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RESUMO

Os cogumelos apresentam uma grande diversidade na sua composi¢do quimica, quer de
compostos de alto peso molecular, quer compostos de baixo peso molecular (LMW-“Low Molecular
Weight”). Devido a sua composi¢do quimica os cogumelos apresentam inumeras bioactividades,
incluindo: atividade antioxidante, antitumoral, antimicrobiana entre outras. A atividade antitumoral de
cogumelos tem sido associada a presenca de polissacarideos nos cogumelos, no entanto ha uma crescente
base de conhecimento que mostra que compostos LMW também tem um papel essencial na atividade
antitumoral de diferentes espécies de cogumelos. Neste trabalho comegou-se por realizar uma pesquisa
bibliografica, de forma a selecionar compostos LMW, presentes em diferentes espécies de cogumelos e
associados de alguma forma a uma atividade antitumoral. No total selecionaram-se 115 compostos que
formaram a nova biblioteca LMW 2.0, que foi cuidadosamente preparada para estudos in silico.

Em uma segunda parte do trabalho foram realizados estudos de screening virtual da biblioteca
LMW 2.0 utilizando o software de docking molecular AutoDock 4.0, de forma a tentar estimar quais os
compostos da biblioteca que poderdo ser os melhores inibidores de 3 proteinas da familia Bcl-2: a Bel-2
(linfoma de célula B 2), a Bcl-XL (linfoma de células B extra grandes) e a MCL-1 (leucemia mieloide-1).
Estas proteinas foram escolhidas pois estdo envolvidas nas vias de sinaliza¢do da apoptose promovendo a
sua inibi¢do, sendo atualmente conhecidos alvos terapéuticos em processo tumorais. Assim este trabalho
teve como objetivo tentar identificar compostos LMW, presentes em cogumelos, que possam potenciar a
apoptose tumoral, interagindo com a familia Bcl-2 de proteinas anti-apoptdticas.

No geral a proteina MCL-1 parece ser mais sensivel aos compostos da biblioteca LMW 2.0, com
valores de Ki (constante de inibicdo) estimados mais baixos, variando entre 17,1 nM e 64,7 nM para os
dez melhores compostos. De seguida os melhores resultados foram obtidos para a Bcl-XL com valores
entre os 51,5 e 185,6 nM e finalmente os resultados menos interessantes foram da Bcl-2 com valores de Ki
entre 140,7 nM e 281 nM. Os compostos glicosilados apresentaram no geral uma melhor capacidade
inibidora estimada. A visualizagdo em detalhe das conformagdes de interagdo previstas mostra que a
melhor capacidade inibidora dos compostos glicolisados fica provavelmente a dever-se a interacdo da
glucose com alguns aminoacidos polares que formam a orla exterior do centro ativo das proteinas em

estudo.

Palavras chave: Screening Virtual, Docking Molecular, Familia Bel-2, LMW.



ABSTRACT

Mushrooms exhibit great diversity in their chemical composition, both in high molecular weight
compounds and in low molecular weight (LMW) compounds. Due to their chemical composition
mushrooms have numerous bioactivities, including: antioxidant, antitumor, antimicrobial and others. The
antitumor activity of mushrooms has been associated with the presence of polysaccharides in mushrooms,
however a growing knowledge base as emerged showing that LMW compounds also play an essential role
in the antitumor activity of different species of mushrooms. In this work, a bibliographical research was
performed in order to select LMW compounds, present in different species of mushrooms, and associated
in some way with an antitumor activity. In total, 115 compounds were selected establishing the new LMW
2.0 library. These compounds were carefully prepared for in silico studies and will be made available to
the scientific community.

In a second part of the work, virtual screening studies of the LMW 2.0 library were performed
using AutoDock 4.0 molecular docking software, in an attempt to estimate which library compounds may
be the best inhibitors of Bcl-2 family proteins: a Bel-2 (B-cell lymphoma 2), Bel-XL (extra-large B-cell
lymphoma) and MCL-1 (myeloid leukemia-1). These proteins were chosen because they are involved in
the apoptosis signalling pathways opromoting apoptosis inhibition, and are currently known therapeutic
targets in several tumor types. Thus, this work aims to identify LMW compounds, present in mushrooms,
which could potentially promote tumoral apoptosis by interacting with the Bcl-2 family of anti-apoptotic
proteins.

Overall the MCL-1 protein appears to be more sensitive to LMW 2.0 library compounds with
lower estimated Ki (inhibition constant) values, ranging from 17.1 nM to 64.7 nM for the top ten
compounds. The best results were then obtained for Bcl-XL with values between 51.5 and 185.6 nM and
finally the less interesting results were Bcl-2 with Ki values between 140.7 nM and 281 nM. Glycosylated
compounds generally presented better estimated inhibitory capacity. The detailed visualization of
predicted interaction conformations shows that the best inhibitory capacity of the glycosylated compounds
is probably due to the interaction of glucose with several polar amino acids that form the outer edge of the

active centre of the proteins under study.

Key words: Virtual Screening, Molecular Docking, Bcl-2 Family, Low molecular weight compound.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Motivacgdes e objetivos

Os estudos in silico de modelagdo molecular fornecem informacdes importantes para a
compreensdo e andlise da estrutura tridimensional de diferentes compostos, bem como o estudo
de possiveis interacgdes entre estes compostos. As técnicas de modelacdo molecular tém sido
muito usadas como técnicas de auxilio ao processo do desenvolvimento de novos farmacos. Estes
métodos computacionais de modelagao molecular incluem estudos de minimizagdo de energia e
otimiza¢do geométrica de compostos, analise conformacional da estrutura de compostos, estudos
de docking molecular e simulagdes de dindmica molecular entre outros.

Neste trabalho utilizaram-se algumas das técnicas de modelagdo molecular para, numa
primeira fase preparar uma biblioteca de compostos de baixo peso molecular (LMW-“Low
Molecular Weight”), presentes em cogumelos, e de seguida realizaram-se estudos in silico de
docking molecular de forma a testar os compostos selecionados como potenciais inibidores de 3
proteinas da familia das Bcl-2: a Bcl-2, a Bel-XL e a MCL-1.

Estas proteinas, assim como praticamente todas as proteinas da familia Bcl-2, estdo
envolvidas na regulagdo do processo de apoptose celular que ocorre normalmente no organismo.
No entanto foram selecionadas estas 3 pois sabe-se que estdo relacionadas com processos
tumorais em que ha uma regulagdo anormal das vias de sinalizacdo celular envolvidas na
apoptose. De facto, estas proteinas estdo referenciadas como proteinas-alvo no desenvolvimento
de novos farmacos anti-tumorais tendo como objetivo ativar a apoptose tumoral. Em virtude
disso, o objetivo geral do presente trabalho ¢ descobrir compostos de baixo peso molecular
presentes em cogumelos que possam estar promovendo a angiogénese tumoral, interagindo com a
familia Bcl-2 de proteinas anti-apoptoticas e os objetivos especificos sdo:

a) Selecdo e preparacdo de uma biblioteca de compostos LMW 2.0 presentes em cogumelos;

b) Selecdo e preparagdo das estruturas tridimensionais de membros da familia de proteinas
Bcl-2: Bel-2, Bel-XL e MCL-1;

c) Screening virtual da biblioteca de compostos LMW, contra as estruturas selecionadas das

proteinas Bcl-2, Bel-XL e MCL-1 utilizando docking molecular.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia dos cogumelos

O consumo de cogumelos ¢ uma antiga tradi¢cdo dos paises asiaticos, principalmente na
China, onde comegaram a ser cultivados cerca de 600 anos a.C, a partir da espécie Auricularia
auricula, também conhecida como orelha de pau (AIDA et al., 2009).

Dentre as espécies conhecidas de fungos, 12.000 sdo classificadas como cogumelos,
sendo que destas pelo menos 2.000 espécies sdo comestiveis. Aproximadamente 35 espécies sdo
cultivadas comercialmente e 20 sdo cultivadas em escala industrial. O cogumelo mais cultivado
no mundo ¢ do tipo Agaricus bisporus (champignon), seguido do Lentinus edodes (shiitake),
Pleurotus spp (cogumelo ostra), Auricularia auricula (cogumelo orelha de pau) e Volvariella
volvacea (cogumelo palha) (APUD SANCHEZ, 2004).

Os cogumelos possuem grande importancia na industria alimentar, mas também podem
ser usados pela industria farmacéutica como matéria-prima para o desenvolvimento de novos
farmacos.

Consumidos devido a sua textura, aroma e sabor, os cogumelos sio uma excelente
escolha tanto pelo seu wvalor nutricional quanto pelas suas propriedades medicinais
(VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2013). Podem ser encontrados no
comércio na forma natural ou processada (conservas ou desidratados) e, dependendo das
condi¢des de processamento e de estocagem, podem ocorrer variagdes na sua composicao
(PAULL, 2010).

Em peso seco, os cogumelos contém grandes quantidades de hidratos de carbono
(~60%), fibras (~34%) e proteinas (~23%), incluindo todos os aminodcidos essenciais e, em
menores quantidades, minerais e algumas vitaminas como riboflavina, niacina e folato
(MATTILA; SUONPAA; PIIRONEN, 2000) além de baixos teores de lipideos (~5%). Esses
valores variam muito de acordo com o substrato usado, as condigdes de cultivo e frutificacdo ¢ o
estagio de desenvolvimento do cogumelo (MATTILA et al., 2001).

Nos ultimos anos, muita atengdo tem sido dada aos efeitos fisioloégicos provocados pelos

alimentos, devido a crescente preocupacdo dos consumidores com a sua satide. Os consumidores



procuram substituir substancias artificiais por fontes naturais de nutrientes como ervas e plantas,
normalmente na forma de suplementos dietéticos, nutracéuticos e alimentos funcionais
(ARIHARA, 20006).

Os cogumelos podem serem considerados alimentos nutracéuticos porque estudos
comprovam a sua eficacia quando consumidos como suplementos dietéticos produzidos a partir
da extracdo dos principios ativos (FORTES; NOVAES, 2005).

Dentre os nutrientes funcionais estdo alguns oligossacarideos fermentaveis, que sao
classificados como alimentos prebidticos, que permitem alteracdo na composi¢do e atividade da
microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios a saide como redug¢do do cancro do cdlon,
diminui¢do da absorcdo de colesterol pela corrente sanguinea e queda na incidéncia de diabetes
(GIBSON et al., 2004). Os cogumelos sdo fontes de prebidticos porque contém hidratos de
carbonos como quitina, hemicelulose, B e a-glucanas, mananas, galactanas e xilanas. A quitina ¢
um polissacarideo insoluvel em 4gua e, por ndo ser hidrolisada pelas enzimas do organismo
humano, confere aos hidratos de carbonos de cogumelos, a caracteristica de prebidtico (AIDA et
al., 2009).

