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RESUMO

No Brasil, o cancer de mama € o tipo de cancer mais incidente e a principal causa de
morte em mulheres de todas as regides, apds o cancer de pele ndo melanoma. Assim,
levando em conta sua amplitude, o desenvolvimento de outras terapias é crucial para
melhorar e aperfeigcoar os resultados do tratamento, visando aumentar a sobrevida dos
pacientes ou até mesmo curar. A floresta amazénica, maior floresta tropical do mundo,
abriga quase 10% da biodiversidade do planeta, sendo 2.400 espécies de peixes, 1.300
de aves, 425 de mamiferos, 371 de répteis, além de 50 mil espécies de plantas
vasculares. Nesse sentido, identificar e analisar compostos bioativos com potencial
terapéutico pode contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos mais
eficazes, acessiveis e menos toxicos para os pacientes, visto que o Brasil tem um papel
importante no mercado global de produtos naturais e pode se beneficiar
economicamente com a descoberta de novos compostos bioativos com atividade
anticancerigena. Neste trabalho, relatamos o screening molecular para identificagao de
compostos bioativos brasileiros que possam interagir com proteinas relacionadas com o
cancer de mama no cancer de mama feminino, pois sabe-se que a biodiversidade
brasileira, em especial na regido amazonica, € uma das maiores do mundo e ha uma
rigueza de compostos bioativos em plantas, fungos e outros organismos. Com a
associagdo de ferramentas de Bioinformatica com processos de automatizagao
baseados em linguagem Python, descobrimos que seis compostos apresentaram alta
afinidade com as proteinas selecionadas como alvos terapéuticos. Ao verificarmos a
origem desses compostos, descobrimos que alguns deles foram extraidos de plantas
que ja possuem aplicagbes medicinais. Como perspectiva de continuidade,
pretendemos implementar algoritmos de inteligéncia artificial para refinar a busca de
novos compostos, testar as proteinas alvo com os ingredientes ativos aprovados pela
FDA (Food and Drug Administration) e levantar recursos para prosseguir com os testes
in vitro utilizando linhagens celulares derivadas de cancer de mama ja comercializadas.
PALAVRAS-CHAVE: cancer de mama, compostos bioativos, terapia multialvo.
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MINERVA: AN IN SILICO ANALYSIS OF THE FEASIBILITY OF A MULTITARGET
THERAPY FOR BREAST CANCER

ABSTRACT

In Brazil, breast cancer is the most common type of cancer and the leading cause of
death in women in all regions, after non-melanoma skin cancer. Therefore, taking into
account its breadth, the development of other therapies is crucial to improving and
perfecting treatment results, with the aim of increasing patient survival or even curing it.
One of the largest tropical rainforests in the world, the Amazon rainforest is home to
almost 10% of the planet's biodiversity, with 2,400 species of fish, 1,300 of birds, 425 of
mammals, 371 of reptiles and 50,000 species of vascular plants. In this sense,
identifying and analyzing bioactive compounds with therapeutic potential can contribute
to the development of new treatments that are more effective, accessible and less toxic
for patients, given that Brazil plays an important role in the global market for natural
products and can benefit economically from the discovery of new bioactive compounds
with anti-cancer activity. In this work, we report on the molecular screening to identify
Brazilian bioactive compounds that can interact with breast cancer-related proteins in
female breast cancer, since it is known that Brazilian biodiversity, especially in the
Amazon region, is one of the largest in the world and there is a wealth of bioactive
compounds in plants, fungi and other organisms. With the combination of Bioinformatics
tools and automation processes based on the Python language, we discovered that six
compounds showed high affinity with the proteins selected as therapeutic targets. When
we checked the origin of these compounds, we discovered that some of them were
extracted from plants that already have medicinal applications. As a prospect for
continuity, we intend to implement artificial intelligence algorithms to refine the search for
new compounds, test the target proteins with the active components approved by the
FDA (Food and Drug Administration) and raise funds to proceed with in vitro tests using
cell lines derived from breast cancer that have already been commercialized.
KEYWORDS: breast cancer, bioactive compounds, multitarget therapy.

