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RESUMO. A tangeritina é uma flavona antioxidante com efeitos anticancerigenos capazes de
inibir o desenvolvimento e a progressao celular cancerigena. Diante dessas propriedades e da
relevancia estatistica do cancer no sistema nervoso central de 11.490 casos a cada 100 mil
habitantes entre os anos 2023 e 2025, o estudo de compostos naturais aplicado aos tumores
cerebrais surge como uma abordagem promissora. Por apresentar um diagnostico e tratamento
precoce desafiadores, com ocorréncia de metéstases que representam a principal causa de
mortalidade, o meduloblastoma, cancer principalmente pediatrico, exige mais pesquisas
direcionadas ao desenvolvimento de novas terapias que possam diminuir 0s casos de metastases
e efeitos colaterais provenientes das terapias convencionais. As analises de rede de interacao
proteina-proteina (PPI) revelaram alvos terapéuticos como EGFR, AKT1, SRC, GSK3B,
PARP1, MMP9, PTGS2, MCL1 e ABCBL1. Apés a clusterizacdo, a docagem molecular da
proteina SRC confirmou que a tangeritina apresentou uma energia de ligagéo satisfatoria de -
6,33 kcal/mol e RMSD igual a 0O, indicando uma alta afinidade com o receptor. O
enriquecimento funcional das vias de sinalizagdo indicou a relevancia das vias EGFR-TKI,
PI3K-Akt, Carcinogénese quimica - espécies reativas de oxigénio, Via de sinalizacdo de
estrogénio, Via de sinalizagdo Ras, Via de sinalizagdo MAPK e Via de sinalizagdo FoxO. A
modulacdo dessas vias pela tangeritina pode sugerir uma abordagem terapéutica positiva na
reducdo da carcinogénese e na melhora da resposta & quimioterapia, sendo necessarios testes
laboratoriais que comprovem essa hipétese.

Palavras-chave: flavonas; tangeritina; meduloblastoma; farmacologia de rede; bioinformatica.

ABSTRACT. Tangeretin is an antioxidant flavone with anticancer effects capable of inhibiting
the development and progression of cancer cells. Due to these properties and the statistical
relevance of cancer in the central nervous system, with 11,490 cases per 100,000 inhabitants
between 2023 and 2025, the study of natural compounds applied to brain tumors emerges as a
promising approach. Due to the challenges in early diagnosis and treatment, with metastasis
being the leading cause of mortality, medulloblastoma, primarily pediatric, requires further
research focused on developing new therapies that could reduce metastasis cases and the side
effects of conventional therapies. Protein-protein interaction (PPI) network analyses revealed
therapeutic targets such as EGFR, AKT1, SRC, GSK3B, PARP1, MMP9, PTGS2, MCL1,
ABCBL. After clustering, molecular docking of the SRC protein confirmed that tangeretin
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presented a satisfactory binding energy of -6.33 kcal/mol and an RMSD of 0, indicating high
affinity with the receptor. Functional enrichment of the signaling pathways indicated the
relevance of the EGFR-TKI, PI3K-Akt, Chemical Carcinogenesis - ROS, Estrogen Signaling,
Ras Signaling, MAPK Signaling, and FoxO Signaling pathways. The modulation of these
pathways by tangeretin suggests a positive therapeutic approach in reducing carcinogenesis
progression and improving the response to chemotherapy, requiring laboratory tests to prove
this hypothesis.

Keywords: flavone; tangeretin; medulloblastoma; network pharmacology; bioinformatics.

INTRODUCAO

Os flavonoides sdo compostos naturais encontrados em uma variedade de alimentos,
como frutas, vegetais, chas e graos, conhecidos por sua ampla gama de beneficios a satde, pois
possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias que desempenham um papel essencial
na protecao contra danos celulares causados pelo estresse oxidativo e na redugédo da inflamacao
no organismo (Rodriguez-Garcia; Sanchez-Quesada; Gaforio, 2019). Além disso, estudos
epidemiol6gicos sugerem uma associacdo entre o consumo regular de flavonoides e a
diminuicdo do risco de desenvolvimento de véarias doencas cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e certos tipos de cancer (Panche; Diwan; Chandra, 2016).

Em relacdo a propriedades anticancer, as classes especificas de flavonoides, chamadas
flavonas, se destacam com a capacidade de modular a expresséo génica e interagir com enzimas
e proteinas especificas no organismo. Pesquisas sugerem que as flavonas controlam a
progressdo do ciclo celular, o estresse oxidativo, a angiogénese e as metastases, juntamente
com algumas vias moleculares que, em ultima anélise, previnem a progressao das doengas
(Khan et al., 2021).

Entre as flavonas que possuem caracteristicas anticancer descritas na literatura esta a
tangeritina. Ela é capaz de reduzir os niveis de glicose no sangue, inibir processos inflamatérios
e de oxidagdo e pode prevenir doengas cardiacas. Também se destaca em algumas desordens
neuroldgicas, incluindo a doenca de Alzheimer, epilepsia e doenca de Parkinson. Ela também
¢ associada a efeitos anticancerigenos na medicina tradicional chinesa, apresentando
capacidade de inibir o desenvolvimento e a progressdo de diversos tipos de células cancerigenas
(Arafa; Shurrab; Buabeid, 2021).