Nesse contexto, os cogumelos tém sido utilizados para estimular a imunidade, melhorar
a qualidade de vida dos diabéticos, evitar riscos de doengas tais como a osteoporose ¢ a ulcera
gastrica e agir como antioxidante efetivo (GUTERREZ et al., 2004). Porém, mais estudos sobre

estas propriedades bioldgicas ainda sao necessarios.

2.1.1 Bioactividades conhecidas de cogumelos

Devido a sua composi¢ao quimica variada, foram observados e estudados varios efeitos
dos cogumelos. Estas atividades benéficas incluem actividade antitumoral, antioxidante,
imunomoduladora, antihipercolesterolémica, anti-bacteriana, anti-fingica, anti-inflamatoéria, anti-
viral e anti-diabética entre outras (VALVERDE, HERNANDEZ-PEREZ ¢ PAREDES-LOPEZ,
2013; WASSER, 2014).

De acordo com Fortes e Novaes (2007) ha evidéncias cientificas que apontam que as 3-
glucanas exercem atividade antitumoral; as B-proteoglucanas, atividade antitumoral, antiviral e
anti-trombocitica; a lecitina exerce propriedade antitumoral, antimutagénica e hemaglutinizante;

o ergosterol funciona como anticarcinogénico e inibidor da angiogénese; o 4cido linoléico como



bactericida; os esterdides atuam contra os tumores; arginina como anticarcinogénico e glutamina
com efeitos anti-oxidantes, entre outros.

Os cogumelos possuem diferentes compostos oriundos do metabolismo secundario,
como compostos fenolicos, poliacetideos, triterpendides e esterdides que sdo especificos para
cada tipo de cogumelos e tém diferentes efeitos em humanos. Muitos desses compostos tém sido
usados no tratamento de muitos problemas de satde, incluindo o cancro (FERREIRA et al.,
2010).

De acordo com Smith, Rowen e Sullivan (2012), o mecanismo da a¢do antitumoral ainda
ndo ¢ totalmente conhecido, mas pesquisadores acreditam que esses polissacarideos estimulam a
producdo de muitos tipos de células do sistema imunitario, agindo como imunomoduladores,
podendo regular a resposta imune tanto positivamente quanto negativamente.

Muitos estudos concluiram que os cogumelos comestiveis possuem potentes
antioxidantes. Os antioxidantes encontrados nos cogumelos sdo principalmente compostos
fenolicos (4cidos fendlicos e flavonoides), seguido por tocoferdis, dcido ascorbico e carotenodides.
Essas moléculas foram quantificados em muitas espécies diferentes principalmente na Finlandia,
India, Coréia, Polonia, Portugal, Taiwan e Turquia (FERREIRA; BARROS; ABREU, 2009). Os
antioxidantes sdo compostos com potencial de neutralizar os radicais livres, retardando ou
inibindo a agdo de oxidagdo. Os antioxidantes necessitam estar em quantidades suficientes para
neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sdo constantemente produzidos.

Os cogumelos, como outros organismos segregam compostos antimicrobianos para
sobreviver e prosperar no meio ambiente; incluindo compostos de baixo peso molecular tais
como terpenos, esterdides, antraquinonas, derivados de acido benzoico e quinolonas; e (ii)
compostos de alto peso molecular, principalmente peptideos e proteinas (ALVES et al., 2012).
Apesar de esta propriedade estar provada, a producdo de antibidticos ainda ¢é realizada tendo
como base compostos isolados de micro fungos (KORZYBSKI; KOWOWSZYK-GINDIFER;
KURYLOWICZ., 2013). Apesar da grande variedade de antibidticos existentes (por exemplo,
aminoglicosideos, beta-lactdmicos, oxazolidinonas, lincosamidas e quinolonas; GUARLERZI et
al.,2013), relataram-se uma grande resisténcia a esses antibidticos devido ao uso inadequado dos

mesmos. Por isso, o desenvolvimento de antibioticos tem sido um dos desafios cientificos mais



importantes, podendo os cogumelos ser uma fonte interessante para a descoberta de novos

antibioticos.
2.2. Composicao quimica dos cogumelos (LMW e HMW)

Ha muitos compostos identificados em cogumelos com bioatividades conhecidas,
principalmente actividade antioxidante, antitumoral, antimicrobiana entre outras. Os compostos
identificados em cogumelos s3o geralmente separados em dois grandes grupos: os de baixo peso
molecular (LMW — “Low Molecular Weight”, por exemplo quinonas, cerebrosidios, isoflavonas,
catecdis, aminas, terpenos, esteroides entre outros) e os de elevado peso molecular (HMW —
“High Molecular Weight”, por exemplo homo e heteroglicanos, glicano, glicoproteinas,
glicopeptideos, proteoglicanos, proteinas e complexos RNA-proteina) (ATTARAT;
PHERMTHAI, 2015). Quer os compostos LMW, quer os compostos HMW podem estar

envolvidos na atividade antitumoral dos cogumelos.

2.2.1 Compostos de alto peso molecular (HMW) nos cogumelos

Os compostos HMW com potencial antitumoral sdo estruturalmente caracterizados por

possuir cadeias longas que incluem homo e hetero polissacarideo, glicoproteinas, glicopeptideos,
proteinas e complexos de RNA-proteina (PATEL; GOYAL, 2012)
Atualmente, sdo comercializados diversos produtos derivados dos cogumelos incluindo:
Cogumelo do sol® (Agaricus sylvaticus), Agaricus JUN-17® (Agaricus blazei), Lentinan®
(Lentinus edodes), Krestin® (Trametes versicolor), Schizophyllan® (Schizophylum communis),
Grifron®Maitake (Grifola frondosa), Reishi® (Ganoderma lucidum), entre outros. (FORTES;
NOVAES, 2007).

A atividade antitumoral dos cogumelos foi associada a polissacarideos existentes na
parede celular do corpo de frutificagdo dos mesmos que inibem o crescimento de tumores. Neste
caso o polissacarideo mais importante conhecido ¢ a Beta-glucana, que potencializa o sistema
imunoldgico, aumentando as defesas naturais do corpo. Nos cogumelos, ela ¢ constituida por
monossacarideos de D-glicose unidos por ligagdes glicosideas B(1—3) e B(1—6) (MANZI,
2000).



2.2.2 Compostos de baixo peso molecular (LMW) nos cogumelos

Os cogumelos sdao considerados uma fonte importante de compostos com propriedades
antitumorais (VAZ et al., 2010; RUSSELL; PATERSON, 2006). Varios compostos de baixo peso
molecular tais como quinonas, isoflavonas, catecois, aminas, triacilglicerois e esterdides, foram
isolados dos cogumelos e provaram ter algum tipo de atividade antitumoral (FERREIRA et al.,
2010; MORADALI et al., 2007).

No artigo de revisdo de Ferreira et al, (2010) foram referenciados mais de 40 compostos
LMW presentes em cogumelos com algum tipo de atividade antitumoral. Destes compostos
foram selecionados 40, que formaram uma primeira bibliboteca de compostos LMW presentes
em cogumelos (que vamos chamar nesta tese biblioteca LMW 1.0) e que foi j& utilizada em
diferentes estudos in silico de modelagao molecular (KHELIFA, 2016; FROUFE; ABREU;
FERREIRA, 2012), utilizando diferentes proteinas alvo. A biblioteca LMW 1.0 esta apresentada
na tabela 1 e vai servir de base para uma nova biblioteca mais alargada de compostos LMW
presentes em cogumelos, que vamos chamar biblioteca LMW 2.0. Nesta biblioteca estendida
LMW 2.0 vamos incluir novos compostos, que entretanto foram referenciados na literatura desde

2010, como estando presentes em cogumelos e tendo algum tipo de atividade antitumoral.

Tabela 1: Compostos LMW com potencial antitumoral isolado de cogumelos da biblioteca LMW 1.0.

Familia do composto Composto Bioatividades

Panedoxina (al)

- - Inibidor NF-kB
Cicloepoxidol (a2)

Clavilactonas CA (a3c)

Quinonas e

hidroquinonas Clavilactonas CB (a3a) Inibidor da proteina tirosina quinase
Clavilactonas CD (a3b)
Quinona 490 (a4) Inibidor da DNA polimerase
Hidroquinona (a5) Inibidor da matriz metalloproteinase (MMPs)
Genistein (a7) Modulador quinase Cdc2
Hispidin (a8) Inibidor da PKCB
Gerronemins A (a9a)
Isoflavonas Gerronemins B (a9b)
Catecois Gerronemins C (a9¢)

- Inibidor da Ciclo-OXigenase-2 (COX-2)
Gerronemins D (a9d)

Gerronemins E (a9¢)

Gerronemins F (a9f)




2-Aminofenoxazin-3-ona (al0) Inibidor da aromatase
Putrescina-1,4-dicinamida (al1) Induz a apoptose
Iludin S (al3a)

Aminas e amidas

Agente de alquilagdo de DNA

Sesquiterpenos
quiterp llludin M (al3b)
5,6-Epoxi-24(R)-metilcolesta-7,22-dien-3-ol Inibidor da sulfatase
(al4c)
Ergosterol (6b
rgosterol (6b) Inibidor da Cicloxigenase
Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (al6)
Acido Lucidénico O (al7a) . .
— Inibidores da DNA polimerase a, 3
Lactona Lucidénica (al7b)
Cerevisterol (al8) Inibicdo da DNA polymerase a
Lucidumol A (al9)
Lucidumol B (a20a) o ] . ]
Ganoderiol F (a20b) Atividade anticancerigena contra algumas linhas
celulares
Ganodermanondiol (a20c)
Esterois Ganodermanontriol (a20d)
Acido Ganodérico A (a21a) Inibidor da proteina NF-KB e AP-1
Acido Ganodérico F (a21b) Prevengao da invasdo de células metastaticas

Acido Ganodérico W (a22)
Acido Ganodérico X (a23a)
Acido Ganodérico Y (a23b)
Acido Ganodérico T (a23c)

Inibidor da DNA topoisomerase

Acido Poliporénico C (a24) Inibidor MMPs
Acido Dehidroebricénico(a25) Inibidor da DNA topoisomerase 11
Acido Fomitelico A (a26a) Inibidor da DNA polimerase a and

Acido Fomitelico B (a26b)
Fonte: Khelifa. (2016) Compostos de baixo peso molecular de cogumelos com potencial para inibir a Bcl-2. Estudos
de Docking e Screening Virtual, 36, Figura 13.

