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RESUMO

Apesar do significativo avango da tecnologia para diagndstico e tratamento do céncer
a alta complexibilidade da doenca como problema de saude publica segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), tem sido a segunda causa responsavel de
morte no mundo, atras somente de doencas cardiovasculares. Nota-se uma
importancia em abordar a necessidade pela busca de novas alternativas terapéuticas,
visto que se observa uma resisténcia da doenga em relagao aos meios terapéuticos
convencionais, como por exemplo, a resisténcia a quimioterapicos, além de seus
muitos efeitos colaterais. O 6leo de ra-touro (Rana catesbeiana Shaw) é uma
substancia natural que tem se mostrado promissora, por apresentar uma matriz
lipidica complexa de compostos bioativos, como &cidos graxos saturados e
insaturados. Por sua vez, o 6leo apresenta atividade antioxidante, capaz de proteger
as células contra danos oxidativos e ainda potencial atividade antitumoral, realizando
a inibicdo do crescimento de novas células por meio de apoptose, sem interferir no
ciclo celular, diferente dos demais produtos naturais. Ao avaliar o potencial citotoxico
dos compostos, isoladamente, sobre modelos computacionais de simulacdo de
células cancerigenas, evidenciou-se que todos os acidos graxos testados obtiveram

valores de probabilidade em atividade biologica superiores a 50% para: carcinoma
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pulmonar, melanoma, melanoma metastatico, e cancer de pulmao de nao pequenas-
células (Estagio 3). Mediante ao exposto, é notdrio o potencial terapéutico do insumo
obtido, abrindo possibilidades para a exploragédo de seus efeitos biolégicos in vitro e
in vivo. Sendo assim, ha uma dupla possibilidade no avanco dos estudos com as
lipomoléculas identificadas, primeiramente o uso do 6leo integral, ou o isolamento dos
compostos para a exploracgdo individual de suas particularidades bioativas. Espera-se
que os resultados obtidos possam proporcionar novos insights para o
desenvolvimento de terapias alternativas e complementares no tratamento do cancer,
oferecendo, assim, uma perspectiva inovadora no enfrentamento dessa patologia

devastadora.

Palavras-chave: atividade bioldgica; cancer; 6leo de ra; produtos naturais; triagem

computacional.

ABSTRACT

Despite the significant advances in technology for diagnosing and treating cancer, the
high complexity of the disease as a public health problem, according to the World
Health Organization (WHO), has made it the second leading cause of death in the
world, behind only cardiovascular diseases. It is important to address the need to find
new therapeutic alternatives, given that the disease is becoming more resistant to
conventional therapeutic methods, such as resistance to chemotherapy, in addition to
its many side effects. Bullfrog oil (Rana catesbeiana Shaw) is a natural substance that
has shown promise, as it has a complex lipid matrix of bioactive compounds, such as
saturated and unsaturated fatty acids. In turn, the oil has antioxidant activity, capable
of protecting cells against oxidative damage, as well as potential anti-tumor activity,
inhibiting the growth of new cells through apoptosis, without interfering with the cell
cycle, unlike other natural products. When evaluating the cytotoxic potential of the
compounds in isolation on computer models simulating cancer cells, it was found that
all the fatty acids tested obtained probability values in biological activity greater than
50% for: lung carcinoma, melanoma, metastatic melanoma, and non-small cell lung
cancer (Stage 3). In view of the above, the therapeutic potential of the product obtained
is clear, opening up possibilities for exploring its biological effects in vitro and in vivo.
As such, there is a twofold possibility in advancing studies with the lipomolecules

identified, firstly the use of the whole oil, or the isolation of the compounds for individual
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exploration of their bioactive particularities. It is hoped that the results obtained will
provide new insights into the development of alternative and complementary therapies
in the treatment of cancer, thus offering an innovative perspective in tackling this

devastating pathology.

Keywords: Biological activity; Cancer; Frog oil; Computational screening; Natural

products.

1 INTRODUGAO

Hodiernamente, apesar do significativo avango na compreensdo e na
tecnologia para diagnéstico, prevencao e tratamento de tumores, o cancer ainda é
considerado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) um problema de saude
publica, classificado como a segunda causa de morte mais recorrente no mundo, atras
apenas das doengas cardiovasculares. Segundo a Agéncia Internacional de
Investigacado sobre o Cancer (IARC), em 2022 foi constatado 9,74 milhdes de 6bitos
em todo o mundo, prevendo um aumento de aproximadamente 90% até 2050 (OMS,
2022).