Diante dessas propriedades e considerando a importancia estatistica do acometimento
de céncer no sistema nervoso central da estimativa de 11.490 casos a cada 100 mil habitantes
entre os anos 2023 e 2025 (Santos et al., 2023), o estudo da tangeritina direcionado aos tumores
cerebrais mostra-se promissor. Em especial, merece destaque o meduloblastoma (MB), um
cancer principalmente pediatrico que se desenvolve no cerebelo ou tronco cerebral a partir de
células neuroepiteliais embrionarias. A classificacdo molecular estratifica este cancer em:
WNT, SHH, com ou sem gene TP53 mutado, e ndo WNT/ndo SHH, compreendendo os
subgrupos 3 e 4 (Farhan et al., 2020). O diagndstico e tratamento precoces de meduloblastoma
sdo desafiadores, e ha ocorréncia de metastases que se evidenciam ja no momento do
diagndstico, representando a principal causa de mortalidade, especialmente em pacientes com
alto risco. O tratamento padrdo consiste na resseccao cirurgica, seguida de terapia adjuvante
com radiacdo e quimioterapia (Liu et al., 2020). Por isso, promover pesquisas direcionadas a
novas alternativas terapéuticas € necessario para diminuir os casos de metastases e efeitos
colaterais provenientes das terapias convencionais.

Para tal investigacéo de interagédo tangeritina-meduloblastoma, a farmacologia de rede
é uma abordagem integrativa fundamental para acelerar o desenvolvimento de novas terapias,
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otimizando a eficacia dos tratamentos e minimizando os efeitos colaterais indesejados. Ao final,
alvos gerados pela farmacologia de rede podem ser analisados por técnicas de dindmica
molecular, fornecendo assim uma compreensdo detalhada das interagdes ligante-receptor,
crucial para o desenho eficaz de novos medicamentos e para uma apreciacdo geral dos
mecanismos de funcionamento celular (Pieroni et al., 2023).

O objetivo principal deste trabalho é empregar a farmacologia de rede para identificar
alvos terapéuticos potenciais da tangeritina no cancer cerebral meduloblastoma. Utilizando
abordagens integrativas de bioinformatica e analise de dados, busca-se mapear as interacdes
entre essa flavona com propriedades antitumorais e as vias moleculares relevantes no cancer.
Ao compreender as redes de interacdo molecular, espera-se identificar alvos especificos que
possam ser explorados no desenvolvimento de terapias mais eficazes e personalizadas contra o
cancer, contribuindo assim para avancos significativos na medicina de precisdo e no tratamento
dessa doenca.

METODOLOGIA

A metodologia da pesquisa para prospeccdo de compostos naturais como alternativas
terapéuticas seguiu critérios de apuracdo em banco de dados e analises em softwares
compativeis com critérios de viabilidade biol6gica que aumentassem a probabilidade das
inferéncias in silico serem compativeis com in vivo, para tal, um fluxo de trabalho foi
estabelecido como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Pipeline de farmacologia de rede para Meduloblastoma.
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Selecéo da flavona

Para prospeccao de compostos naturais como alternativas terapéuticas, considerando a
fisiologia do organismo humano, primeiro foi necessario avaliar os critérios de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do (ADME) da molécula no corpo. O SwissADME (Daina;
Michielin; Zoete, 2017) foi o site utilizado para realizar esse tipo de analise in silico da
tangeritina no meduloblastoma. A estrutura quimica SMILES da flavona foi obtida na
plataforma PubChem (Kim et al., 2023), bem como suas estruturas 3D que foram (teis para a
docagem molecular posterior. Em seguida, essas estruturas foram submetidas ao SwissADME
que retornou os resultados das propriedades fisico-quimicas da tangeritina. Se a molécula ndo
apresentar absorcdo gastrointestinal alta e permeabilidade a barreira hematoencefalica foi
desconsiderada para as analises subsequentes.

Busca por alvos da flavona

Os genes-alvo relacionados a tangeritina foram previstos utilizando o banco de dados
SwissTargetPrediction (Daina; Michielin; Zoete, 2019) utilizando a estrutura SMILES. Genes
com probabilidade inferior a 0,0 foram desconsiderados.

Busca por alvos do meduloblastoma

Os alvos associados ao cancer foram pesquisados em trés bancos de dados, incluindo o
banco de dados GeneCards v5.2 (Stelzer et al., 2016), que fornece informacGes abrangentes e
de facil utilizacdo sobre todos os dados humanos anotados; o banco de dados OMIM (Amberger
et al., 2009) um compéndio abrangente e confiavel de genes humanos e fendtipos genéticos; e
a base de dados PharmGKB (Whirl-Carrillo et al., 2012) que organiza conhecimentos sobre o
impacto da variacdo genética na resposta a medicamentos para clinicos e pesquisadores. Os
dados coletados foram filtrados por aqueles associados a doenca e com endereco do gene
incluidos em seu titulo. Finalmente, os alvos de cada banco de dados foram mesclados e
rotulados como alvos relacionados aos Meduloblastoma.