2.3 A familia das proteinas Bcl-2 como alvo terapéutico

Um dos processos biologicos que ¢ fortemente regulados na célula ¢ a apoptose. Um
grande nimero de proteina esta envolvida nos processos de biosinalizagdo que regulam a
apoptose e estas proteinas normalmente exercem a sua atividade por intermédio de interagdes
proteina-proteina. Os membros da familia de proteinas Bcl-2, estdo muito envolvida na regulagdo
da apoptose, sendo que o membro mais estudado desta familia ¢ a proteina Bcl-2 que, por ser a

mais estudada como alvo terapéutico, ¢ a proteina que d4 o nome a familia (KANG;

REYNOLDS, 2009).




2.3.1 Apoptose celular

A apoptose ¢ um processo de morte celular programada que ocorre naturalmente em
organismos multicelulares, quer no seu desenvolvimento quer no funcionamento normal do
organismo adulto. De facto a apoptose celular ¢ indispensavel ao bom funcionamento dos
organismos e ocorre continuamente de forma controlada.

Uma vez ativada, a apoptose comeca por um processo de retracdo da célula que causa
perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. Os organelos celulares mantém a
sua morfologia, com exce¢do, em alguns casos, das mitocondrias que podem apresentar rutura da
membrana externa. A cromatina sofre condensacdo e concentra-se junto a membrana nuclear que
se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos e o nucleo desintegra-se
em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular
aumentam de niimero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo partes do contetido
celular designadas corpos apoptoticos. Os corpos apoptdticos sdo rapidamente fagocitados por
macrofagos e removidos sem causar um processo inflamatorio (ZIEGLER; GROSCURTH,
2004). Outra caracteristica muito marcante da morte celular por apoptose ¢ a fragmentagdo
internucleossomica do DNA, a qual possui um padrao caracteristico. Uma endonuclease ¢ ativada
e produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base
(SARASTE; PULKKI, 2000).

De uma forma geral podemos dizer que a apoptose ¢ um processo bioldgico normal que
permite a remocao de células supérfluas, infectadas ou danificadas (SULSTON; HORVITZ,
1997; CLAVERIA et al., 2013). O programa de apoptose fragmenta a célula em vesiculas que
posteriormente sdo removidas por fagocitose, protegendo células vizinhas de conteudos celulares
potencialmente nocivos (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). A apoptose ¢ o mecanismo de
defesa dominante contra o desenvolvimento de tumores e essencial para imunidade,
desenvolvimento e a homeostasia de tecidos (HOTCHKISS et al., 2009).

Ha dois meios diferentes de indu¢do na morte por apoptose: inducdo por estimulos
extracelulares (extrinseca) e indugdo intracelular (intrinseca). A inducdo extracelular de apoptose
pode acontecer através dos linfocitos assassinos. A indugdo de apoptose intracelular acontece

quando as células estdo danificadas ou estressadas. Todos os acontecimentos relacionados ao



processo ¢ melhor compreendido com a participagdo da mitocondria. As mitocOndrias sdo
induzidas a liberar a proteina carreadora de elétrons citocromo ¢ para o citosol. No citosol o
citocromo ¢ se liga a uma proteina adaptadora chamada Apaf-1. A Apaf-1 ativada se liga a
moléculas procaspases-9 gerando um agregado destas procaspases. Logo em seguida as
procaspases-9 sdo clivadas e ativadas, e seguem ativando outras procaspases gerando uma cascata

¢ a morte celular (LIMA; DUARTE; SA, 2010).

2.3.2 A familia das proteinas Bcl-2

A familia Bcl-2 € uma familia de proteinas indutoras e repressoras da apoptose, que
participam ativamente na regulacdo da mesma (BORNER, 2002). Parte dos membros da familia
Bcl-2, incluindo as proteinas Bcl-2, Bcl-XL e MCL-1 inibem a apoptose, pois previnem a
libertagao do citocromo c e sdo chamados de reguladores anti-apoptéticos. Por outro lado, outros
membros da familia Bcl-2, incluindo as proteinas Bax, Bid e Bak sdo proteinas pré-apoptdticas
(HENGARTNER, 2000). A homeostasia em relacdo ao processo de apoptose € mantida pelo
controle da quantidade de proteinas anti-apoptdticas e pro-apoptéticas. Estimulos como por
exemplo danos no DNA, levam a um aumento na expressao de proteinas pro-apoptdticas. Esse
desequilibrio induz a apoptose (PETROS et al., 2004).

As proteinas da familia Bcl-2 atuam no processo de regulagdo da apoptose formando
dimeros entre duas proteinas iguais (homodimeros) ou com outros membros da familia Bcl-2
(heterodimeros). Estas interac¢des proteina-proteina sdo parte integrante do mecanismo de
regulacdo da apoptose, podendo sinalizar uma resposta anti ou pro-apoptotica (KELEKAR et al.,
1997). No conjunto, as proteinas da familia Bcl-2 estdo intimamente relacionadas com a tomada

de decisdo celular de iniciar ou ndo o processo de apoptose.
Entre as proteinas mais estudadas, desta familia, estdo a Bax (pré-apoptética) e a Bcl-2

(anti-apoptdtica), apresentada na na figura 1, a qual € sobrexpressa em adenomas e carcinomas
colorretais (BRONNER et al., 1995). A proteina Bcl-2 foi inicialmente descoberta sobreexpressa
em situacdes de leucemia linfobléstica aguda (PEGORARO et al., 1984) e mais tarde foi
demostrada a sua habilidade para proteger as células da morte celular programada (VAUX;
CORY; ADAMS, 1988). Desde entdo, muitas proteinas da familia Bcl-2 com atividades anti-

apoptoticas foram descobertas, entre elas a Bel-XL (linfoma de células B - extra-grande), Bcl-
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W(Proteina 2 do tipo Bcl-2), Bcl-B (proteina 10 do tipo Bcl-2) e MCL-1 (leucemia de células

mieloides-1) entre outras.

Figura 1: Estrutura tridimensional da Bcl-2 (esquerda) (PDB: 4IEH com o ligando co-cristalizado do tipo
nitrobenzenosulfonamida) e estrutura em espiral da proteina Bcl-2, com o codigo no PDB de 4IEH
(direita)

Estruturalmente as proteinas da familia Bcl-2 partilham uma estrutura comum que
abrange um conjunto de 9 hélices-a. Em solu¢do as proteinas da familia Bcl-2 enrolam-se a volta
de um centro hidrofobico, formando desta forma um sulco hidrofébico superficial onde interage

com outras proteinas por interagdes proteina-proteina. (MUCHMORE et al., 1996).

As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de formar homodimeros (Bax/Bax e Bcl-2/Bcl-2)
ou heterodimeros (Bax/Bcl-2), sendo que o equilibrio entre a formacdo de homodimeros ou
heterodimeros € o que define o pendor anti-apoptético ou pré-apoptético das células (PETROS;
OLEJNICZAK; FESIK, 2004). A Bcl-2 exerce a sua atividade inibindo a permeabilizacdo da
membrana externa da mitocondria e este processo ocorre, ou por interagdo com a proteina Bax ou
por competicdo por locais de ligacdo, que de outra forma seriam ocupados pelo Bax na
membrana externa mitocondrial (MURPHY et al., 2000). A Bax pode promover a apoptose
através da interacdo com a mitocondria, de forma independente da interacdo com proteinas anti-

apoptdticas como mostra na Figura 2 (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004).
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Figura 2: Processo de apoptose e a interagdo entre proteinas pertencentes a 3 tipos de proteinas da familia Bel-2.
Familia anti-apoptotica: MCI-1; Bel-B (B Cell Lymphoma), Bcl-XL and Bel-W. Familia ativadora pro-apoptotica:
PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis); BID (BH3 interacting-domain); BIM (Bcl-2-like protein); BAD
(Bcl-2-associated death promoter); NOXA (Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein Familia efetora pro-
apoptotica: BAX (BCL2-Associated X Protein); BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer).

Familia Antiapoptética
Bel-2, MCL1, Bcl-B, Bel-XL
e Bel-W
Familia Ativa('iora pro- Familia Efetora pré-
apoptbtica — apoptética
PUMA, BID, BIM, BAD ¢ BAX. BAK
NOXA ’

|

Permeabiliza¢io da membrana
externa mitocondrial

Apoptose

Fonte: Adaptado de Khelifa. (2016) Low molecular weight compounds from mushrooms as potentialBcl-2 inhibitors:
Docking and Virtual Screening studies, 36, Figura 17.

2.3.2.1 Proteina anti-apoptotica Bcl-XL

A proteina Bcl-XL, também conhecida como linfoma de células B extra grandes, ¢ um
dos principais membros anti-apoptdticos da familia Bel-2 (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
Localiza-se na membrana mitocondrial, local onde promove a estabilizagdo do potencial da
membrana e a reducdo da permeabilidade (KROEMER, 1997). A inibi¢do da Bcl-XL gera a
liberagdo de algumas substancias como o citocromo c, a pro-caspase 3 e o fator de indugdo da
apoptose (DONOVAN; COTHER, 2004; LESSENE; CZABOTAR; COLMAN, 2008). Esta
proteina possui outra caracteristica que ¢ o de formar um canal de ides na membrana lipidica. A

Bcl-XL desempenha estas fungdes através da sua capacidade de regular a libertagdo mitocondrial
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de metabdlitos bioenergéticos e ides calcio, através da sua capacidade de promover a alteracdo do
posicionamento e morfologia da mitocondria (JONAS, 2013). De acordo com Schott et al (1995),
a Bcl-XL esta envolvida na sobrevivéncia de células cancerigenas inibindo a fun¢do do p53. Em
células de camundongos cancerosas, aquelas que continham Bcl-XL foram capazes de
sobreviver, enquanto aquelas que apenas expressaram p53 morreram em um pequeno periodo de

tempo.

2.3.2.2 Proteina anti-apoptotica MCL-1

A proteina MCL-1 (leucemia mieloide-1) foi identificada inicialmente na diferenciacao de
células de leucemia mieloblastica (KOZOPAS et al., 1993). Pertence a classe das proteinas anti-
apoptdticas da familia Bcl-2. A proteina MCL-1 pode ser considerada essencial para a
sobrevivéncia, manutencao e desenvolvimento de células estaminais hematopoiéticas e células B
e T. Também pode ser encontrada em vdrios tipos de cancro, incluindo leucemia/linfoma
mieloma multiplo e outros casos ndo hematopoiéticos de cancros (KOJIMA et al., 2018).

A proteina MCL-1 atua por ligagdo a proteinas pro-apoptoticas como a Bim e Bak,
causando a inibicdo da apoptose (MOLDOVEANU et al., 2014). A MCL-1 est4 localizada na
matriz mitocondrial, promovendo o funcionamento normal das mitocondrias, regulando a sua
fusdo e promovendo a montagem de oligobmeros de ATP sintase (SENICHKIN et al., 2018)

Ao comparar a proteina MCL-1 com as outras proteinas Bcl-2 e Bcl-XL, verificamos que
a MCL-1 tem um tempo de semi-vida muito curto, pois a mesma possui duas sequécnias de
aminoacidos PEST (prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) e treonina (T)) que sinalizam a

sua estrutura para degradacao protéica (SENICHKIN et al., 2018).