INTRODUGAO

Na conjuntura brasileira, o cancer de mama é o tipo de cancer mais incidente em
mulheres de todas as regides, apds o cancer de pele ndo melanoma. Ademais, € o tipo
de cancer mais incidente em mulheres no mundo e também a causa mais frequente de
morte por cancer nessa populagdo. Portanto, levando em consideragdo a sua
amplitude, o desenvolvimento de novas terapias € crucial para melhorar e aperfeigcoar
os resultados do tratamento, visando aumentar a sobrevida ou até mesmo curar os
pacientes (INCA, 2023).

Atualmente, para o tratamento de cancer de mama, o SUS oferece todos os tipos
de cirurgias, radioterapias e quimioterapias. Entretanto, tais métodos sao extremamente
invasivos, causam efeitos psicoldgicos devastadores sobre a percepcéao da sexualidade
feminina e colocam em risco a expectativa de vida. Apds uma mastectomia parcial ou
radical, que € uma cirurgia para a retirada do tumor, a mulher sente-se mutilada e a
incidéncia de recidiva € grande. Desse modo, caso haja um progndstico ruim a sua
evolugao, na maioria das vezes, pode levar ao reaparecimento da doencga e, por fim, ao
obito (MAKLUF et al., 2006; BRASIL, 2023).
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No que tange a jornada do paciente diagnosticado com o cancer de mama no
Sistema Unico de Saude (SUS), pode-se afirmar que a abordagem do cancer de mama
no SUS perpassa de todos os niveis de atengao— diretrizes estabelecidas pela Portaria
4.279 de 30 de dezembro de 2010 para a organizagao da Rede de Atencdo a Saude no
ambito do Sistema Unico de Saude— e depende da articulacdo entre eles para o
melhor resultado das agdes de controle (ALCANTARA et al., 2022).

Outrossim, o levantamento dos custos do acompanhamento do cancer de mama
no SUS apresenta resultados que demonstram aumento substancial dos custos
conforme o estadiamento da doenca avanca. Em relagdo ao estadio |, o custo ao final,
em trés anos de tratamento, foi de R$ 73.718,24. Nos estadios Il e Ill, o custo do
tratamento para o mesmo periodo foi 96% e 129% maior, respectivamente. Ja para o
cancer metastatico (estadio IV), em que os cuidados sao paliativos, o custo final foi de
R$ 380.817,01, o que representa aumento de 416%, quando comparado ao estadio |
(ALCANTARA et al., 2022).

Além dos tratamentos convencionais, a OMS (Organizagdo Mundial da Saude)
também aceita e apoia a fitoterapia como alternativa. Além dos beneficios
farmacologicos, os medicamentos fitoterapicos sdao uma alternativa com bom custo
beneficio e que ndo causam tantos efeitos adversos como os medicamentos
industrializados (SILVA et al., 2021).

O efeito antineoplasico pode ser percebido em espécies de plantas que podem
ser encontradas em diversas regides, esses sao comprovados através de estudos in
vivo e in vitro. Os mecanismos envolvidos na acao dos principios ativos naturais podem
resultar em apoptose celular, inibicdo de crescimento, migragcédo e proliferacdo celular
(SILVA et al., 2021).

Sabe-se que a biodiversidade brasileira, em especial na regido amazobnica, é
uma das maiores do mundo e ha uma riqueza de compostos bioativos em plantas,
fungos e outros organismos. Dentro dessa vasta biodiversidade, encontram-se muitas
espécies produtoras de compostos bioativos com propriedades medicinais (FEITOZA et
al., 2021).