Considerando a complexidade do tema supracitado, € importante abordar a
necessidade pela busca de novas alternativas terapéuticas, visto que se observa uma
resisténcia da doenga em relagdo aos meios terapéuticos convencionais, como por
exemplo, a resisténcia a quimioterapicos, que é responsavel pelo fracasso de 90%
dos tratamentos em pacientes com cancer metastatico, além dos muitos efeitos
colaterais. Isso ocorre devido a alta capacidade adaptativa e ao elevado grau de
heterogeneidade celular e molecular dos tumores. Portanto, é fundamental essa
busca para resultados mais eficientes frente a resisténcia e para a redugao dos efeitos
colaterais (DIGKLIA, 2016; REVIA; ZHANG, 2016; ZAPPA; MOUSA, 2016).

Nesse contexto, o 6leo de ra-touro (Rana catesbeiana Shaw) é uma substancia
natural que tem se mostrado promissora, por apresentar uma matriz lipidica complexa
de compostos bioativos, como acidos graxos saturados e insaturados. Por sua vez, o
Oleo apresenta atividade antioxidante, capaz de proteger as células contra danos
oxidativos e ainda atividade antitumoral, realizando a inibicdo do crescimento de
novas células por meio de apoptose, sem interferir no ciclo celular, diferente de outros
insumos naturais (MACHADO et al., 2019).
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Um estudo realizado por Oliveira (2019), avaliou o potencial terapéutico do
Oleo de ra-touro frente as células do melanoma in vitro. Os resultados evidenciaram
uma atividade citotdxica significativa, demonstrando a indugao de estresse oxidativo
intracelular associado a danos mitocondriais, logo, levando a apoptose dessas
células. Portanto, o 6leo mostrou um potencial favoravel contra o melanoma, podendo
ser desenvolvido como uma alternativa terapéutica.

Apesar de existirem poucos estudos sobre a atividade anticancerigena do 6leo
de ra-touro, e esses serem voltados apenas para o melanoma, tal matriz graxa possui
uma composigdo complexa de bioativos, o que suscita a abrangéncia dos estudos a
outros tumores malignos, como por exemplo, melanoma metastatico, carcinoma
pulmonar e adenocarcinoma ovariano (MACHADO, 2019).

Mediante ao exposto, o0 objetivo do presente estudo, consiste em extrair e
caracterizar o 6leo oriundo das visceras da ra-touro, bem como, avaliar a potencial de
atividade citotoxica de seus acidos graxos em linhagens tumorais malignas, por meio

de triagem computacional em sistema predigdo molecular (in silico).

2 METODOLOGIA
Aquisicao da viscera

As ras foram adquiridas em um ranario situado no municipio de Jerénimo
Monteiro, que possui certificacdo para a producido da espécie descrita neste estudo.
No mesmo local, os animais foram abatidos sob condi¢gdes controladas, com o objetivo
de reduzir possiveis impactos metabdlicos que afetariam a matéria-prima destinada
ao processamento.

Apds o abate e a evisceragao, o corpo gorduroso das ras foi colocado em uma
caixa térmica, refrigerada com placas de gelo, a cerca de -5°C, sendo posteriormente
transportado para as instalagdes laboratoriais da instituicdo de pesquisa, onde a
mateéria-prima foi armazenada em um freezer a uma temperatura de aproximadamente
-20°C.

Extracao e purificagao do éleo de ra

Para possibilitar a remocdo do BO, uma amostra foi processada em um
multiprocessador de alimentos apds ser descongelada em ambiente a
aproximadamente 5°C. Em seguida, obteve-se 500g de material triturado, que foi

transferido para um béquer de 2000 ml, sendo imerso em Hexano. A vidraria foi
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colocada na camara de resfriamento de um chiller, a cerca de -20°C, com banho-maria
invertido de etanol, durante uma hora, mantendo um sistema de agitagcdo mecanica
constante (COUTINHO et al., 2025).

Apos esse tempo, o extrato foi drenado, e os residuos solidos do corpo
gorduroso passaram pelo mesmo processo mais duas vezes, com tempos de
reduzidos para trinta e quinze minutos, respectivamente. Com os extratos lipidicos do
anfibio obtido, foi realizada uma filtragem simples para reter qualquer particula sélida
proveniente do tecido adiposo (COUTINHO et al., 2025).

Em seguida, o extrato bruto foi encaminhado para um evaporador rotativo,
conectado a uma bomba de vacuo e um sistema de refrigeragdo com etanol a -20°C,
com o objetivo de purifica-lo. Apés esse processo, o extrato primario foi filtrado
primeiro em um filtro analitico imerso em solugéo salina e, em seguida, em um filtro

de carvao ativado, resultando em um extrato purificado (COUTINHO et al., 2025).