2.4. Ferramentas in silico de modelacio molecular

O uso de ferramentas bioinformaticas estd generalizado em quase todas as areas do
conhecimento cientifico. De entre estas ferramentas in silico, as ferramentas de bioinformatica
estrutural, que analisam e manipulam estruturas tridimensionais (3D) de diferentes moléculas,
tém assumido grande importancia, principalmente em projetos de descoberta de novos farmacos.
Estas ferramentas sdo particularmente adequadas quando ¢ necessario preparar, gerir e realizar

estudos in silico de bibliotecas com um grande nimero de compostos quimicos de interesse.
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Neste trabalho utilizaram-se ferramentas in silico que permitem o desenho e preparagdo de
estruturas 3D de compostos quimicos, quer de compostos LMW quer de estruturas de proteinas.
Utilizaram-se também ferramentas in silico de docking molecular, que permitem avaliar a
possibilidade de dois compostos quimicos interagirem entre si e de prever a poténcia dessa

interacao.

2.4.1. Representacio quimica de pequenos compostos: bibliotecas virtuais

Um passo importante para a realizacdo de estudos de modelagdo molecular ¢ a correta
preparacao in silico de bibliotecas de pequenos compostos de interesse. Estas bibliotecas virtuais
sdo utilizadas posteriormente em estudos em que se pretende avaliar as suas bioatividades

potenciais e realizar outro tipo de estudos de modelagao molecular.

Quando se realizam estudos de screening virtual ¢ necessario ter acesso € manipular uma
grande quantidade de pequenos compostos, estes compostos estdo geralmente organizados em
bibliotecas virtuais. Estas, variam muito em tamanho e conteudo: podem conter dezenas a
milhdes de compostos, podem estar disponiveis publicamente ou comercialmente, podem ser de
ambito geral ou conter compostos com uma atividade ou propriedade especifica ou podem ser
compostos de compostos ja sintetizados ou compostos virtuais como mostrado na Tabela 2

(ABREU, 2011).

Tabela 2: Enumeracdo da quantidade de pequenos compostos presentes em diferentes bibliotecas virtuais.

. .. Quantidade de Disponibilidade Disponibilidade -
Livraria virtual para testes Comentarios
compostos para VS . .
experimentais
DTP repository 140 000 Sim, académica Sim, dlspp n1\~/el pot Compostos sn_1tet1cos ¢
solicitacdo naturais
Sim. disponivel por Sintético e natural,
NCI Diveristy Set 11 1364 Sim, académica » AISpONIVEL p grupo quimico
solicitagdo
representante>250mg
Sim. disponivel para Varios subconjuntos de
ZINC 13 000 000 Sim, académica - 415D p acordo a regra de
compra S
Lipinski de 5
Sim. disponivel para Amplo escopo. Fornece
iResearch Library 95 000 000 Sim, comercial ’ cfm ca p também ferramentas
P comerciais
Compostos hipotéticos
GDB-11 26 400 000 Sim, académica Nao com até 11 atomos de
C,ON¢eF
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Compostos hipotéticos
GDB-13 977 468 314 Sim, académica Nao com até 13 atomos de
C,ON,SeCl

Fonte: ABREU, 2011. Antioxidant activity of diarylamines in the benzo[b]Jthiophene series and
antitumoral/antiangiogenicactivities of thieno[3,2-b]pyridine derivates: in vitro studies, QSAR modelling, VEGFR-2
docking and software development, 53, tabela 1.4.

Estas bibliotecas virtuais sdo usadas principalmente para estudos de screening virtual em
que se pretende estimar a possibilidade destes compostos serem inibidores das proteinas alvo de

interesse.

2.4.2. Screening virtual de bibliotecas de compostos utilizando docking molecular

Segundo Lyne (2002), o Screening virtual (VS- Virtual Screening) ¢ a aplicagdo de
diferentes métodos in silico a uma biblioteca virtual de compostos de interesse, de forma a
selecionar os compostos mais promissores, € que depois sdo considerados para validacdo
experimental. As metodologias VS podem ser consideradas como a contrapartida computacional
dos métodos de avaliacdo experimental biologicos HTS (High-Throughput Screening)
(STAHURA; BAJORATH, 2004). Na descoberta de potenciais novos farmacos, o uso de
bibliotecas de compostos quimicamente diversos para realizar estudos de VS ¢ uma estratégia
generalizada, principalmente por ser um método rapido e econdmico para a avaliagdo de uma

grande quantidade de compostos.

As estratégias VS sdo normalmente divididas em dois grupos, de acordo com o
conhecimento ou ndo da estrutura tridimensional (3D) da proteina alvo: os métodos LBVS
(Ligand-Based Virtual Screening) usam a informagdo da estrutura dos compostos presentes na
biblioteca em estudo para realizar a sua avaliacdo; ja os métodos SBVS (Structure-Based Virtual
Screeninig) necessitam de informagdo da estrutura 3D das proteina-alvo em estudo (OPREA;
MATTER, 2004). Os métodos SBVS s6 podem ser utilizados quando existir informacgdes
experimentais sobre a estrutura 3D das proteinas de interesse, 0 que acontece com as proteinas da
familia Bcl-2 que foram selecionadas para este estudo. Neste trabalho iremos usar uma

ferramenta SBVS para realizar os estudos de VS que ¢ o docking molecular.
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O docking molecular ¢ um método bioinformatico estrutural que tenta prever a estrutura
do complexo intermolecular formado entre duas moléculas de interesse. Existem véarios tipos de
docking molecular, dependendo do tipo de moléculas estudadas. O mais comum, e aquele que
mais interessa neste estudo, ¢ o docking proteina-ligando, que tenta encontrar a conformagao
bioativa de um pequeno composto no local de ligagdo da estrutura da proteina-alvo de interesse
(doravante, o termo docking significa docking proteina-ligando). No sentido termodinamico, ¢ o
equivalente a encontrar o minimo de energia livre global do complexo ligando-proteina

(VERKHIVKER et al.,2000).

O docking ¢ um dos métodos mais utilizados em estudos que visam o desenvolvimento de
novos farmacos devido a sua capacidade de prever, com um grau razodvel de precisdo, a
conformagdo de ligacdo entre os compostos candidatos presentes na biblioteca virtual em estudo
e a proteina-alvo (MENG et al., 2011). Ap6s o desenvolvimento dos primeiros algoritmos na
década de 1980, o docking tornou-se uma ferramenta essencial de ajuda no processo de
descoberta de novos farmacos (LOPEZ-VALLEJO et al.,2011). Além disso, os algoritmos de
docking executam previsdes quantitativas de energia de ligacdo, fornecendo rankings de
compostos com base na afinidade de ligagdo dos complexos ligando-proteina (LOPEZ-
VALLEJO et al.,2011; HUANG; ZOU, 2010).

Em geral, o docking pode ser aplicado em diferentes estagios do processo de descoberta
de drogas: (1) previsdo do modo de ligagdo do potencial inibidor no local ativo conhecido da
proteina, (2) identifica¢do de novos ligandos usando docking para realizar o VS de bibliotecas de
pequenos compostos, (3) previsdo das afinidades de ligacdo de compostos relacionados a partir
de uma série ativa (LEACH; SHOICHET; PEISHOFF, 2006). Os softwares de docking executam
essas tarefas através de um processo ciclico, no qual a conformagdo do ligando ¢ avaliada
utilizando diferentes algoritmos matematicos. Este processo ¢ realizado sucessivamente até
convergir para uma soluc¢ao de energia minima (HUANG; ZOU, 2010; YURIEV, 2011).

Para além da previsio do modo (conformacao) de ligacdo, os softwares de docking
normalmente fornecem uma lista ordenada dos compostos em estudo, do mais promissor (menor
energia livre de ligacdo) ao menos promissor (maior energia livre de ligacdo). Este ranking pode

ser usado como Unico critério para selecionar moléculas promissoras, ou pode ser combinado
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com outros métodos in silico de avaliagdo. Os compostos mais promissores sdo entdo
selecionados para serem avaliados experimentalmente, de forma a validar ou ndo a previsdo feita
pelo estudo de docking (GANGWAL et al., 2015).

Hoje em dia, existem diversos softwares de docking, sendo o mais utilizado o Autodock 4
(AD4). O AD4 necessita do conhecimento das estruturas 3D experimentais da proteinas-alvo em
estudo. Necessitam portanto de saber o espago 3D da estrutura (grid) onde se pretende tentar
prever a conformacdo de ligacdo dos compostos de interesse que deve incluir o local ativo da
proteina que esté a ser estudada. O AD4 utiliza um algoritmo genético Lamarkiano para pesquisar
as possiveis conformagdes de ligacdo e no final calcula a energia livre de ligagcdo (AG) estimada
entre o composto de interesse e o local ativo da proteina. O nosso grupo tem usado
preferencialmente o0 AD4 em trabalho anteriores, embora que tenha utilizado outros softwares de
docking. Dependendo da estrutura das proteinas, diferentes softwares de docking podem fornecer
melhores resultados e por muitas vezes sdo utilizados mais de que um software (ABREU et al.,
2012). Baseado num trabalho anterior realizado por Khelifa, 2016, onde se utilizou como
proteina alvo a Bcl-2, verificou-se que o AD4 forneceu resultados mais precisos. Devido a este
facto foi tomada a decisdo de utilizar o AD4 neste trabalho. Este software ¢ de acesso livre para
instituicdes académicas e comerciais e € o software de docking mais utilizado pela comunidade

cientifica.
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3. METODOLOGIA

3.1  Preparacio da biblioteca LMW 2.0 de 115 compostos

Primeiramente realizou-se uma pesquisa bibliografica a fim de ampliar a biblioteca de
40 compostos de baixo peso molecular (LMW- “Low Molecular Weight”), preparada e utilizada
anteriormente pelo nosso grupo, para 115 compostos (FROUFE; ABREU; FERREIRA, 2012). A
primeira biblioteca designou-se biblioteca LMW 1.0 e a nova biblioteca LMW 2.0. Para a
formagdo da mesma, a pesquisa foi executada em vérias plataformas virtuais incluindo a
“PubMed”, “Science Direct” ¢ “Web of Science”, a fim de obter uma maior variedade de
espécies de cogumelos com algum tipo de bioactividade.