Alguns destes compostos podem ter propriedades anticancerigenas ou a
capacidade de inibir o crescimento de células cancerigenas, como ja foi observado com
o lapacho vermelho (Tabebuia impetiginosa, sin. Tabebuia avellanedae) e com o
pracaxi Pentaclethra macroloba. Além disso, as comunidades indigenas da Amazénia
usam diversas plantas e substancias naturais para fins medicinais ha séculos, como a
bebida conhecida como ayahuasca (obtida de Banisteriopsis caapi), e alguns destes
remédios tradicionais podem conter compostos bioativos que poderiam ser explorados
pelo seu potencial no tratamento do cancer da mama (; MCKENNA et al., 2004;
CASTELLANOS et al., 2009; CHAVES, 2022; LAMARAO et al, 2023).

Nesse sentido, identificar e analisar tais compostos bioativos com potencial
terapéutico para o cancer de mama pode contribuir para o desenvolvimento de novos
medicamentos e tratamentos mais eficazes, acessiveis e menos nocivos aos pacientes.
Este trabalho descreve a andlise, através de ferramentas de bioinformatica, de
compostos bioativos na biodiversidade da regido amazoénica que possuam potencial
terapéutico para o cancer de mama, e dessa forma aumentar a taxa de sobrevivéncia e
fortalecer o posicionamento econémico do Brasil no mercado global de produtos
naturais de cunho anticancerigeno.
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O objetivo desta pesquisa foi propor uma estratégia de terapia multialvo de
natureza inovadora e eficaz, destinada ao tratamento do cancer de mama, com o intuito
de otimizar a eficacia terapéutica e mitigar os efeitos adversos associados.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de dados

Foi utiizada a base de dados do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais, da UNESP, para selecionar estruturas
tridimensionais referentes a compostos bioativos encontrados nos estados da
Amazobnia Legal brasileira, que integra os estados do Amazonas, Acre, Amapa,
Maranhao, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins (PILON et al., 2017).

Para a coleta de informacdes referentes as proteinas com potencial terapéutico
foi utilizada a base de dados Uniprot (disponivel em https://www.uniprot.org/), onde
foram selecionadas estruturas tridimensionais de proteinas cuja relagdo com a
progressao tumoral ja € amplamente documentada: Receptor tirosina-proteina quinase
(HER2), Receptor de Progesterona (PGR) e Receptor de Estrégeno (ESR1) (UNIPROT,
2023).

Edicado das estruturas tridimensionais das proteinas

Os modelos tridimensionais das proteinas foram editados utilizando o software
Discovery Studio Visualizer 4.5 para remogdo de moléculas de agua e outros
compostos, além de subunidades e/ou coépias que eventualmente estivessem
integrando o modelo e que pudessem interferir nas simulagdées de interagdo. Foram
também anotadas as coordenadas necessarias para a simulacdo com ligantes
(STUDIO, 2008).

Predicao da interagao entre estruturas tridimensionais

As interacdes entre as estruturas tridimensionais dos compostos bioativos e as
proteinas selecionadas foram simuladas utilizando o software Vina Autodock. Contudo,
como essa etapa demanda tempo consideravel de trabalho, foi necessario desenvolver
um algoritmo que permitisse automatizar esse processo (TROTT; OLSON, 2010;
EBERHARDT et al., 2021).

A automatizacdo das simulacbes de interacdo foi realizada por um workflow
baseado em Python 3.11, além do software Vina Autodock para executar o docking
molecular de cada composto com cada proteina separadamente. O resultado da analise
foi entdo gravado em um arquivo .csv contendo os dados das interagdes ranqueadas
por ordem crescente de energia de interagcado (kcal/mol) (VAN ROSSUM; DRAKE,
2009).

Para confirmar os resultados das simulagdes automatizadas, foi realizado um
docking individual para cada um dos compostos com melhor energia de afinidade,
utilizando o software PyRx. Essa nova simulagao foi comparada com a interagao dos
alvos com outros ligantes ja conhecidos na literatura.

