed different 
chemical classes in their composition, but with the suggested pre-
sence of alkaloids, important bioactive compounds with reported 
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1. INTRODUÇÃO

A atual Política Naval (MARINHA DO BRASIL, 
2019) apresenta um Mapa Estratégico da Marinha composto 
pelos Objetivos Navais, que estão distribuídos em perspecti-
vas interligadas para o período de 2020 a 2039. Entre esses 
objetivos encontram-se a valorização do pessoal e o apoio à 
saúde, fatores que contribuem para ampliar ações que pro-
movem a qualidade de vida do pessoal militar e civil. Estudos 
de Silva, Santana e Dana (2000) e Silva e Santana (2004) 
demonstraram que a mortalidade por tipo de câncer entre os 
militares da Marinha difere da população geral de referência 
e se associa a certas ocupações, evidenciando-se os tumores 
cerebral e hepático em associação com as funções do grupo 
saúde; cólon-reto, com funções dos oficiais da Armada e da 
administração; e câncer de laringe, com o grupo de manu-
tenção e reparos. 

O presente estudo de Pesquisa & Desenvolvimento 
(P&D) em Biotecnologia Marinha buscou utilizar de forma 
sustentável os recursos naturais marinhos, juntando esforços 
intra e extra-MB para contribuir com soluções de problemas 
crônicos como o câncer, o qual afeta a qualidade de vida do 
pessoal militar e civil bem como da sociedade. Com isso, o 
trabalho contemplou diversas subáreas e linhas de pesquisa 
da Estratégia de CT&I da MB, tais como: Banco de Tecidos 
Biológicos, Desempenho Humano e Saúde, Farmacologia 
Bioquímica e Molecular, Biomedicamentos e Produtos para 
a Saúde (MARINHA DO BRASIL, 2017). 

No Brasil, o câncer é a segunda maior causa de morte. 
Segundo dado epidemiológico atual do Instituto Nacional 
de Câncer, estimou-se para o biênio 2018–2019 a ocorrên-
cia de cerca de 600 mil casos novos de câncer (INCA, 2018). 
De todos os tumores cerebrais, o glioblastoma é o subtipo 
com maior taxa de incidência e mortalidade, sendo o tumor 
cerebral maligno mais frequente, pois apresenta significativa 

resistência à quimioterapia e à radioterapia (46,1%), com 
sobrevida de, no máximo, 1 ano (LOUIS et al., 2016). 

Com o avanço da Biotecnologia e da Bioprospecção Marinha, 
notou-se que os organismos marinhos têm propriedades pecu-
liares não encontradas no ambiente terrestre. Essas propriedades 
têm demonstrado diversas aplicações, valorizando potencial-
mente os 70% de ambiente marinho presentes na superfície do 
planeta (MALVE, 2016). Atualmente, o grande potencial da 
biodiversidade dos ambientes marinhos como fonte de subs-
tâncias de interesse biotecnológico é indiscutível. A diversi-
dade química e o elevado potencial bioativo desses metabóli-
tos, muitos dos quais revelam novos mecanismos de ação, têm 
incentivado os esforços de pesquisadores na academia para 
a busca e o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, 
principalmente como antineoplásicos ( JASPARS et al., 2016). 
A Bioprospecção de Fármacos Marinhos teve seu grande marco 
inicial com a descoberta e o isolamento de nucleosídeos com 
propriedades anticâncer derivados da esponja Tethya crypta 
(antiga Cryptotethya crypta), que se tornaram a base para aná-
logos sintéticos do fármaco Ara-C (Citarabina), utilizado no 
tratamento de leucemia mieloide aguda (COSTA-LOTUFO 
et al., 2009). Dessa forma, as cianobactérias marinhas são, no 
mundo todo, uma importante fonte de metabólitos secundá-
rios com interesse altamente biotecnológico. Entretanto, ape-
sar da rica flora marinha do estado do Rio de Janeiro, estudos 
com cianobactérias são raros no Brasil. Cianobactérias são 
organismos procariotos fotossintetizantes considerados uma 
das formas mais antigas de vida sob a Terra e, que ao longo 
da evolução, se adaptaram à maioria dos ambientes terrestres 
e a ambientes aquáticos marinhos e de água doce (PAERL; 
PAUL, 2012). O interesse biotecnológico pelos metabólitos 
secundários de cianobactérias tem revelado o grande potencial 
dessas substâncias para uso, principalmente, como fármacos 
antineoplásicos, dos quais alguns encontram-se atualmente em 
fase avançada de testes clínicos (DIXIT; SUSEELA, 2013). 

compostos bioativos importantes com ação antineoplásica já des-
crita. Este estudo apresentou-se extremamente promissor para novas 
estratégias na área da saúde, principalmente em oncologia, consti-
tuindo no avanço de Pesquisa & Desenvolvimento (P&D) com todo 
o incremento biotecnológico necessário para o desenvolvimento de 
produtos e serviços interdisciplinares em um futuro próximo.
Palavras-chave: Bioprospecção marinha. Cianobactéria. Tumor 
cerebral. Potencial antineoplásico.

antineoplastic action. This study is extremely promising for new 
health strategies, especially in oncology, representing an R&D 
advancement with all the biotechnological increment necessary to 
develop interdisciplinary products and services in the near future.
Keywords: Marine bioprospecting. Cyanobacteria. Brain tumor. 
Antineoplastic potential.
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Diante disso, o presente estudo de âmbito multidiscipli-
nar teve o objetivo de considerar o conhecimento na área de 
Biotecnologia Marinha e de novas drogas na descoberta de 
estratégias terapêuticas no combate ao câncer. 