Posteriormente, a estrutura de cada composto foi desenhada em formato bidimensional
(2D), utilizando o software Marvin Sketch versao 1.2.5 (www.chemaxon.com); sendo os
compostos guardados no formato digital MRV, especifico do Marvin Sketch. Este formato foi o
utilizado para preparar as figuras apresentadas neste trabalho. O software Marvin Sketch foi
também utilizado para proceder a otimizagao tridimensional (3D) da estrutura de cada composto.
No final cada composto foi guardado em formado digital SDF também pelo software Marvin
Sketch.

De seguida, utilizou-se o software AutoDockTools 1.5.2 (ADT) para preparar as
estruturas de cada composto da biblioteca LMW 2.0 para os ensaios de screening virtual
posteriores. Os ficheiros do tipo SDF foram abertos no ADT e guardados no formato digital
PDBQT, formato necessario para a realizacdo dos ensaios de docking molecular. Antes de
guardar a representagdo 3D de cada compostos em formato PDBQT, o ADT realiza os seguintes
procedimentos de preparagdo para cada composto: (i) remog¢do dos hidrogénios apolares, (ii)
adi¢do de cargas elétricas do tipo Gasteiger (iii) definicdo de quais as ligacdes covalentes
passiveis de sofrer rotagdo. Cada composto foi depois aberto no software Pymol para inspe¢ao
visual da correcdo da estrutura de cada composto, quer a nivel do posicionamento dos atomos,
quer da corre¢do das ligacdes covalentes. Uma vez realizados todos estes passos, 0s compostos
foram considerados preparados e validados para estudos de screening virtual, sendo guardados

numa pasta especifica com cada composto representado num ficheiro PDBQT individualizado.
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3.2 Preparacio para docking molecular das estruturas 3D das proteinas em estudo

Uma vez selecionadas as estruturas 3D experimentais das proteinas da familia Bcl-2 (Bcl-
2, Bcl-XL e MCL-1) a utilizar neste trabalho, foi feito o seu download, em formato digital PDB,
da base de dados de estruturas PDB (Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org). O ficheiro PDB

foi aberto no software de edi¢do de texto WordPad e a estrutura da proteina foi manualmente
separada dos ligandos co-cristalizados presentes na estrutura. Todas as outras moléculas
presentes na estrutura foram removidas para ndo interferir com os ensaios de docking molecular.
A proteina e o ligando foram guardados em ficheiros separados no formato digital PDB.

De seguida, utilizou-se o ADT para converter a estrutura de cada proteina e ligando co-
cristalizado do formato PDB para PDBQT. Também neste passo o ADT realiza os seguintes
procedimentos de preparagdo para cada composto: (i) remog¢do dos hidrogénios apolares, (ii)
adi¢do de cargas elétricas do tipo Gasteiger (iii) definicdo de quais as ligacdes covalentes

passiveis de sofrer rotagao.

33 Re-Docking e Cross-Docking dos ligandos co-cristalizados contra as estruturas 3D
das proteinas da familia Bcl-2

Os ensaios de validagdo Re-Docking e Cross-Docking foram realizados por docking
molecular, utilizando o software AutoDock 4.0 (AD4). Estes estudos utilizaram as estruturas 3D
das proteinas selecionadas e dos respectivos ligandos co-cristalizados, previamente preparados
em formato PDBQT.

Realizaram-se os ensaios de docking, com base na técnica aplicada por KHALIFA, 2016.
O AD4 necessita que seja especificado o “espaco de busca” 3D, centrado no local ativo da
estrutura da proteina. Para cada estrutura 3D proteica utilizada foi necessario utilizar o ADT para
definir o espaco tridimensional (grid) onde se pretendia procurar os possiveis conformagdes de
ligagdo para cada ligando co-cristalizado. Assim foram definidas, para cada estrutura, as
coordenadas X, Y e Z do centro do grid, bem como a grandeza de cada dimensdo do grid em
Angstroms (A). Na tabela 3 indicamos os pardmetros X, Y e Z definidos para cada estrutura 3D

utilizada neste trabalho. O tamanho de cada dimensdo X, Y e Z do grid foi definido como sendo

30 A.



19

Tabela 3: Coordenadas X, Y e Z utilizada para definir o ponto de origem do grid para cada proteina.

Proteina PDB ID Coordenada X | CoordenadaY | Coordenada Z
Bcl-2 4AQ3 -22 5 -12
Bcl-2 41EH 4 -5 -12
Bcl-2 4LVT 6 -3 -12
Bcl-2 4LXD 23 33 13

Bcel-XL 3ZK6 20 47 1
Bcel-XL 3ZLR -20 -15 -46
Bcel-XL 4C52 -15 -24 -12
MCL-1 4HW2 1 -46 7
MCL-1 40Q6 13 10 10
MCL-1 4ZBI -7 -23 4
MCL-1 SFDR 38 1 19

Uma vez definida a posi¢do do centro e dimensao do grid, foi utilizado o ADT, utilizando
a ferramenta disponivel AutoGrid4, para criar mapas de afinidade para cada tipo de atomo
presente na estrutura das proteinas e dos ligandos co-cristalizados. De forma a obter os 30 A para
cada dimensao, utilizou-se os seguintes parametros: nimero de pontos do grid para as dimensdes
X, Y e Z foram de 80 x 80 x 80, com espacos regulares de 0.375 A (80 x 0,375 A =30 A). Todos
os mapas do grid de afinidade foram centrados no sitio ativo e as coordenadas foram selecionadas
para abranger o sitio ativo completo para cada estrutura de proteina, (GOODSELL; MORRIS;
OLSONI, 2008).

O ADA4 utilizou um algoritmo genético Lamarckiano (MORRIS et al., 1998) para realizar
os estudos de docking molecular entre os ligandos co-cristalizados e as estruturas PDB
selecionadas das proteinas Bcl 2, Bcl-XL e MCL-1. Os parametros selecionados para a execugao
do AD4 foram os seguintes: 2500000 avaliagdes de energia, nimero populacional de 150
estruturas e 50 repeticdes do processo de docking. Estes ensaios de docking molecular utilizando
o AD4 foram inicializados diretamente do ADT. Foram mantidos os valores por defeito de outros
parametros nomeadamente: a posi¢do inicial aleatoria dos ligandos, intervalos de etapas de
translacdo de 2,0 A, taxa de mutacdo de 0,02, taxa de cruzamento de 0,8 e taxa de pesquisa local
de 0,06. Para cada ligando co-cristalizado, o AD4 apresenta os resultados de duas formas: (1)

valores de energia livre de ligagdo (AG) estimada e conformacdo 3D de ligagdo a proteina em
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estudo de cada ligando co-cristalizado estudado. A partir dos valores de AG estimados foram

determinados os valores das constantes de inibi¢do (Ki) estimados, aplicando a seguinte equagao:

Ki = exp ((AG * 1000) / (Rcal * TK)),

onde: AG ¢ a energia livre de ligagdo estimada calculada pelo AD4, Rcal ¢ 1,98719 e TK ¢
298,15. Todos os ensaios de docking molecular foram realizados utilizando computadores

pessoais disponibilizados nas salas de informéatica do IPB.

3.4  Screening virtual da biblioteca LMW 2.0 contra as proteinas da familia Bcl-2

Uma vez selecionadas as estruturas de cada um das proteinas em estudo e definidos os
parametro a utilizar para cada estrutura (tabela 3), foram realizados de seguida os ensaios de
screening virtual da biblioteca LMW 2.0. Tendo em consideracdo o niimero substancial de
estruturas 3D em estudo (11 no total das 3 proteinas em estudo) e o nimero de compostos da
nova biblioteca LMW 2.0 (115 compostos), e estimando que cada ensaio de docking molecular
com os parametros estudados demora em média 1 hora, foi necessario utilizar ferramentas de
automatizacdo de todo o processo de screening virtual. Para esta automatizagdo foi utilizado o
software MOLA, uma ferramenta desenvolvida no nosso grupo para este tipo de trabalhos
(ABREU, et al., 2010). Este software permite ligar varios computadores em rede formando um
cluster de computadores adequado (Figura 3). Para além da preparagdo do cluster também
automatiza os processos de gestdo e distribuicdo dos trabalhos de docking para cada computador
da rede. No total foram ligados 10 computadores numa rede e para cada estrutura selecionada foi

langado o processo de screening virtual para a biblioteca LMW 2.0
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Figura 3: Cluster realizado para os estudos de docking molecular da biblioteca 2.0.

IR (5

Fonte: Bio Chem Core. <http://esa.ipb.pt/biochemcore>Acess0..2 de julho, 2018

A titulo de exemplo, para cada uma das 11 estruturas de proteinas utilizadas, o tempo de
execucao do screening virtual da biblioteca LMW 2.0 passou de aproximadamente 115 horas (4,8
dias), utilizando apenas um computador, para 11,5 horas (0,5 dias), utilizando o cluster
implementado pelo software MOLA. No final de cada trabalho de screening virtual, o MOLA
também faz uma andlise dos resultados criando um ficheiro em formado digital CSV, que pode
ser aberto no software Excel, onde os compostos estudados sao ordenados por valores crescentes
de AG estimado. O MOLA também cria uma pasta para cada composto estudado onde ¢ colocada
a conformac¢do de ligagdo estimada pelo AD4. Os resultados obtidos nos ensaios de docking

foram analisados no software Pymol (SEELIGER; GROOT, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Preparacio da biblioteca virtual de compostos LMW 2.0 presente em cogumelos

De forma a ampliar a biblioteca virtual anteriormente preparada de 40 compostos
(FROUFE; ABREU; FERREIRA, 2012), comecou-se por realizar uma pesquisa bibliografica de
novos compostos LMW. A pesquisa bibliografica foi realizada na literatura cientifica
especializada utilizando os motores de procura “PubMed”, “Science Direct” e “Web of Science”.
Para o composto ser elegivel para selecdo era necessario respeitar 2 requerimentos: primeiro que
tivesse sido encontrado na composi¢do de uma espécie de cogumelo e segundo que este
composto ou cogumelo apresentasse algum tipo de bioatividade antitumoral. A bioatividade
poderia ser, ou uma bioatividade inespecifica como a inibi¢do da atividade anti-proliferativa de
uma linha celular tumoral, ou uma bioatividade especifica como por exemplo a inibi¢do da
atividade de uma proteina que ja tivesse sido relacionada como um processo tumoral. No total
foram acrescentados 75 compostos que, somados aos 40 compostos da biblioteca LMW 1.0,
totalizaram os 115 compostos que compdem a biblioteca virtual LMW 2.0 e que foi utilizada para
os restantes estudos in silico realizados neste trabalho. Os compostos foram divididos por
familias quimicas, sendo os esteroides, apresentados na tabela 3 e representados nas figuras 3 e 4,
a familia mais representada com 60 compostos. Os restantes 55 compostos, apresentados na
tabela 5 e representados nas figuras 6 e 7, correspondem as restantes familias de compostos
incluindo: 8 membros da familia dos quinonas e hidroquinonas; 28 membros da familia dos
terpenos; 2 membros da familia das aminas e amidas; 12 membros da familia das isoflavonas,
flavonas, catecdis e fenois; 2 membros da familia dos acidos gordos e 3 membros da familia dos
alcaldides e aldeidos.