Caracterizagao quimica

Para identificar os constituintes quimicos, foi utilizada a caracterizagcao via
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS), programando
a corrida da amostra com base no tempo, em uma rampa de aquecimento especifica.
Esse processo teve como objetivo separar e identificar as estruturas orgénicas graxas
presentes no BO, utilizando a biblioteca de moléculas do equipamento (ADOLFO
LUTZ, 2008).

Triagem computacional de citotoxicidade em linhagens tumorais malignas

Os SMILES canébnicos das estruturas encontradas na caracterizacdo quimica
serdo obtidos por meio do PUBCHEM, sendo esses direcionados para o sistema de
triagem de citotoxicidade em linhagens tumorais e ndo tumorais CLC-PRED 2.0.
Foram considerados apenas os resultados de interagdo em linhagens tumorais, e com
probabilidade de interacdo superior a 0,5. Todos os resultados foram normalizados
em porcentagem, para o favorecimento da compreensao acerca do perfil de inibigao
(CLC-PRED 2.0, 2023; KIM et al., 2025).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
ApOs a realizacdo da caracterizagao dos microcomponentes lipomoleculares,

por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,
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foi possivel elucidar a composicdo do insumo extraido, conforme apresentado na
Tabela 01. Nessa, também é feito um comparativo com outros estudos, onde Lopes e
colaboradores (2010) nao identificaram a presencga do acido eicosapentaenoico. Além
disso, tanto esses pesquisadores quanto Silva e autores associados (2004)
detectaram a presenga do acido araquidbnico, percursor inflamatério. Apenas
Méndeze e membros de pesquisa (1998) relatando exatamente os mesmos

componentes detalhados, porém com variagdes na quantidade.

Tabela 1 — Caracterizagao dos lipocompostos presentes no 6leo obtido das visceras da ra touro, por
meio da técnica de CG/MS, sendo os resultados referentes a porcentagem da area sobre a curva

(Méndeze et al., (Silva et al., 2004) (Lopes et al.,

Lipocompostos Autores

1998) 2010)
Acido miristico 1,6 2,7 2,77 2,8
Acido palmitico 17,52 18,1 11,91 18,5
Acido estearico 3,21 4,1 2,34 3,2
Acido oleico 34,96 31,7 37,6 36,3
Acido linoleico 21,8 12,9 23,78 25
Acido linolénico 1,27 1,4 1,97 2,1
Acido palmitoleico 6,28 8 17 9,4
gf:lggapentaenoico 0.12 15 0,46 )
g\g::cjaosahexaenoico 0,27 a7 0.91 0.1
Acido araquidénico - - 0,74 0,6

Fonte: Prépria autoria (2025).

Segundo Fu e colaboradores (2019), a triagem de compostos em modelos in
silico permite prever comportamentos bioldégicos de estruturas quimicas, e
dimensionar de forma mais assertiva testes in vitro e in vivo, reduzindo custos. Ao
avaliar o potencial citotoxico dos compostos, isoladamente, sobre modelos
computacionais de simulagao de células cancerigenas (Tabela 02), evidenciou-se que
todos os acidos graxos testados obtiveram valores de probabilidade em atividade
biolégica superiores a 50% para: carcinoma pulmonar, melanoma, melanoma
metastatico, e cancer de pulméo de n&o pequenas-células (Estagio 3).

Todavia, o acido eicosapentaenoico e o acido linolénico se destacaram quanto
a tal probabilidade, especificamente no modelo celular de carcinoma pulmonar, onde
ambos apresentam 60,70%. O presente carcinoma € altamente letal, classificado em
cancer de pulmao de pequenas células (CPNPC), responsavel por aproximadamente

85% dos casos de cancer de pulmao, sendo o mais agressivo e de pior progndstico.
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Os alvos moleculares para o CPNPC incluem inibidores de EGFR (Receptor do fator
de crescimento epidérmico), ALK (Quinase do linfoma anaplasico), ROS1 (Proto-
oncogene receptor tirosina-quinase) e PD-1/PD-L1 (Receptor de Morte Celular
Programada 1/ Ligante 1 de Morte Programada). Globalmente, esse carcinoma lidera
a mortalidade oncoldgica, com uma taxa de sobrevida média de 20% em 5 anos,
sendo mais prevalente em individuos acima dos 60 anos e altamente associado ao
tabagismo (BARR KUMARAKULASINGHE; ZANWIJK; SO0, 2015; SCHRANK et al.,
2018; GANTI et al., 2021).