Analises estatisticas
As normalidades dos dados foram verificadas referentes a energia de interagéo e
a homogeneidade das variancias desses dados foram verificadas por meio dos Testes
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de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, respectivamente. As diferengas entre as energias
de interagcdo registradas para cada alvo foram verificadas pelo teste ANOVA com
andlise Post Hoc de Bonferroni. Todas as anadlises estatisticas foram realizadas
utilizando a plataforma R (RSTUDIO TEAM, 2020).

Analise farmacocinética

Os compostos com melhor energia de interacdo foram entdo submetidos a
analise farmacocinética utilizando a ferramenta pkCSM (PIRES et al., 2015), baseada
em modelos de aprendizagem de maquina treinados com dados experimentais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionadas 678 estruturas tridimensionais anotadas na base de dados
NUBBE, referentes aos compostos bioativos encontrados nos estados da Amazénia
Legal brasileira. Destes compostos, 428 sao do Amazonas, 167 do Para, 29 do Mato
Grosso, 20 do Maranhao, 15 do Amapa, 13 do Acre e 6 do Tocantins. Os estados de
Rondénia e Roraima, também pertencentes a Amazdnia Legal brasileira, nao
apresentaram estruturas anotadas na referida base de dados (Figura 1). Realizou-se a
simulacdo da interagcdo dessas estruturas separadamente com as proteinas HER2,
PGR e ESR1.

FIGURA 1. Distribuicdo dos compostos bioativos
entre os estados da Amazobnia Legal.
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Fonte: Autores (2023).

A automatizagdo das simulagbes de interacdo foi realizada por um workflow
baseado em Python 3.11, utilizando as bibliotecas “os”, “re”, “pathlib”, “pyautogui”, “time”
e “tkinter”, além do software “Vina Autodock”. O codigo do workflow encontra-se
disponivel em https://github.com/robertoaabfilho/bot_vina.git. O resultado da analise foi
entdo gravado em um arquivo .csv contendo os dados das interagdes ranqueadas por

ordem crescente de energia de interagao (kcal/mol).
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FIGURA 2. Perfil da energia de interagao observada entre os compostos bioativos e as

proteinas
alvo.
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Fonte: Autores (2023).

A energia das interagbes apresentou media de -6,69+0,97 kcal/mol com mediana
de -6,7 kcal/mol. O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov mostrou que os
valores de afinidade n&o apresentam distribuicdo normal para nenhum dos alvos
analisados (p<0,05). O teste de homogeneidade de variancias de Levene mostrou que
os dados néo apresentam variancias homogéneas para nenhum dos alvos analisados
(p<0,05). O teste ANOVA e a analise Post Hoc de Bonferroni mostraram que ha
diferenca significativa entre os alvos quanto aos valores de energia de interacéo
(p<0,05).

A partir desses dados, constata-se que o composto Gnetin-E (NuBBE_1967),
isolado das plantas Gnetum schwackeanum (Manaus-AM) e Gnetum leybodii; (Belém-
PA), apresentou alta energia de interacdo com todas as proteinas selecionadas: -10,2
kcal/mol com ESR1, -9,7 kcal/mol com HER2 e -9,1 kcal/mol com PGR. O composto
Gnetin-C (NuBBE_1966), também isolado do género Gnetum sp, apresentou alta
energia de interacdo com a proteina HER-2 (-9,4 kcal/mol). Estudos farmacoldgicos
mostram que os estilbenos, classe quimica dos compostos produzidos pelo género
Gnetum sp, possuem diversas atividades como efeitos anticancerigenos,
antimicrobianos, antioxidantes, anti-inflamatoérios, antidegenerativos, antidiabéticos,
neuroprotetores, antienvelhecimento e cardioprotetores (TEKA et al., 2022).
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FIGURA 3. Resultado dos compostos com melhor energia de interagao para cada
alvo.
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Fonte: Autores (2023).