Aos compostos novos que foram sendo adicionados a biblioteca LMW 2.0 foram
indicados numeros de 1 a 75. Aos compostos que ja faziam parte da biliboteca LMW 1.0 foram

indicados os cddigos utilizados no artigo de revisdo por Ferreira et al. 2010, antecedido da letra a.
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Tabela 4: Esteroides que compdem a biblioteca de compostos LMW 2.0 presentes nos cogumelos.

Composto Codigo Espécie Referéncia Bioatividade
(3[3,5(1,8(1,22E,24S)-S,S-ep1d1ox1ergosta-6,9(l 1)22- 1 Morchella esculenta LEE etal., 2018
trien-3-ol
Acido 3- oxo-5a-lanosta-8-en-21-oico 2 Ganoderma tsugae LIN etal, 2016
(3[3,5(1,8(1,22E)-5,8-epidiqxiergqsta-6,22-dien-3-il Atividade Antitumoral
B-D-glucopiranosideo 3
Morchella esculenta LEE et al., 2018
(22E,24S)-ergosta-4,22-dien-3-ona 4
(22E)- 3B,50-didroxiergosta-7-22-dien-6-ona 5
(22E)- 6B-metoxiergosta-7,22-dien-3f3,5a-diol 6
(22E)-19-norergosta-5,7,9,22-tetraen-33-ol 7
(22E)-3B,50,9a-tridroxiergosta-7,22-dien-6-ona 8 Pleurotus eryngii KIKUZ%IE etal, Inibigdo da Aromatase
(22E)-5a,6a-epoxiergosta-8,14,22-trien-3f,7f-diol 9
(22E)-ergosta-5,7,22-trien-3-ol 10
(22E)-ergosta-7,22-dien-33-ol 11
(3B,50,22E)-ergosta7,22,24(28)-trien-3-ol 12 Morchella esculenta LEE etal., 2018 Atividade Antitumoral
24-etilcolsta-5,22-dien-3B-ol 13 Phellinus baummi ZHA;)(’I';t al, Atividade Antitumoral e Antioxidante
3,4-seco- 8a,90-epoxi-5a-lanosta-21-acido oico 3,4 14
lactona
3.4-seco-5p -Ianosta-7,zi(;ilc)(;4(29)-trlen-3,21-ac1d0 15 Ganoderma tsugae LIN etal., 2016 Atividade Antitumoral
3,4-seco-5p-lanosta-7,9(11),4(29)-trien-3,21-acido 16
didico- 3-metil ester
. . Lepiota americana ZAIDMAN et al., o
5,6-Epoxy-24(R)-metilcolesta-7,22-dien- 3B3-ol 17 Cordyceps sinensis 2005 Inibidor da sulfatase
5,8-Epidioxi-24(R)-metilcolesta-6,22-dien-3 -D- 13
glucopiranosideo Cordyceps sinensis BOK et al., 1999 Nao conhecida
5,6-Epoxi-24(R)-metilcolesta-7,22-dien-3 —ol 19
Sa,60-epoxiergost-8(14)-ene-3p,7a-diol 20 o .. KIKUCHI et al., I
9.11- perdxido dehidroergosterol b Pleurotus eryngii 2017 Inibigdo da Aromatase
Acido Dehidroebricénico a25 Poria cocos ZAIDl\Z/I(;%I;I ctal, Inibidor da topoisomerase IT do DNA
Acido Dihidroeburicoico 29 Lentinus e Antrodia FILHO, 2009 Atividade antltumorral., antiflamatoria e
camphorata analgésica
Acido Eburicéico 23 .Antrodza SU et al., 2012 Atividade Antitumoral
cinnamomea
Acido Fomitélico A a26a . ) ZAIDMAN et al., . .
Acido Fomitélico B 226b Fomitella fraxinea 2005 Inibidores da DNA polimerase o e 3
Acido Ganodérico A a2la Inibidor NF-KB e AP-1
Acido Ganodérico F a21b Prevengdo de invasdo de células
_ ZAIDMAN et al., metasticas
Acido Ganodérico H a2lc 2005; Inibidor NF-KB e AP-1
Acido Ganodérico W a22 PATERSON,
Acido Ganodérico X a23a 2006; . .
Acido Ganodérico Y 2230 Ganoderma hucidum Inibidor da DNA topoisomerase
Acido Ganodérico T a23c
) Efeito citotoxico frente a linhagens
Acido Lucidéncio N 24 COTA etal, 2008 celulares: cancro de figado humano e
leucemia murina
Acido Lucidénico O al7a MO;TA?OAO%I ot Inibidor da DNA polimerase a ¢
Marusmius
0 L. conigenus, Prolonga o tempo de vida de
Acido Marasmico 25 COTA et al, 2008 . .
Lachnella sp. e camundongos com leucemia murina
Peniophora laeta
Piptoporus
Acido Poliporénico C a24 betulinus, Daedalea ZAIDl\Z/I(%I;I ctal, Inibidor MMP
dickinsii
Antein K 26 .Antrodza LAI etal., 2016 Agente complementar na terapia do
cinnamomea cancro no figado
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Cerevisterol al8 Ganngrma MORADALI et Inibidor da DNA polimerase o
lucidium al., 2007
Grifola frondosa,
Ganoderma
Ergosta- 4,6,8 (14), 22- tetraen-3-ona alé applanatum, ZAIDMAN et al., - ) .
. . Inibidor da Cicloxigenase
G.neojaponicum 2005
Grifola frondosa,
Ergosterol als Agaricus blazei
Eringiacetal A 27 Pleurotus eryngii KIKUCHI, 2015 Citotoxicidade e at.1v1darde‘ inibitoria
contra o oxido nitrico
Estelasterol 28 Lentinus FILHO, 2009 Citotoxicidade ¢ atividade inibitéria
contra o oxido nitrico
Ganoderiol F . a20b - MORADALI et
Ganodermanondiol a20c Ganoderma lucidum al.. 2007
Ganodermanontriol a20d i Atividade Antitumoral
Inotodiol 29 Cogumelo chaga NGUSZ{(I)E 11;; etal,
Lactona Lucidénica al7b Ganoderma lucidum | TANG et al., 2006 Inibidores da DNA polimerase a e 8
Lanosterol 30 Inonotus obliquus GUEDES, 2016 At1‘V1daQeAan.t1tum-0ral, antiflamatéria,
hipoglicémica e imunomoduladora
Lucidumol A al9 . PATERSON, .. .
Lucidumol B 2202 Ganoderma lucidum 2006 Atividade Antitumoral
Pentadecanoato de ergosta-7,22-dien-3f-il 31 Phellinus baummi ZHA;)(’I';t al, Atividade antitumoral e antioxidante
Peroxido de Ergosterol 32 Pleurotus eryngii KIKUZ%IE etal, Inibigdo da Aromatase
Pinicolol B 13 .Antrodza WU etal., 2017 Atividade 01t0t-0x1ca nas lmh:as de células
cinnamomea de carcinoma nasofaringeo
Poliporusterona A 34 . o .
Poliporusterona B 35 POQ}I;]O’,M, COTA et al, 2008 Clmtox}fl?adle frent§ a llnhagem de
Poliporusterona C E F ¢ G (36-39) umbellatus células leucemia murina

A preparagdo quimica in silico de cada composto foi sujeita a um cuidadoso controlo de

qualidade, de acordo como o procedimento descrito na metodologia. A representacao

bidimensional (2D) inicial de cada composto foi preparada no software Marvin Sketch e a

preparacdo da representacdo tridimensional (3D) de cada estrutura foi preparada utilizando os

softwares Marvin Sketch e AutoDockTools. Cada composto foi entdo guardado no formato

digital PDBQT, necessario para os estudos in silico subsequentes. Um passo final de inspec¢ao

da corregdo das estruturas foi realizado utilizando o software Pymol.




Figura 4: Esteroides que formam a biblioteca LMW 2.0.
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Figura 5: Continuacdo dos esteroides que compdem a biblioteca LMW 2.0.
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Tabela 5: Compostos que formam a biblioteca de compostos LMW 2.0 presentes em cogumelos.
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Familia do

Composto Cédigo Espécie Referéncia Bioatividade
composto
Panedoxina al Panus conchatus, P.
rudis, Lentinus crinitus Inibidor do fator NF-kb
Cicloepoxidol a2 Estirpe Xylaria 45-93 ZAIDMAN et al., 2005
Clavilactonas A e B a3c/a3b Citoevbe clavipes Inibidor da proteina tirosina
Clavilactonas D a3b y P kinase
H,Qd“‘i)‘;‘“,‘zz:as ) , . ZAIDMAN etal, 2005 | . o
1droqui : a: garicus bisporus nibidor da a polimerase
Quinona 490 TIFFANY etal., 1978
Hidroquinona as Piptoporus betulinus ZAIDMAN et al., 2005; Inibidor da proteinase matrix
q plopori i ” i metalo (MMPs)
Panepoxidiona 72 Lentinus connatus FILHO, 2009 Atividade Antitumoral
Acido Pleurotelico 40 Pleurotus hypnophilus SULKO\;{SI;(%-SZIAJA et Atividade citotoxica
. , . Atividade citotoxica contra
(+)- torreyol 41 Lignosus rhinoceroris YAP etal., 2017 células MCF7
. . RASSER; ANKE; Atividade antifingica,
1-hidroxi-3-sterpureno 42 Gloephyllum STERNER, 2000 antibacterial ¢ antitumoral
Aliacol A 43 Inibem a sintese de acidos
. Marasmius alliaceus COTA et al, 2008 nucléicos em células asciticas
Aliacol B 44 .
do tumor Ehrlich
Aurisina A 45 . | KANOKMEDHAKUL et . .
Aurising K 26 Neonothopanus nambi al., 2012 Atividade Antitumoral
Atividade citotoxica em
Colibial 47 Collybia confluens COTA etal, 2008 linhagem de células de leukemia
promielocitica
Colossolactona H 48 Ganoderma colossum CHEN et al., 2016 Citotoxicidade contra cNelulas de
cancro do pulmio
Atividade antimalarica e
Connatus A ¢ B 49 ¢ 50 Lentinus FILHO, 2009 citotoxica contra diferentes
linhas celulares
Demetoxiegnol 51 Laetiporus sulphureus SULKO\;{SI;(%-SZIAJA et
Dihidrohipnofilina 52 Lentinus FILHO, 2009
Egnol 53 Laetivorus sulphureis SULKOWSKA-ZIAJA et Atividade Antitumoral
Glucosideo Egnol 54 POTUS Siip ’ al., 2005
T - - -
erpenos Hf?naccllpol 55 Lentinus e I?anus rudis FILHO, 2009
Hipnofilina 56 Lentinus
Hudin M aldb Omfzfnl;;t;f;);lllzgf " POUCHERET; FONS; Agente alquilante de DNA
Tludin S al3a mieromyce: RAPIOR, 2006 g q
Jjaponicus
Omphalotus olearis e
Irofulveno 57 Lampteromyces Atividade Antitumoral
Japonicus
Inibem a sintese de DNA em
Merulidial 58 Merulius tremellosus células asciticas de carcinoma
COTA et al, 2008 __doEhrlich
. . Citotoxicidade frente a
Montadial A 59 Bandarzewia montana . o ..
linhagem lifocitica leucémica
Naematolina 60 Inibem a incorporagio de
Panus s timidina no DNA em células
Naematolona 61 PP- asciticas de carcinoma de
Ehrlich
Nambinona C 62 Neonothopanus nambi KANOK;\I/IEZ%IE; KUL et Atividade Antitumoral
Interfere com a sintese de DNA,
Pilatina 63 Flagelloscypha pilatii COTA etal, 2008 RNA em células asciticas de
tumor de Ehrlich
Pleurotelol 64 Pleurotus hypnophilus SULKO\;{SI;(%-SZIAJA et Atividade Citotoxica
a-cadinol 65 Lignosus rhinocerotis YAPetal., 2017 Atividade citotoxica contra
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células MCF7