Construcao e analise da rede de interacdo proteina-proteina (PPI)

Para construcdo da rede tangeritina-meduloblastoma, os genes alvos foram unidos e
depois intersectados, sendo considerados os potenciais alvos terapéuticos. A lista foi submetida
ao STRING v12.0 (Szklarczyk et al., 2023), um banco de dados que integra todas as associa¢des
conhecidas e previstas entre proteinas, incluindo interagdes fisicas e funcionais. A rede de
interacdo proteina-proteina (PPI) dos potenciais alvos terapéuticos foi construida selecionando
a espécie Homo sapiens e a confiabilidade média > 0,4. Posteriormente, a rede PPI foi analisada
usando o software Cytoscape v3.8.0 (Shannon et al., 2003) para obter parametros de topologia
dos nos, que sdo as proteinas da rede, incluindo valor de Degree (grau), valor de centralidade
de intermediacdo (BC) e valor de centralidade de proximidade (CC). O Degree indica 0 nimero
de conexdes realizadas por um no focal e € comumente utilizado para avaliar a importancia do
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no nas redes. Analogo ao primeiro, BC e CC sdo medidas da importancia de um né em uma
rede com base em sua capacidade de interagir com outros n6s da rede ou atuar como uma ponte
para o fluxo de informac®es entre as outras proteinas. Depois de cortar cada uma das métricas
(Degree, BC e CC) com sua mediana correspondente e intersectar esses genes, um gene foi
considerado “gene hub” se ele estivesse na intersec¢do de cada uma das métricas citadas apos
uma filtragem dupla com esses mesmos critérios. O plugin MCODE foi utilizado para
clusterizagdo de modulos da rede PPI, selecionando o cluster com score igual ou maior que 6.
Os clusters funcionam como comunidades de nds com um maior grau de interconexdo em
relacdo a toda a rede, podendo representar modulos funcionais especificos e/ou complexos de
proteinas (Casotti et al., 2022).

Verificagdo com docking molecular

Para analisar a relacdo receptor-ligante, uma abordagem de dinamica molecular foi
aplicada. Os genes utilizados para a docagem foram selecionados ap6s a clusterizacao das redes.
Dentro de cada cluster, os genes com o maior valor de degree foram considerados os receptores
mais importantes da rede e selecionados para a docagem. O banco de dados Protein Data Bank
(PDB) (Berman, 2000) foi utilizado para curadoria de estruturas que j& foram resolvidas
experimentalmente com estrutura 3D da proteina com informacdes de ligantes de moléculas
pequenas, organismo fonte Homo sapiens, resolucdo de refinamento entre 2A e 3A e sequéncia
de aminoéacidos com identidade de 100%. O Discovery Studio (DS) v24.1.0.23298 (Systémes,
2024) foi utilizado para encontrar o sitio ativo das proteinas e para o docking e redocking
utilizou-se o AutoDock v4 (Morris et al., 1998) na interface grafica AutoDockTools (ADT)
v1.5.7 (Sanner, 1999). Se 0 gene ndo apresentasse um inibidor no arquivo PDB, utilizou-se o
site KVFinder-web (Guerra et al., 2023) para prever as cavidades e possiveis regides do sitio
ativo. O arquivo gerado foi visualizado pelo software UCSF ChimeraX v1.8 (Meng et al., 2023)
e 0s aminoacidos da ligacdo foram analisados pelo DS. Os resultados com o melhor ranking de
energia de ligacdo foram qualificados seguindo critérios apresentados na literatura de que
quanto mais negativa, maior a afinidade entre o ligante e a proteina, indicando uma ligagao
mais favordvel com maior probabilidade de se ligar de maneira estavel ao alvo (Mendonca,
2020).

Enriquecimento funcional

Todos os potenciais alvos terapéuticos foram submetidos a analise de enriquecimento
funcional via Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) através do banco de dados DAVID
v2024g2 (Huang; Sherman; Lempicki, 2009b, 2009a) e de vias metabdlicas Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes v112.0 (KEGG) (Kanehisa et al., 2023) através do banco
de dados ShinyGO v0.8 (Ge; Jung; Yao, 2020) para identificar as vias associadas e 0s termos
GO relacionados, incluindo aqueles nas categorias de processo biologico (BP). Foi considerado
o corte de false discovery rate (FDR) < 0,05 para o processo/via ser considerado(a)
significativo(a).

(5]
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Compostos e alvos relacionados a tangeritina

A flavona tangeritina foi evidenciada com atividade anticancer atraves de literatura
relevante e foi selecionada para analise da sua acao contra o cancer meduloblastoma. Usando a
ferramenta SwissADME, a tangeritina foi validada como possivel composto terapéutico devido
a alta absorcdo gastrointestinal (GI) e por apresentar permeabilidade a barreira
hematoencefélica (BHE), fatores essenciais para farmacos conseguirem efetuar a atividade
terapéutica desejada no sistema nervoso central.

Os potenciais genes alvos da flavona foram previstos usando o banco de dados
SwissTargetPrediction. Ao remover quaisquer dados duplicados, um total de 104 alvos
relacionados ao composto ativo foi obtido.