Tabela 2 — Triagem in silico de probabilidade dos compostos caracterizados desencadearem efeitos
citotoéxicos em células cancerigenas

Cancer de

. ulmao de nao
Carcinoma Melanoma P

. Adenocarcinoma
Lipocompostos Melanoma pequenas-

pulmonar metastatico células ovariano
(Estagio 3)
Acido miristico 55,80% 54,50% 52,10% 53,70% -
Acido palmitico 55,80% 54,50% 52,10% 53,70% -
Acido estearico 55,80% 54,50% 52,10% 53,70% -
Acido oleico 54,30% 56,30% 58,30% 55,10% 50,80%
Acido linoleico 57,50% 61,00% 56,20% 53,50% -
Acido linolénico 60,70% 59,50% 54,40% 51,30% -
Acido palmitoleico  54,30% 56,30% 58,30% 55,10% 50,80%
’;i'gsapentaenoico 60,70% 59,50% 54,40% 51,30% -
Acido 59,40% 59,30%  53,30% 51,50% 50,40%

docosahexaenoico
Fonte: Prépria autoria (2025).

O acido linoleico também obteve destaque quanto ao seu potencial efeito
bioldgico, porém frente ao melanoma em estado de metastase, apresentando um
percentual de 61%. O melanoma metastatico € a forma mais prejudicial do cancer de
pele, caracterizado por alta capacidade de invasao e transmisséo sistémica, sendo
responsavel pela maioria das mortes relacionadas a neoplasias detectadas. Os
principais alvos moleculares para seu tratamento incluem inibidores de BRAF (Proto-
oncogene B-Raf) e MEK (Quinase ativada por mitégeno), e assim como no tumor
supracitado, PD-1/PD-L1 (Receptor de Morte Celular Programada 1/Ligante 1 de
Morte Programada). O presente tumor apresenta um progndstico desfavoravel, com
taxas de sobrevida em 5 anos inferiores a 30% nos casos avangados, sendo mais

comum em individuos de pele clara e altamente relacionado a exposi¢ao a radiagao
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ultravioleta (ORGAZ; SANZ-MORENO, 2012; SMALLEY, 2010; SAGINALA et al.,
2021).

Ao avaliar os compostos em modelos de adenocarcinoma ovariano, apenas
trés obtiveram dados probabilisticos de atividade bioldgica superiores a 50%, sendo
esses o acido oleico (50,80%), acido palmitoleico (50,80%) e o acido
docosahexaenoico (50,40%). O presente tumor, especialmente em avangos
metastaticos, se estabelece como a neoplasia ginecolégica mais letal, caracterizando-
se por um crescimento silencioso e diagnostico tardio, o que compromete
significativamente o prognostico. Os principais alvos moleculares para seu tratamento
incluem inibidores de PARP (Poli(ADP-ribose) polimerase), e o VEGF (Fator de
Crescimento Endotelial Vascular). O adenocarcinoma ovariano metastatico apresenta
taxas de sobrevida inferiores a 30% em 5 anos, sendo mais prevalente em mulheres
acima dos 50 anos, e frequentemente associado a histérico familiar e mutacdes
genéticas (WORZFELD et al., 2017; KANERVA et al., 2003; LYU; SUN; TAN, 2014;
USHIO et al., 2021).

Mediante ao exposto, € notério o potencial terapéutico do insumo obtido,
abrindo possibilidades para a exploragao de seus efeitos bioldgicos in vitro e in vivo,
sobretudo ao considerar a provavel sinergia terapéutica dos compostos, situagéo
habitual em produtos naturais, como afirma Pritee e colaboradores (2024). Sendo
assim, ha uma dupla possibilidade no avango dos estudos com as lipomoléculas
identificadas, primeiramente o uso do dleo integral, ou o isolamento dos compostos
para a exploracao individual de suas particularidades bioativas.

Tendo em vista o isolamento, estudos sequenciais de relagcdo estrutura
atividade podem revelar estruturas promissoras, e pontos possiveis de modificagao
molecular, visando a obtencdo de novas moléculas derivadas dos lipidios
apresentados, sendo essas obtidas por semissintese. Essa técnica, oriunda da
quimica organica, permite conceder efeitos biologicos mais significativos a estruturas
que ja o apresentam de forma moderada ou baixa, fornecendo, na maioria das vezes,
nucleos farmacoféricos caracteristicos de cada alvo molecular explorado (MAJHI,
DAS, 2020; JIANG et al., 2023; ZHU et al., 2023).