2. OBJETIVO

Avaliar o efeito antineoplásico dos extratos brutos de cia-
nobactérias em células humanas de câncer cerebral, o glioblas-
toma, e investigar classes químicas responsáveis por esse efeito.

3. METODOLOGIA

3.1. COLETA, EXTRAÇÃO E ANÁLISE
As amostras de cianobactérias Oscillatoria sp. foram cole-

tadas na Praia do Sol; as de Phormidium sp., na Praia da Areia; 
as de Lyngbya sp., na Praia Seca, RJ; e as de Aphanothece sp., 
em Figueira, Arraial do Cabo, RJ. Para a obtenção de cul-
tivos unialgais, foram utilizados azida sódica e fluoreto de 
sódio, favorecendo somente o crescimento fotoautotrófico 
(MELO et al., 2012) (Figura 1). As amostras biológicas 

foram liofilizadas e extraídas com uma mistura de acetato 
de etila:metanol (1:1). Esses foram rotaevaporados e os 
perfis químicos dos extratos foram determinados por meio 
de cromatografia de coluna delgada (CCD). Os extratos 
brutos foram mantidos a -20°C até o momento dos testes 
antineoplásicos, em que foram reconstituídos com dime-
til sulfóxido.

3.2. EFEITO CITOTÓXICO
As células humanas de tumores cerebrais do tipo glioblas-

toma, T98G e U251 (American Type Culture Collection), 
foram cultivadas com concentrações crescentes dos extra-
tos brutos das 4 diferentes cianobactérias isoladas, sendo 
62,5, 125, 250, 500 e 1.000 μg/mL. Após 72 horas, foi rea-
lizada a técnica espectrofotométrica de viabilidade celular 
por meio da conversão do sal MTT (5 mg/mL) em cris-
tal de formazan (MOSMANN, 1983). Após a dissolução 
desses cristais por dimetil sulfóxido, a densidade ótica foi 
registrada em 570 nm (Beckman Coulter). O percentual 
de viabilidade foi convertido, considerando-se a densi-
dade ótica das células controle não tratadas com os extra-
tos como 100%. 

3.3. EFEITO CITOSTÁTICO
As células tumorais T98G e U251 foram cultivadas 

com suas respectivas IC50, e após 72 horas foram foto-
grafas em contraste de fase e, em seguida, foram fixadas 
com tampão citrato (10 mM). Após a incorporação do 
intercalante de DNA, iodeto de propídeo (1 μg/mL), e a 
adição de RNAse (20 μg/mL) por 30 minutos, a fluores-
cência (FL-3) foi analisada por citometria de fluxo (Cyan 
ADP, Becton & Dickinson). O percentual de células em 
cada fase do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) foi obser-
vado, além de também quantificarmos células com DNA 
fragmentado (subG0/G1). 

3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o 

software GraphPadPrism 6.0 (Windows). Os dados foram 
avaliados quanto a sua normalidade e, em seguida, foi utili-
zado o teste paramétrico two-way ANOVA com pós-teste 
de Dunnett. Os resultados foram representados pela média e 
pelo desvio padrão, sendo considerados significativos quando 
P < 0,05.

Figura 1. (A) As amostras de cianobactérias foram 
coletadas em Figueira, (B) em que foi feito um 
recorte do solo e (C) separada a camada superior, 
(D) contendo o homogenato de cianobactérias. 
Essas foram colocadas em cultivo unialgal, 
mostrando os tipos isolados macroscopicamente: 
Phormidium sp., Lyngbya sp. e Aphanothece sp., e 
(E) microscopicamente a cianobactéria Oscillatoria sp. 

A

C

B

D

E
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Tabela 1. Concentração inibitória (IC50).

Linhagem T98G U251

Extrato IC50 (μg/mL)

Oscillatoria sp. 124,9 51,91

Phormidium sp. 261,8 197,5

Lyngbya sp. - 299,2

4. RESULTADOS

Considerando-se as diferentes características moleculares 
dos dois tumores cerebrais testados, pode-se observar melhor 
perfil de resposta das células U251, sendo mais sensíveis aos 
tratamentos e apresentando IC50 em 3/4 dos extratos de cia-
nobactérias testados, quando comparada às células T98G, que 
demonstraram maior resistência, apresentando IC50 apenas 
em 2/4 desses mesmos extratos (Tabela 1). 