Alvos terapéuticos potenciais da tangeritina usada no tratamento do MB

Utilizando “meduloblastoma” como palavra-chave, 0s genes alvos deste cancer foram
pesquisados e um total de 2.215 alvos foram obtidos ao remover duplicacdes, incluindo 2.115
do GeneCards, 101 do OMIM e 1 do PharmGKB. Ao realizar a intersecgdo dos alvos
relacionados a tangeritina e ao meduloblastoma, 52 alvos comuns foram identificados e
considerados potenciais alvos para o tratamento do MB.

Visualizacdo e andlise de rede PPI

O banco de dados STRING foi usado para analisar a relagéo entre 52 alvos terapéuticos
potenciais. O software Cytoscape foi usado para a visualizagdo da rede PPI. De acordo com a
visualizacdo, a rede PPI incluiu 51 nés e 322 arestas, e 0 grau médio do no foi 12,6. A proteina
GRK®6 ndo constitui parte da rede e por isso ndo foi contada. Os nds representam as proteinas
individuais, enquanto as arestas representam as conexdes entre as proteinas. Quanto maior o
valor do grau, mais significativo o papel da proteina na rede. Para filtrar os “genes hubs”, uma
dupla filtragem foi realizada Apos a filtragem usando os critérios citados, 9 “genes hub” (Figura
2) foram identificados: ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 (ABCB1), AKT
Serine/Threonine Kinase 1 (AKT1), MCL1 Apoptosis Regulator (MCL1), Matrix
Metallopeptidase 9 (MMP9), Poly(ADP-ribose) Polymerase 1 (PARP1), Glycogen Synthase
Kinase 3f (GSK3B), SRC Proto-oncogene, Non-receptor Tyrosine Kinase (SRC),
Prostaglandin-endoperoxide Synthase 2 (PTGS2) e Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR). Esses genes tém parametros de topologia de rede superiores, como grau, BC e CC, e,
portanto, sdo considerados alvos principais nas redes PPI. Esses genes codificam proteinas e
estdo envolvidos em varios processos de regulacdo bioldgica (Tabela 1).
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Figura 2 - Sele¢do dos “genes hubs” Tangeritina-Meduloblastoma: A variagdo do valor de degree estd
representada pelo gradiente de cor em que as cores mais claras representam os menores degrees e as cores mais
escuras, 0s maiores valores, variando de 1 a 32. Uma dupla sele¢éo foi realizada objetivando um nimero mais
especifico de “genes hub”. A mediana foi a métrica de corte para cada um dos parametros Degree, CC e BC e 0s
genes correspondentes foram intersectados. Esse processo foi realizado duas vezes, originando os 9 genes finais.

Mediana Mediana
Degree > 10 Degree > 20
CC>285 n €C>34.333
BC > 18.97956 BC > 60.22559

Degree

Degree

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 1 - Descri¢o dos “genes hub” da rede PPI para 0 meduloblastoma.

Genealvo Degree Closeness  Betweenness Familia Fungdo Molecular - UniProtKB/Swiss-
Centrality ~ Centrality (GeneCards) Prot
EGFR 32 41 234.7207 Superfamilia de
proteinas Codifica uma tirosina quinase de receptor que se
quinases. liga a familia EGF, ativando vérias cascatas de

sinalizagdo para mediar respostas celulares
especificas. Induz dimerizacdo do receptor e auto
fosforilagdo  de  residuos  citoplasmaticos
essenciais, recrutando proteinas adaptadoras como
receptor de EGF. GRrp2 e ativando vias como RAS-RAF-MEK-
ERK, PI3K-AKT, PLCy-PKC e STATs. Regula
positivamente a migracéo celular.

Proteinas tirosina-
quinases.
Subfamilia do

AKT1 31 40.33333  210.49036 Superfamilia de
proteinas Codifica uma proteina envolvida na proliferacéo,
quinases. sobrevivéncia, crescimento e angiogénese,

inibicdo da apoptose e modulacdo da sintese
proteica via ativagdo da via mTORCL1. Influencia
a transcricdo de genes dependentes de NF-kB, a
migracdo celular e a adesdo. Tem um papel
especifico na motilidade celular, regulando
atividades relacionadas ao citoesqueleto e ao
metabolismo celular.

Proteinas quinases
Ser/Thr AGC.
Subfamilia RAC.
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Genealvo Degree Closeness  Betweenness Familia Funcdo Molecular - UniProtKB/Swiss-
Centrality ~ Centrality (GeneCards) Prot
SRC 29 39.33333 274.98674 Superfamilia de  Codifica uma proteina envolvida na participagéo
proteinas de vias de sinalizagdo que regulam transcri¢éo
quinases. génica, resposta imune, adesdo celular, ciclo

celular, apoptose e migracdo. Isoformas tém
atividades distintas, com algumas apresentando
maior atividade basal e outras influenciando
processos como elongagdo de neurdnios e
regeneracdo epitelial.

Proteinas tirosina-
quinases.
Subfamilia SRC.