O composto (2R,3R,4S) - 2,3 - Dimethyl - 4 - (p - hydroxyphenyl - 6 -
hydroxytetralin (NuUBBE_1647), isolado da planta Iryanthera grandis (ltaituba-PA), e o
composto lupeol cinnamate (NuBBE_437), isolado da planta Himatanthus sucuuba
(Santarém-PA), apresentaram alta energia de interagdo com ESR1 (ambos com -10,3
kcal/mol). O latex e folhas de Himatanthus sucuuba séo utilizados como antitumoral,
antifungico, antianémico, vermifugo e no tratamento de gastrites e artrites. Ja a infusao
feita a partir da casca do caule dessa planta tem sido usada para tratamento de
tumores, furunculos, edemas, artrites e ainda como vermifugo e laxativo (AMARAL et
al., 2007).

O composto Limonin (NuBBE_1160), isolado da planta Hortia oreadica
(Itacoatiara-AM) e Euxylophora paraensis (Marituba-PA), apresentou alta energia de
interacdo com HER2 (-9,5 kcal/mol). A limonina tem um amplo espectro de efeitos
farmacologicos, incluindo propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e
analgésicas, antibacterianas e antivirus, antioxidantes e de protecdo hepatica. No
entanto, a limonina também demonstrou causar hepatotoxicidade, toxicidade renal e
danos genéticos. Além disso, a limonina também tem impactos complexos nas enzimas
metabdlicas hepaticas. Hortia oreadica é popularmente utilizada como antipirético,
substituto da quina, como ténico e estomacal (FAN et al., 2019; PORTELA et al., 2020).

O composto 2' - Hydroxy - 7 - methoxy - 45" - methylenedioxyflavan
(NuBBE_1777), isolado da planta Iryanthera juruensis (Manaus-AM), que tem sido
associada a tratamentos contra infecgdo fungica, estomatite aftosa, sarna, feridas e
alteracdes no estado do SNC, apresentou alta energia de interagdo com PGR (-9,1
kcal/mol) (MORAIS et al., 2009).
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Apesar do composto 1 - hydroxyrutaecarpine (NuBBE_1067), isolado da planta
Spiranthera odoratissima, ter apresentado boa energia de interagéo para o receptor de
progesterona, ndo foi selecionado por causa de sua procedéncia (Cuiaba-MT), nao
estando mais dentro do bioma Amazoénico.

A simulacao de interacao das proteinas ESR1 e PGR com seus alvos naturais
(estrogénio para ESR1 e progesterona para PGR) revelou uma energia de interagao
menor que a observada entre essas proteinas e os alvos encontrados nessa pesquisa
(-9,0 kcal/mol para ESR1 e -8,1 kcal/mol para PGR). Nao foi possivel simular a
interacao da proteina HER2 com seus alvos utilizando a ferramenta Vina Autodock.

A anadlise farmacocinética dos seis compostos baseou-se em parametros
relacionados com Absorgao (A), Distribuicdo (D), Metabolismo (M), Excrecéo (E) e
Toxicidade (T) e revelou o seguinte:

A. Todos os seis compostos possuem boa absorgao tanto intestinal quanto cutanea.

D. Os resultados da distribuicdo mostraram que nenhum dos compostos apresentaram
boa distribuicdo no plasma sanguineo, o que poderia comprometer a administragao
oral. Os dados referentes a permeabilidade ao Sistema Nervoso Central mostraram
que somente os compostos Gnetin-C e Gnetin-E n&o apresentaram boa
permeabilidade ao SNC, o que poderia ser confirmado com testes in vitro usando
células do SNC.

M. A andlise do metabolismo revelou que os compostos poderiam interagir com a
isoforma 3A4 do citocromo P450, responsavel pelo metabolismo de muitos
medicamentos.

E. Os dados referentes a excregdo mostraram que todos os compostos possuem baixa
taxa de excrecgdo pelos rins, o que poderia influenciar nas concentragdes a serem
administradas.