Tratando especificamente do uso do dleo integral, Machado (2019) e Oliveira
(2019), desenvolveram estudos similares que comprovaram a efetividade da matriz
graxa explorada, em sua forma integral, frente a culturas de melanoma. Machado

(2019) avaliou a atividade do 6leo de ra-touro contra a linhagem de melanoma humano
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A2058. Os resultados demonstraram que o 6leo in natura induziu apoptose nas células
tumorais por meio de disfungdo mitocondrial desencadeada pelo estresse oxidativo.
Além disso, 0 uso de sistemas carreadores lipidicos aumentou em 2,5 vezes a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em morte celular
predominantemente necrética. Comparado ao controle, houve uma reducio
significativa nas especificagdes celulares, com valores de ICs, reduzidos em até 50%
quando o 6leo foi incorporado em sistemas nano estruturados.

Ja o estudo conduzido por Oliveira (2019) analisou a atividade do d6leo de ra-
touro na linhagem de melanoma humano A2058, observando que, apés 72 horas de
tratamento com 100 pg/ml, houve uma reducao de 40 £ 9% na atividade mitocondrial
pelo ensaio colorimétrico de MTT. Outrossim, o 6leo aumentou em 51 + 13% os niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo estresse
oxidativo e causando uma redugdo de 35 + 5% no potencial da membrana
mitocondrial. Esses efeitos ocorreram predominantemente a morte celular por
apoptose tardia, sem interferéncias no ciclo celular.

Os presentes dados secundarios corroboram para os achados da pesquisa de
triagem, confirmando a viabilidade para a exploracéo de outras linhagens tumorais
malignas. Outrossim, com o ja estabelecido perfil terapéutico do 6leo de ra frente ao
melanoma, o desenvolvimento de produtos farmacéuticos se torna uma opg¢ao viavel
para a sequéncia de estudos in vivo, de modo que a confirmagcao de efetividade
farmacoldgica seja seguida de estudos de estabilidade de tal produto, viabilizando um
acelerado acesso ao mercado. Coutinho e autores associados (2025) avaliaram tal
oleo incorporado a uma férmula de sérum tdpico, cuja estabilidade foi testada por 4
meses em condigbes ambientais, com variagdes minimas de pH (5,54 + 0,016 para
5,49 + 0,008) e perdxidos (7,21 £ 0,741 mEq para 7,728 £ 0,424 mEq). O teste ciclo
gelo-degelo mostrou aumento na acidez (0,212 + 0,024 para 0,427 + 0,068 KOH/g),
entretanto sem comprometer a integridade do produto, atestando a estabilidade da

matriz graxa para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo dos compostos bioativos do éleo oriundo das visceras da ra
touro, evidenciou todos acidos graxos com alta probabilidade de atividade bioldgica
em tumores especificos, tais como: no adenocarcinoma ovariano, dentre seus alvos

moleculares incluidos em seu tratamento estao, inibidores de PARP (Poli(ADP-ribose)
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polimerase), e o VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular). Ja no melanoma
metastatico, pode se citar os inibidores de BRAF (Proto-oncogene B-Raf) e MEK
(Quinase ativada por mitégeno), e assim como no tumor supracitado, PD-1/PD-L1
(Receptor de Morte Celular Programada 1/Ligante 1 de Morte Programada).

Da mesma maneira, no cancer de pulmao de pequenas células (CPNPC), os
alvos moleculares séo inibidores de EGFR (Receptor do fator de crescimento
epidérmico), ALK (Quinase do linfoma anaplasico), ROS1 (Proto-oncogene receptor
tirosina-quinase) e PD-1/PD-L1 (Receptor de Morte Celular Programada 1/ Ligante 1
de Morte Programada). Os resultados indicaram que tais propriedades em associagéo
com o perfil antioxidante, podem desempenhar um papel relevante no combate ao
cancer, protegendo células saudaveis dos danos oxidativos e inibindo o crescimento
de células tumorais. No entanto, apesar dos resultados promissores, ainda é
necessario ampliar as exploragcdes do efeito desse 6leo em outros tipos de cancer, o
progresso deste estudo, pode se dar ao uso do 6leo integral, ou no isolamento dos
compostos para exploracdo individual de suas peculiaridades bioativas, e assim
compreender os mecanismos moleculares que fundamentam sua atividade citotoxica.

Espera-se que os resultados obtidos possam proporcionar novos insights para
o desenvolvimento de terapias alternativas e complementares no tratamento do
cancer, oferecendo, assim, uma perspectiva inovadora no enfrentamento dessa

patologia devastadora.
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