GSK3B 27 38.33333  160.73869 Superfamilia de  Codificagfo de uma proteina quinase ativa que
proteinas atua como reguladora negativa em vérias vias de
quinases. sinalizacdo. Envolvida em processos de resisténcia

a insulina, neurogénese e vias antiapoptoticas, e

Proteinas quinases N ) Lo
regulacdo da homeostase da glicose, sinalizacéo da

de Ser/Thr via Wnt, fatores de transcricdo e dindmica de
CN,IC_;C' microtibulos. Desempenha um papel importante
Subfamilia GSK- 5 regulacdo do relégio circadiano e apoptose
3. celular.
PARP1 27 38 168.55823 ARTD/PARP  Codifica uma enzima  poli(ADP-ribose)

polimerase, fundamental para a reparacdo de
quebras no DNA, onde desempenha um papel
central no processo de poli-ADP-ribosilagéo,
modulando a estrutura da cromatina e facilitando
o recrutamento de fatores de reparo. Também atua
na regulacdo da transcri¢do, apoptose, resposta a
estresse e sinalizagdo inflamatdria, além de
participar na modulacdo do ciclo circadiano e
adipogénese. Em condicdes de estresse celular,
como danos extensivos ao DNA, pode promover
apoptose mediada por AIFM1, especialmente
quando clivada por caspases, direcionando a célula
para a morte programada e prevenindo mutagoes e
danos irreparaveis (8b).

MMP9 26 37.83333 119.6448 Peptidase M10A Codificagdo de uma metaloproteinase de matriz,
que desempenha um papel na proteélise local da
matriz extracelular e na migragdo de leucécitos. E
responsavel pela clivagem de vérias proteinas,
como o KiSS1 e o NINJ1, além de colagenos tipo
IV e V, gerando fragmentos especificos.

PTGS2 24 36.66667 111.45282 Prostaglandina  Codifica uma proteina conhecida ciclooxigenase-
G/H sintase. 2, atua como uma dual ciclooxigenase (COX) e
peroxidase no caminho biossintético dos
prostanoides, que sdo mediadores lipidicos
importantes na resposta inflamatéria. Sua
atividade COX oxida o acido araquidénico (AA)
para gerar 0 PGG2, que é reduzido a PGH2,
precursor de prostaglandinas e tromboxanos.
Producgdo de mediadores especializados durante a
neuro inflamacéo, contribuindo para a regulagdo
de células micrdglias.
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Closeness  Betweenness Familia Func&o Molecular - UniProtKB/Swiss-
Genealvo  Degree Centrality  Centrality (GeneCards) Prot
MCL1 24 36.33333  112.09796  Peptidase M10A Codifica uma proteina envolvida na

regulacio da apoptose e da sobrevivéncia
celular, mediando seus efeitos por meio de
interacdes com diversos reguladores da
apoptose, onde a isoforma 1 inibe a apoptose
e a isoforma 2 a promove.

ABCB1 21 35 94.88973 Superfamilia dos Translocagdo de farmacos e fosfolipidios
transportadores  através da membrana. Atua como uma bomba
ABC. Familia  de efluxo dependente de energia, responsavel
ABCB. pela diminui¢do da acumulacdo de
Subfamilia medicamentos em células resistentes a
exportadora de  mdltiplos farmacos.
resisténcia a
maltiplos
farmacos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ressalta-se a importancia do gene MCL1 que codifica uma proteina anti apoptdtica.
Sua isoforma 1 aumenta a sobrevivéncia celular ao inibir a apoptose, enquanto as isoformas 2
e 3 promovem a apoptose a morte celular (NCBI: 4170), envolvidos na inflamacéo e mitogénese
(NCBI: 5743). Importante também salientar especificamente as fun¢des do gene ABCBL1, que
codifica uma proteina envolvida na resisténcia a multiplos farmacos e que também funciona
como um transportador na barreira hematoencefalica (NCBI: 5243).

O plugin MCODE foi usado para a analise de cluster de grupos de proteinas, e trés
modulos de cluster foram obtidos (Figura 3), considerou-se como relevante o cluster que
apresentou score maior que 6. As proteinas ABCB1, SRC, MMP9, MCL1 deste cluster 1 (C1)
apresentam maior nimero de degree entre as proteinas desta rede, indicando que podem
influenciar significativamente os efeitos da tangeritina contra MB. Analisando 0s processos
bioldgicos possivelmente regulados pelo C1, evidenciam-se principalmente a regulacéo
positiva da migracdo celular (GO:0030335), regulacdo negativa da apoptose (GO:0043069),
regulacdo da resposta ao estresse (GO:0080134) e metabolizacdo do fosfato (GO:0019220),
resposta celular ao estresse quimico (GO:0062197) e resposta ao estresse oxidativo
(GO:0006979).

g


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5243
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030335
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http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0080134
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Figura 3 - Cluster dos mddulos de proteinas da rede PPI: A variacdo do valor de degree esta representada pelo
gradiente de cor em que as cores mais claras representam 0s menores degrees e as cores mais escuras, 0S maiores
valores, variando de 1 a 32. O MCODE gerou 3 grupos de cluster e apenas um correspondeu ao corte estabelecido
de score maior que 6.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Analises de enriquecimento