ZAIDMAN et al., 2005;

Aminas e 2-Aminofenoxazin-3-ona al0 Lepiota americana KIM et al., 2000 Inibigdo da Aromatase
Amidas Putrescina-1,4-dicinamida all Pholiota spumosa PO[f{(iI_II’IIE(I){IETZ, (f O%NS’ Indugdo da apoptose
Baicaleina 66 Phellinus baummi ZHANG et al., 2017 At1V1da(-ie antlterlloral ¢
antiflamatoria
Fornecina A 67 Citotoxicidade frente a
Fornecina B 68 Pyroformes demidoffi COTA etal, 2008 linhagens de cancro cervical
humano
Genisten a7 Flammulina velupites ZAIDMAN et al., 2005 Modulador da kinase Cdc2
Gerronemins A a%a
erronemins B a9b
gerronemins C adc ZAIDMAN et al., 2005; Inibidor da Ciclo oxigenase 2
Isoflavonas, - Gerronema SILBERBORTH et al., &
Flavonas, Gerroneml.ns D a9d 2002 (COX-2)
Catecéis e Gerronemins E a%
Fenéis Gerronemins F a9f
P. linteus, Gymnopilus
mar- ginatus, G.
Hispidin a8 Palrzjae, G. ZAIDMAN et al., 2005 Inibidor de PKCR
parvisporus, lonotus
hispidus
Inoscavina A 69 Phellinus baummi ZHANG et al., 2017 AthIdad? aI_ltltumoral ¢
antioxidante
] (2,2)-9,12-4cido 70
Acidos gordos octadecadiendico Morchella esculenta LEE etal., 2018 Atividade Antitumoral
1-O-octadecil-sn-glicerol 71
L. 3,4-dihidroxi-benzaldeido 73 Phellinus baummi ZHANG et al., 2017
Alcalides e Hericerina 74 Atividade Antitumoral

Aldeidos

Hericerina A

75

Hericium erinaceum

Lletal., 2015
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Figura 6: Quinonas, hidroquinonas e terpenos que formam a biblioteca LMW 2.0.
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Figura 7: Aminas, amidas, isoflavonas, flavonas, catecois, fenois, acidos gordos, alcaldides e aldeidos que formam a
biblioteca LMW 2.0.
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Na figura 8 podemos observar, a titulo de exemplo, a representacdo 2D e 3D de um dos
membros da biblioteca LMW 2.0, o peroxido de ergosterol (32).

Uma grande quantidade de trabalhos cientificos tem sido publicada nos ultimos anos
nesta area de estudo de bioatividades de diferentes espécies de cogumelos. A biblioteca virtual
LMW 2.0 preparada neste estudo ndo pretende por isso ser exaustiva em relagdo ao estado da arte
nesta area. No inicio do trabalho o objetivo proposto era o de ampliar a biblioteca para mais de
100 compostos tendo ficado no final em 115 compostos. Mais compostos poderiam ser
acrescentados, no entanto, devido as limitagcdes em capacidade de processamento computacional
necessarios para os estudos subsequentes de modelacio molecular, um numero maior de
compostos poderia por em cause a realizacdo completa de todos os estudos in silico de modelagado

molecular.
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A biblioteca LMW 2.0 ira ser disponibilizada a comunidade cientifica para poder ser
utilizada por outras equipas de investigacdo em outros trabalhos de screening virtual, semelhantes
ao que serd apresentado na sec¢do seguinte. A biblioteca sera disponibilizada nos formatos SDF e
PDB, que sdo os formatos de representagdo 3D de estruturas quimicas mais utilizados na
comunidade cientifica e no formato PDBQT mais especifico da ferramenta de docking molecular

utilizadas neste estudo, o AD4.

Figura 8: Representagdo do peroxido de ergosterol (32) em 2D (esquerda) realizado no Marvin Sketch e em 3D feito
no Pymol (direita).

4.2 Screening Virtual da biblioteca LMW 2.0

Uma vez preparada a biblioteca virtual LMW 2.0, o passo seguinte foi o de testar
virtualmente os compostos como possiveis inibidores de 3 membros da familia de proteinas Bcl-
2: a Bcel-2, a Bel-XL e a MCL-1; utilizando o docking molecular. A metodologia de docking
molecular ¢ uma ferramenta in silico de modelagdo molecular que permite fazer previsdes sobre
possiveis modos de ligagdo entre os compostos em estudo e a estrutura 3D da uma proteina de
interesse, assim como fazer previsdes sobre a poténcia da interagdo composto/proteina. Quando a
técnica de docking, ou outra técnica de modelacdo molecular in silico, ¢ utilizada para testar uma

biblioteca de muitos compostos designamos o processo como screening virtual. As 3 proteinas de
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interesse da familia de proteinas Bcl-2 foram selecionadas pois sdo atualmente reconhecidas
como proteinas alvo em alguns processos tumorais, sendo a sua inibi¢do reconhecida como uma
provavel forma de ativar o processo de apoptose tumoral e desta forma provocar a morte
programada de células tumorais.

Este trabalho surge como sequéncia natural de um estudo anterior, em que se usou a
mesma metodologia de screening virtual para estudar os 40 compostos da biblioteca LMW 1.0
como potenciais inibidores da proteina Bcl-2 (KHALIFA, 2016). No presente estudo
aumentamos o nimero de compostos para 115 compostos, estabelecendo a biblioteca LMW 2.0,
mas também utilizamos mais 2 proteinas alvo da mesma familia Bcl-2: a Bel-XL e a MCL-1.

O estudo de screening virtual foi realizado em 3 etapas que serdo apresentadas: (1)
enumeragdo das estruturas disponiveis no PDB (Protein Data Bank) para cada proteina, (2)
ensaios de Re-docking e Cross-Docking para selecdo das estruturas 3D mais adequadas e (3)
realizagdo de ensaios de screening virtual da biblioteca LMW 2.0, utilizando a metodologia

escolhida.

4.2.1 Selecao de estruturas 3D das proteinas Bel 2, Bel-XL e MCL-1

No trabalho realizado por KHELIFA, 2016, comegou-se por analisar as estruturas
experimentais 3D da proteina Bcl-2 disponiveis na base de dados PDB (Protein Data Bank). Em
2016 estavam disponiveis 13 estruturas da Bcl-2. Destas 13 estruturas, 4 foram selecionadas
tendo como base 3 critérios: (1) as estruturas terem sido obtidas pela metodologia experimental
de cristalografia de raio-X, (2) a estrutura ter sido obtidas na presenca de um ligando co-
cristalizado e (3) o conhecimento do valor de constante de inibicdo (Ki) experimental do
respetivo ligando co-cristalizado. Realizou-se a mesma pesquisa no PDB para este trabalho e
verificou-se a presenga de mais 3 estruturas num total de 16 (ver anexo 1). Considerando os
critérios indicados anteriormente, as 4 estruturas selecionadas no trabalho de Khelifa (2016),
foram mantidas para a realizagdo dos estudos de screening virtual deste trabalho, estando

apresentadas na tabela 6 as estruturas utilizadas: 4LVT, 4LXD, 4IEH e 4AQ3.
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Tabela 6: Estruturas experimental da proteina Bcl-2 presentes no Protein Data Bank.

; Resolucao Co- Tipo Ki Experimental .

PDB  Método A) cristalizado de ligI:mdo ?nM) Referéncia
4LVT Raio-X 2,05 Sim LMW 0,044 nM PARK ,C.H., 2013
4LXD Raio-X 1,90 Sim LMW 59 nM PARK, C.H., 2013
4IEH  Raio-X 2,10 Sim LMW 14 nM XIE, X. etal., 2013
4AQ3 Raio-X 2,40 Sim LMW 37aM BERTRAND, et al., 2012

Realizou-se 0 mesmo tipo de pesquisa no PDB para as proteinas Bcl-XL ¢ MCL-1,
tendo-se verificado a existéncia de um total de 50 estruturas para a Bcl-XL (anexo 2) e 48
estruturas para a MCL-1 (anexo 3). Surpreendentemente, apesar da Bcl-2 ter sido a primeira
proteina da familia das proteinas Bcl-2 a ser relacionada com situagdes de apoptose tumoral e
selecionada para potencial alvo terapéutico, existem mais estrutura e mais recentes para a Bcl-XL
e MCL-1.

Os 3 critérios que foram aplicados para a Bcl-2 foram igualmente aplicados para a Bcl-
XL e MCL-1, muitas das estruturas foram assim excluidas, ficando um total de 12 e¢ de 16
estruturas para a Bcl-XL e para a MCL-1 respectivamente (a bold no anexo 2 e 3).

Uma vez que os estudos de docking molecular necessitam de um capacidade de
processamento computacional muito elevada, assim como de muitos passo de preparacdo das
estruturas proteicas, foi necessario selecionar ainda mais o niimero de estruturas. O numero de
estruturas foi entdo reduzido tendo como base critérios adicionais: (1) os valores de Ki
experimentais das estruturas selecionadas abrangerem um gama alargada de valores de
concentragdo e (2) a qualidade das estruturas, verificada pelo pardmetro da Resolucdo de cada
estrutura. No final selecionaram-se 5 e 6 estruturas da Bel-XL e MCL-1 respetivamente (tabelas 7

e 8).