Dentre os quatro extratos brutos de cianobactérias, apenas 
a Aphanothece sp. não apresentou citotoxicidade para obtermos 
a IC50 em nenhuma das linhagens testadas. Isso foi visto para 
Lyngbya sp. nas células T98G. Nas Figuras 2A e 2B observamos 

os gráficos de dose-reposta do efeito citotóxico dos quatro 
extratos de ambas as linhagens, acompanhada da morfologia 
das células por contraste de fase. Demonstramos que o trata-
mento com a IC50 resulta no descolamento das células, seguido 
de morte celular, principalmente na U251 (Figuras 2C–2J).

Figura 2. Viabilidade de células de glioblastoma humano (A) T98G e (B) U251 cultivadas com extratos brutos 
de cianobactérias após 72 horas, através do método MTT. Morfologia em contraste de fase das células (C) T98G 
controle, cultivadas com (D) Oscillatoria sp. 125 μg/mL, (E) Phormidium sp. 250 μg/mL, (F) Lyngbya sp. 1.000  μg/ mL. 
Morfologia das células (G) U251 controle, (H) Oscillatoria sp. 62,5 μg/mL, (I) Phormidium sp. 250 μg/mL e (J) Lyngbya 
sp 250 μg/mL. Resultado representativo de 2 experimentos independentes feitos em oito réplicas, sendo média ± 
desvio padrão. Two-way ANOVA com pós-teste de Dunnett em relação ao controle. Barra de escala = 50 μm. 

* p≤0,01. 
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Two-way ANOVA com pós-teste de Dunnett; ** P ≤ 0,01.

Figura 3. Fragmentação de DNA em células de glioblastoma humano (A) T98G e (B) U251 cultivadas com extratos 
brutos das cianobactérias após 72 horas com suas IC50. Resultado representativo de experimento de citometria 
fluxo considerando entre 10.000 e 30.000 células, sendo média ± desvio padrão. 
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Two-way ANOVA com pós-teste de Dunnett em relação ao controle; *P < 0,05.

Figura 4. Ciclo celular de glioblastoma humano (A) T98G e (B) U251 cultivadas com extratos brutos de 
cianobactérias por 72 horas com suas IC50. Resultado representativo de experimento de citometria de fluxo 
considerando entre 10.000 e 30.000 células, sendo média ± desvio padrão.
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Os resultados de fragmentação do DNA corroboraram a 
citotoxicidade observada no ensaio anterior de viabilidade, evi-
denciando fenômeno significativo de morte celular. As células 
tumorais T98G apenas tratadas com os extratos de Oscillatoria 
sp. e Phormidium sp. demonstraram significativo percentual 
de fragmentação do DNA, quando cultivadas com as IC50 
correspondentes (Figura 3A). As células U251 novamente 
demonstraram ser mais sensíveis, mostrando maior percen-
tual significativo de células mortas em relação aos mesmos 
extratos; entretanto, em relação ao tratamento com o extrato 
de Lyngbya sp. não foi significativo (Figura 3B).

Na avaliação do ciclo celular dos glioblastomas humanos trata-
dos com os diferentes extratos de cianobactérias, verificamos efeito 
citostático semelhante, independentemente do tipo de cianobac-
térias. Os extratos de Oscillatoria sp., Phormidium sp. e Lyngbya sp. 
resultaram na parada do ciclo das células tumorais nas fases S e 
G2/M, verificada pelo aumento significativo do percentual, quando 
comparado ao controle em ambas as linhagens (Figuras 4A e 4B).

Após verificar os efeitos citotóxico e citostático dos extra-
tos, observamos que cada extrato bruto é constituído de 
moléculas bioativas de diferentes classes químicas por meio 
da cromatografia de camada delgada (Tabela 2). O extrato 
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Tabela 2. Identificação de classes químicas através de cromatografia de camada delgada. 

Amostras
Reagentes

EtOH 5% H2SO4 FeCl3 KMnO4 Ninidrina Dragendorff
Oscillatoria sp. + + + + +

Phormidium sp. + + + - +

Lyngbya sp. + + + - -

Aphanothece sp. + + + - -
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de Oscillatoria sp. mostrou presença de aminoácidos, revela-
dos pela Ninhidrina, o que difere de todos os outros extratos 
e pode estar conferindo maior efeito in vitro, em menores 
concentrações. Podemos sugerir ainda que os extratos brutos, 
principalmente de Oscillatoria sp. e Phormidium sp., que tive-
ram efeitos relevantes em ambos os tumores testados, apre-
sentam compostos importantes, como a família dos alcaloides, 
revelado pelo reagente Dragendorff, já descritos na literatura 
com efeito antineoplásico para esse e outros tipos de tumor 
(SILVA et al., 2018). 

CONCLUSÕES

Considerando-se todas essas estratégias nos modelos pré-
-clínicos utilizadas e as diversas características químicas da 
biodiversidade marinha das cianobactérias, este estudo apre-
sentou-se extremamente promissor para novas estratégias na 
área da saúde, principalmente em oncologia, constituindo 
no avanço de P&D com todo o incremento biotecnológico 
necessário para o desenvolvimento de produtos e serviços 
interdisciplinares em um futuro próximo.
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