Gene Ontology (GO): Foi realizada analise de enriquecimento biologico via Gene
Ontology (GO) em termos de Processo Bioldgico (BP), Funcdo Molecular (MF) e Componentes
Celulares (CC). Os resultados foram obtidos considerando o corte FDR < 0,05. Observou-se
que para BP, houve 75 termos, entre eles a regulacdo positiva da proliferagdo da populacéo
celular (GO:0008284, FDR 0,0018), angiogénese (GO:0001525, FDR 0,0021), regulacdo
positiva da transcricdo pela RNA polimerase Il (GO:0045944, FDR 0,0024), transporte de
xenobioticos através da BHE (G0:1990962, FDR 0,0037), resposta celular ao estimulo de
progesterona (G0O:0071393, FDR 0,0047) e ao estimulo de estradiol (GO 0071392, FDR
0,0046), regulagdo positiva do processo apoptético (GO:004306, FDR 0,0055) e resposta
celular a espécies reativas de oxigénio (GO:0034614, FDR 0,0089). Para CC, obteve-se 12
termos dentre os principais estdo regido de teldmero do cromossomo (GO:0000781, FDR
0,0024), nucleo (GO:0005634, FDR 0,014) e membrana (GO:0016020, FDR 0,006). Para MF,
os termos obtidos foram 37, os mais relevantes incluem ligacdo a proteina fosfatase
(GO:0019903, FDR 0,001), atividade de estrogénio 16-alfa-hidroxilase (GO:0101020, FDR
0,002), atividade de transportador de efluxo transmembrana (GO:0015562, FDR 0,007),
atividade de transportador de xenobi6ticos do tipo ABC (G0O:0008559, FDR 0,007), atividade
de proteina serina/treonina/tirosina quinase (GO:0004712, FDR 0,028), atividade de ATPase
acoplada ao transporte transmembrana (GO:0042626, FDR 0,038), ligagdo a fator de
crescimento (G0O:0019838, FDR 0,038) e ligacdo a coativador de transcricdo (GO:0001223,
FDR 0,049). Todos esses processos demonstram uma relacdo com processos de oncogénese
importantes possibilitando inferir que a tangeritina atinge as respostas celulares e moleculares
relacionadas ao cancer.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG): Dentre as vias associadas, foram
selecionadas apenas vias ndo genéricas e ndo relacionadas a outras doencas (Grafico 1). E
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importante discutir sobre as vias que envolvem processos hormonais e vias de sinalizacéo que
estdo associadas ao estresse oxidativo e respostas inflamatorias e/ou de resisténcia a
quimioterapia. Merecem um foco especial na discussdo as vias: Resisténcia a Inibidores de
tirosina quinase EGFR (EGFR-TKI) (FDR 2,23E-11), Via de sinalizacdo PI3K-Akt (FDR
8,64E-11), Carcinogénese quimica - espécies reativas de oxigénio (FDR 2,88E-09), Via de
sinalizacdo de estrogénio (FDR 4,84E-07), Via de sinalizacdo Ras (FDR 7,02E-07), Via de
sinalizagcdo MAPK (FDR 2,95E-05) e Via de sinalizagdo FoxO (FDR 6,27E-05).

Gréfico 1 - Vias de enriquecimento funcional pelo KEGG para Tangeritina-Meduloblastoma

Resisténcia a inibidores de tirosina quinase EGFR @
Via de sinalizagdo VEGF @
Esteroidogénese ovariana @
Via de sinalizacao ErbB
Via de sinalizagao da prolactina
Expressao de PD-L1 e via de controle PD-1 no cancer ®
Transportadores ABC
Reparo por excisdo de bases
Carcinogénese quimica - adutos de DNA
Via de sinalizacao de estrogénio
Proteoglicanos no cancer
Maturagao de odcitos mediada pela progesterona
Secrecao de GnRH

&

Via de sinalizagdo HIF-1 &
Carcinogénese quimica - espécies reativas de oxigénio —‘ n?¢ Genes
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Via de sinalizagao do horménio tireoidiano @
Metabolismo de xenobiéticos pelo citocromo P450 ® 5.0
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Diferenciacdo de células Th17
Vias de neurodegeneragao em multiplas doengas

Vias Meduloblastoma + Tangeritina
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Fold Enrichiment

Fonte: Elaborado pelo autor.

A modificagdo da expressdo génica pelas ROS interfere na proliferacdo celular e
apoptose, por meio da ativacdo de fatores de transcrigéo, incluindo as vias MAPK, AP-1 e NF-
kB. A via NF-kB atua como um mensageiro secundario por fator de necrose tumoral e citocinas.
Um fator em comum € a participacdo das espécies reativas de oxigénio e do estresse oxidativo
na transformacdo neoplasica (Waris; Ahsan, 2006), processo sinalizado aqui como
Carcinogénese quimica - espécies reativas de oxigénio.