T. Nenhum dos compostos apresentou hepatotoxicidade ou toxicidade cutanea
elevadas.

Questao problema

O cancer de mama possui 4 classificagbes: tumores luminais A e B, que se
caracterizam pela superexpressdo de receptores hormonais; o tumor HER-2 positivo
que ocorre quando a proteina aparece em excesso no tumor; e o tumor HER-2
negativo, que nao tem ambos receptores hormonais e nem a proteina. O cancer de
mama HER2-positivo € uma forma da doenga que surge devido a amplificagdo do gene
HER2, resultando em um excesso de produgdo da proteina HERZ2 nas células
cancerigenas. Isso ocorre independentemente da presenga de receptores hormonais
nas células. Os tratamentos para cancer de mama HERZ2-positivo incluem terapias
endovenosas, a titulo de exemplo anticorpos monoclonais, como trastuzumabe e
pertuzumabe, citando também o anticorpo conjugado trastuzumabe entansina (T-DM1)
(CIRQUEIRA et al., 2011).

O cancer de mama Luminal A € o tipo mais comum, tendo a maior incidéncia em
mulheres jovens e sendo o tipo mais agressivo. O Luminal A é caracterizado por
tumores que geralmente sdo positivos para receptores hormonais, ou seja, receptores
de estrogénio e progesterona, e ndo apresentam expressao da proteina HER2 (HER2
negativo). Ademais, células cancerosas apresentam receptores hormonais, o que
significa que essas células sdo sensiveis a esses horménios femininos. Quando os

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer — Jandaia-GO, v.21 n.48; p. 202 2024



receptores sao ativados por estrogénio ou progesterona, as células tumorais tém maior
probabilidade de crescer e se multiplicar. Isso tem implicagdes importantes no
tratamento, uma vez que terapias que bloqueiam ou reduzem a agao desses
hormdnios, como terapia hormonal, podem ser eficazes no Luminal A. Esses tumores
tendem a crescer mais lentamente e sdo menos agressivos em comparagdo com outros
subtipos, o que geralmente resulta em um progndstico mais favoravel. O tratamento
principal para o cancer de mama Luminal A envolve terapia hormonal, como o
tamoxifeno ou inibidores de aromatase, além de cirurgia e radioterapia, tornando o
tratamento menos caro e invasivo, com uma taxa de recidiva mais baixa (ARNOLD et
al., 2022).

Por outro lado, o cancer de mama Luminal B também envolve receptores de
estrogénio e/ou progesterona positivos, mas com uma caracteristica adicional. As
células desse subtipo também costumam apresentar um alto indice de proliferacéo, o
que significa que elas se multiplicam mais rapidamente em compara¢gao com o Luminal
A, tornando-o mais agressivo. O tratamento para o Luminal B pode envolver uma
combinagdo de terapia hormonal, quimioterapia e terapias direcionadas, dependendo
das caracteristicas especificas do tumor e da paciente (HARBECK et al., 2014).

O cancer de mama triplo-negativo € caracterizado pela auséncia de receptores
hormonais (estrogénio e progesterona) e do receptor HER2. O tratamento tipico para
esse subtipo envolve cirurgia, quimioterapia e radioterapia, e a pesquisa esta em
andamento para desenvolver terapias direcionadas especificas para esse tipo de
cancer de mama (CIRQUEIRA et al., 2011).

CONCLUSOES

Conseguimos desenvolver o algoritmo de automacéao para a analise de interagao
entre os compostos bioativos e as proteinas alvo. Além disso, identificamos 6
compostos bioativos produzidos a partir da biodiversidade amazbénica com potencial
terapéutico para o tratamento do cancer de mama.

Como perspectiva de continuidade pretendemos desenvolver uma Inteligéncia
Artificial (IA), utilizando um algoritmo de machine learning, que seja capaz de
automatizar o processo de identificacdo dos compostos considerados ideais para a
aplicacao fitoterapica. Outrossim, temos a intencao de testar as proteinas alvo com os
ingredientes ativos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration). Ademais,
queremos levantar recursos para prosseguir com os testes in vitro na Universidade
Federal do Amazonas utilizando linhagens celulares derivadas de cancer de mama ja
comercializadas.
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