A via PI3K/AKT participa de diversos processos como transcricdo, traducéo,
proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia. A PI3K promove a sintese de fosfatidilinositol-
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3,4,5-trifosfato (PIP3) na membrana celular, que atua como um segundo mensageiro para a
ativacdo da proteina AKT, esta regula processos celulares fundamentais (Pathway: 04151).
Variagdes causadas pelo cancer na via PI3K podem estar envolvidas na resisténcia a
quimioterapia, pois a ativacdo anormal da via PI3K/AKT, juntamente com a transducdo de
alvos upstream e downstream, desempenha um papel crucial como responsavel pela resisténcia
a medicamentos em diversos tipos de neoplasias (Rascio et al., 2021). Essa via se relaciona
diretamente com a EGFR-TKI, que pode reduzir a atividade das vias downstream do EGFR por
meio da PI3K/AKT (Chang et al., 2003). O EGFR é frequentemente relacionado como
promotor oncogénico e a superexpressao estimula resisténcia a apoptose, progressdo da invaséo
e metéstase tumoral e atingir este gene e suas cascatas downstream, tais como fosfolipase C-y1
(PLC-y1), proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), fosfatidilinositol 3-quinase (P13K)
e transdutor de sinal e ativador da transcricdo (STAT), também enriquecidas pela anélise
Meduloblastoma-tangeritina, pode ser um alvo interessante no tratamento deste cancer
(Damare; Engle; Kumar, 2024).

Outra via influenciada pela PI3BK/AKT ¢ a via FoxO, cujo envolvimento ativo esta
relacionado a morte celular e sobrevivéncia. Os FoxOs sdo encontrados inativados ou perdidos
na maioria dos tecidos cancerigenos e estratégias que visem reativar sua atividade poderiam se
tornar uma abordagem promissora para o tratamento do cancer (Farhan et al., 2020).

Em relacdo ao enriquecimento de vias que interagem com horménios, vale discutir a via
de sinalizacdo de estrogénio. Ainda existe um debate sobre a influéncia dos estrogénios, classe
a qual pertence o estradiol, no meduloblastoma, sobre interferir ou ndo na resisténcia a
quimioterapia. O receptor ESR2 esté presente na via de sinalizacdo de estrogénio como mostra
a Figura 4, e para o MB j& foi encontrada uma forte relagdo entre a inibicdo deste receptor de
estradiol (E2) com diminuicdo da resisténcia a quimioterapicos citotoxicos. Os efeitos de
protecdo celular, em pacientes com MB e niveis elevados de atividades estrogénicas, exigiram
intervengdes mais agressivas para alcancar a cura (Belcher et al., 2017). A inatividade do ERS2
inibe o crescimento do tumor de MB e aumenta a apoptose in vivo (Cookman; Belcher, 2015).
Entretanto, alguns outros estudos associam a presenca do estradiol como um fator que ajuda no
controle da progressao do tumor e na maior atividade de apoptose (Zannoni et al., 2016). Este
dado corrobora com estatisticas que mostram o sexo masculino como fator de risco para o
meduloblastoma. Uma analise metaboldmica feita por Huang et al., em 2023, revelou que, das
quatro vias altamente significativas na analise funcional, uma delas é a biossintese de
hormdnios esterdides, sugerindo que ha influéncia desta via na patogénese deste cancer, mas
n&o especifica os processos em niveis moleculares. E imprescindivel enfatizar que as diferencas
hormonais entre os sexos dependem da idade, o cancer aqui discutido € majoritariamente
pediatrico atingindo criancas de 1 a 16 anos (Dressler et al., 2017), e as mulheres apresentam
uma vantagem de sobrevivéncia apenas em criangas com mais de 3 anos ou em adultos (Curran
et al., 2009), as diferengas significativas entre 0s sexos so sdo observadas em idade maior ou
igual 4 anos. Em criancas com menos de 3 anos 0s niveis médios de estradiol sdo semelhantes
entre os sexos (lkegami et al., 2001). O maior desafio dessas pesquisas aqui citadas esta na
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quantidade limitada da amostra com pouca heterogeneidade de idade e subtipo de MB para que
assim as diferencas hormonais sejam mais bem esclarecidas.

A cascata proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) é extremamente complexa
relacionada principalmente com a transducdo de sinais e pelo menos quatro grupos sao ativados
pelas MAPK: 1) quinases relacionadas ao sinal extracelular (ERK)-1/2 sdo reguladas por
MEK1/2; 2) quinases amino-terminais Jun (JNK1/2/3) por MKK4/7; 3) proteinas p38
(p38a/B/y/d) por MKK3/6; 4) ERK5 por MEKS (Pathway: hsa04010). Ao compararem uma
linhagem de MB com metéstase e uma sem metastase, foi possivel observar, por ensaios in
vitro, que o fator de crescimento derivado de plaquetas a (PDGFa) aumenta a migragdo do
meduloblastoma e eleva a fosforilacdo downstream de algumas proteinas da cascata MAPK,
inibindo essas proteinas hd uma inibicdo e prevencdo da migracdo celular das células
cancerigenas, sugerindo que ha um papel da PDGFRA e da via de sinalizacdo RAS/MAPK na
metastase do meduloblastoma (MacDonald et al., 2001). A via RAS é intrinsecamente
relacionada a MAPK (Figura 4). As proteinas Ras transduzem sinais de fatores de crescimento
extracelulares por meio de ciclos entre GDP e GTP, regulada por fatores de troca de
nucleotideos de guanina (GEFs) e proteinas ativadoras de GTPase (GAPs) (Pathway:
hsa04014).

Verificacdo de docagem molecular

Apos a clusterizacdo dos mddulos das proteinas, considerando o valor de maior degree,
a SRC apresentou o0 maior valor com degree igual a 29. Com o objetivo de analisar a efetividade
da acdo da tangeritina neste cancer do SNC, a docagem molecular € uma abordagem de
bioinformatica que auxilia na predi¢éo da energia de ligacdo entre o receptor e o ligante, quanto
menor, melhor sera a ligagdo da docagem molecular (Junior; Dr. Arlan, 2019). Apesar do estudo
dos efeitos antioxidantes dos compostos contra o cancer ainda estar progredindo, durante o
processo de tumorigénese, as células cancerigenas precisam lidar com o estresse oxidativo em
varias etapas, incluindo a iniciagdo, o desprendimento da matriz, a passagem pela circulagdo e
nos casos de recidiva apés o tratamento (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew, 2020). Portanto,
devido as propriedades presentes nas flavonas de prevenir o estresse oxidativo, pode-se predizer
que, ao interagirem com as proteinas que regulam a progressao das células cancerigenas ou que
protegem o ciclo celular normal, poderdo apresentar efeitos terapéuticos contra o cancer.

Apdbs os testes de docagem molecular com a proteina SRC (PDB ID: 2H8H), a
tangeritina apresentou energia de ligagéo de -6,33 kcal/mol e RMSD igual a 0, oferecendo um
resultado satisfatorio (Figura 5). A estabilidade das ligacBes também depende do tipo de
interacdo entre os aminoacidos do gene e o composto. A ligacao de hidrogénio acontece entre
um atomo de hidrogénio de uma molécula com atomos muito eletronegativos, como nitrogénio,
oxigénio e flior. E um tipo de interacdo mais intensa e a mais importante em sistemas
bioldgicos (Borges, 2019). As interacdes de van der Waals acontecem entre as moléculas
devido a “flutuagdes” temporarias na distribui¢do eletronica dos 4&tomos. Quanto maior forem
as interacOes de van der Waals, mais indica que a estrutura do ligante possui um maior nimero
de grupos volumosos (Chhajed et al., 2010). J& nas ligacGes Pi-Alkyl, ha interacdo de elétrons
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sobre um grupo aromatico e um grupo de elétrons de qualquer do grupo Alkyl gerando ligacdes
do tipo hidrofobicas (Alencar et al., 2022). Como é possivel observar na figura 5, ha uma
quantidade satisfatoria de ligacdes de van der Waals na docagem SRC-tangeritina e 14
aminoacidos em comum com o ligante original. No redocking com o inibidor Saracatinib,
apresentou-se uma energia de ligacdo de -9,44 kcal/mol. Essas diferencas na quantidade de
energia de ligacdo podem indicar uma preferéncia da tangeritina pelo mesmo sitio de ligagéo,
mas ndo um bloqueio total.

Figura 4 — Simplificacdo das vias de sinalizagdo obtidas pelo KEGG: A — Via de sinalizagdo do
estrogénio (map: hsa04915); B — Relacdo entre via Ras e via MAPK (map: hsa04014).
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Figura 5 - Docagem molecular SRC-Tangeritina e aminoacidos envolvidos: A) Estrutura 3D da proteina SRC
com os ligantes localizados no provavel sitio de ligagdo, em azul esta o ligante original e em rosa esta indicada a
tangeritina; B) Estrutura quimica 3D e 2D do ligante inibidor original Saracatinib e aminoacidos (aa.) da ligagdo
SRC-Saracatinib; C) Estrutura quimica 3D e 2D do ligante Tangeritina e aminoacidos da ligagdo SRC-Tangeritina;
D) Comparag&o entre os aa.de cada docagem.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

CONCLUSAO

A aplicacdo da farmacologia de rede evidenciou o potencial terapéutico da tangeritina
contra 0 MB. A partir do SwissADME foi possivel predizer que esta flavona apresenta alta
permeabilidade a barreira hematoencefalica e boa absor¢édo gastrointestinal. A anélise de rede
PPI dos 52 alvos finais revelou genes-alvos cruciais, como os nove “genes hub”: EGFR, AKT1,
SRC, GSK3B, PARP1, MMP9, PTGS2, MCL1, ABCBL1. O cluster principal indicou a SRC
como melhor alvo terapéutico e a docagem molecular indicou a possivel interacao da tangeritina
com a SRC apresentando a energia de ligacdo de -6,33 kcal/mol e RMSD igual a 0, e 0
compartilhamento parcial de aminoacidos com o ligante original pode sugerir uma preferéncia
pelo sitio de ligagcdo. Estes resultados reforcam que a tangeritina, por ter propriedades
antioxidantes e capacidade de modulacéo de vias de sinalizacdo, como EGFR-TKI, PI3K-Akt,
Carcinogénese quimica, Estrogénio, Ras, MAPK e FoxO, possui um potencial inibi¢do de vias
tumorais e pode promover respostas celulares que limitam a progressdo do cancer. Essas
evidéncias abrem caminho para futuras investigac@es in vitro e in vivo, que podem confirmar a
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eficécia da tangeritina contra o cancer e contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
oncologicas mais eficazes e seguras na area pediatrica.
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