Tabela 7: Estruturas experimentais da proteina Bel-XL presentes no Protein Data Bank.

. Resolucio Co- Tipo Ki experimental ..

PDB  Método A) cristalizado de ligando (nM) Referéncia
4C52 Raio-X 2,05 Sim LMW 22000 nM BRADY etal.,2014
3WIZ Raio-X 245 Sim LMW 4.4 nM TANAKA et al., 2013
3ZK6 Raio-X 248 Sim LMW 460 nM LESSENE et al., 2013
3ZLR Raio-X 2,03 Sim LMW 0,55 nM LESSENE et al., 2013

3QKD Raio-X 2,02 Sim LMW 3nM SLEEBS et al., 2011
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Tabela 8: Estruturas experimentais da proteina MCL-1 presentes no Protein Data Bank.

. Resolucio Co- Tipo Ki experimental ..

PDB  Método A) cristalizado de ligando (nM) Referéncia
SFDR Raio-X 2,60 Sim LMW 17 nM PELZ et al., 2016
4ZBI Raio-X 2,50 Sim LMW 310 nM BRUKE et al., 2015
4WGI Raio-X 1,85 Sim LMW 4500 nM FANG et al., 2014
40Q6 Raio-X 1,81 Sim LMW 3300 nM PETROS et al., 2014
3WIX Raio-X 1,90 Sim LMW 540 nM TANAKA et al., 2013
4HW?2 Raio-X 2,80 Sim LMW 55 nM FRIBERG et al., 2012

4.2.2. Re-docking e Cross-Docking das proteinas Bcl-2, Bel-XL e MCL-1

A correta selecdo das estruturas 3D experimentais das proteinas em estudo ¢ essencial
para os estudos de docking molecular, a realizar com a biblioteca LMW 2.0. Uma vez
selecionadas as estruturas ¢ necessario a sua validacdo para utilizacdo em ensaios de docking
molecular. Para isso comegou-se por realizar ensaios de docking com os inibidores co-
cristalizados experimentalmente nas estruturas 3D das proteinas selecionadas. Estes ensaios sdo
designados de Re-Docking, quando ¢ utilizado o inibidor co-cristalizado presente na propria
estrutura e Cross-Docking, quando utilizamos os inibidores co-cristalizados de outras estruturas
da mesma proteina. Co-cristalizado significa que, quando a estrutura 3D da proteina em questdo
foi obtida pela técnica de Cristalografia de raio-X, o inibidor encontrava-se presente e a interagir
com a proteina. Desta forma ¢ possivel obter experimentalmente a sua conformacao de ligacao.

Nos ensaios de docking molecular, um dos resultados obtidos ¢ uma previsao da constante
de inibicao (Ki) estimado do inibidor em questdo contra a estrutura da proteina-alvo. Como, para
as estruturas selecionadas, temos o conhecimento das constantes de inibi¢do experimental dos
ligandos co-cristalizados (Ki experimental), ao realizar os ensaios de Re-Docking e Cross-
Docking, ¢ possivel comparar estes valores de Ki experimental com os valores de Ki estimados.
Esta ¢ a razdo porque selecionamos apenas estruturas PDB com inibidores co-cristalizados com
Ki experimentais conhecidos. Podemos assim verificar se estes valores sdo comparaveis, analisar
se sdo correlacionaveis, e desta forma validar a(s) melhor(es) estruturas 3D das proteinas alvo

para ensaios posteriores de screening virtual.
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Tabela 9: Resultado dos cross-docking e re-docking usando as estruturas cristalizadas da Bel-2, realizado por AD4.

. AG estimado (Kcal/mol) Kimédio  pki Ki pki Diferencas
Inibidor . estimado estimado experimental R al**  do pKi***
41EH 4AQ3 4LVT 4LXD Meédia (nM) s (nM) experimenta 0 pRI
41EH_lig -9,91* -10,90 -10,30 -11,10 -10,57 17,80 7,75 14,00 7,85 -0,10
4AQ3 lig -9,19 -10,7* -11,20 -9,72  -10,22 32,40 7,49 37,00 7,43 -0,06
4LVT lig -9,13 -12,40 -13,1* -13,13 -11,55 3,40 8,47 0,04 10,34 -1,89
4LXD_lig -10,30 -8,46 -10,60 -11,08* -10,13 37,90 7,42 59,00 7,23 -0,19

*re-docking; **pKi= -log;oKi; *** diferenca pKi = ( pKi estimado — pKi experimental)

Figura 9: Correlagdo entre os valores de pKi experimental e estimado, obtido usando AD4 para os inibidores co-
cristalizados presentes nas 4 estruturas selecionadas do PDB para a proteina Bcl-2.
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Os ensaios de Re-Docking e Cross-Docking para a proteina Bcl-2 ja tinham sido

realizados por KHELIFA, 2016 e estdo apresentados na tabela 9 e no grafico de correlagdo

(figura 9). Como vimos anteriormente, os pressupostos para a Bcl-2 em relagdo a disponibilidade

de estruturas PDB mantém-se essencialmente iguais ao tempo do trabalho de 2016 e por isso,

para o screening virtual da biblioteca LMW 2.0, manteve-se a selecdo das 4 estruturas indicadas.

Dos dois softwares de docking utilizados por KHELIFA, 2016, o AutoDock 4 (AD4) foi o que

apresentou melhores resultados nas correlagdes entre os valores de Ki experimentais e Ki

estimados. O AD4 fornece os resultados como uma energia livre de ligacdo estimada (AG

estimados). Na tabela 9 os resultados sdo apresentados como a média dos valores de AG

estimados entre cada ligando co-cristalizado e cada uma das 4 estruturas 3D selecionadas da Bcl-
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2. Estes valores de AG médios estimados sdo depois convertidos em Ki estimados, utilizando a
formula apresentada na metodologia.

A tabela 9 também apresenta os valores Ki experimentais obtidos na literatura para cada
ligando co-cristalizado, bem como os valores de Ki convertido para uma escala logaritmica (pKis
estimados e experimentais) e a diferenga pKi (pKi Estimado - pKi Experimental). Idealmente, os
valores das diferencas de pKi deverdo ser nulos ou significativamente pequenos, nessa situacao
os valores Ki estimados corresponderiam exatamente ou aproximadamente aos valores de Ki
experimentais para cada ligando co-cristalizado. Como podemos observar na figura 9 o
coeficiente de correlacao obtida utilizando as 4 estruturas selecionadas da Bcl-2 foi de 0,9848,
um valor muito robusto estatisticamente e que permite ter bastante confianca em relagdo aos
resultados no screening virtual da biblioteca LMW 2.0 utilizando a mesma metodologia.

Para a proteina Bcl-XL foram entdo utilizadas as 5 estruturas selecionadas e realizados os
ensaios de Re-Docking e Cross-Docking, (tabela 10). O coeficiente de correlagdo obtido entre os
valores de pKi experimental e pKi estimado foi de 0,6764, um valor que ja pode ser considerado
bastante aceitavel para este tipo de estudos in silico (figura 10-A).

Devemos lembrar que neste tipo de ensaios de docking, estamos a simplificar algo que ¢
inerentemente complexo e que ¢ a estrutura 3D de uma proteina com os seus milhares de atomos
constituintes e respectivas ligacdes covalentes e ligagdes inter-moleculares. Em ensaios de
docking a estrutura 3D da proteina também ¢ utilizada como uma entidade rigida e parada no
tempo, o que ¢ outra simplificagdo, uma vez que estruturas 3D das proteinas sdo estruturas
dindmicas com alteracdes da sua conformacao estrutural quando no seu ambiente aquoso natural.
Assim, a previsdo de Kis para diferentes compostos, utilizando o docking molecular, para
determinar a probabilidade deste composto ser um potencial inibidor proteina em estudo, deve ser

sempre considerada com cuidado e tendo sempre em conta as limitagdes da metodologia.
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AG estimado (Kcal/mol) Ki médio pki Ki pki Diferenca
Inibidor estimado estimado experimental experimental do pKis
4C52 3ZLR 3WIZ 3ZK6 3QKD Média (nM) ok (nM) ok wk
4C52_ lig  -8,7* -7,42  -742  -8,92 -7,81 -8,06 1231,69 591 22000,00 4,66 -1,25
3ZLR lig -10,58 -13,6* -9,85 -11,53  -9,80 -11,08 7,51 8,12 0,55 9,26 1,13
3WIZ lig -8,04 -7,72 0 -9,9%  -11,44  -10,16 -9,47 114,79 6,94 4,40 8,36 1,42
3ZKe6_lig -8,53 -11,86 -8,02 -10,06* -9,20 -9,53 102,69 6,99 460,00 6,34 -0,65
3QKD _lig -8,72 -890 -9,32 -920 -10,66* -9,36 137,74 6,86 3,00 8,52 1,66

*re-docking; **pKi= -log;oKi; *** diferenca pKi = ( pKi estimado — pKi experimental)

Tabela 11: Re-docking e cross-docking com o AD4 utilizando as estruturas cristalizadas escolhidas da Bcl-XL, apos a

remogdo da 3WIZ e 3QKD

. AG estimado (Kcal/mol) Ki m édio _Pkl Ki experimental Irkl Diferenca
Inibidor estimado estimado experimental < e
4C52  3ZLR  3ZK6  Média @M) . (nM) . do pki
4C52_lig -8,7* -7,42 -8,92 -8,36 744,84 6,13 22000,00 4,66 -1,47
3ZLR_lig -10,50 -13,6* -11,50 -11,92 1,82 8,74 0,55 9,26 0,52
3ZK6_lig -8,53 -11,80 -10,0* -10,15 36,31 7,44 460,00 6,34 -1,10
*re-docking; **pKi= -log;oKi; *** diferenca pKi = ( pKi estimado — pKi experimental)
Figura 10: Correlagdo entre os valores de pKi Experimental e pKi Estimado, obtido utilizando AD4, com as todas as
estruturas selecionadas (A) e apds a remogao das estruturas 3WIZ e 3QKD(B).
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Nesta altura do estudo foi necessario ter em conta a processamento computacional
necessario para estudar a biblioteca LMW 2.0 completa de 115 compostos. Tendo em conta os
recursos computacionais existentes tomou-se a decisdo de reduzir o nimero de estruturas para 3 ou
4 estruturas, de forma a permitir que o trabalho posterior de “screening” virtual fosse possivel de
ser realizado num periodo de tempo adequado. Utilizou-se como pardmetro de remocgdo das
proteinas o valor de Diferenca de pKis. Quanto maior for este valor, maior a diferenca entre o
valor de pKi estimado e o experimental, o que indica que o AD4 estard a prever menos
corretamente a poténcia de ligagdo. Assim, para a Bcl-XL, foram removidas as estruturas 3WIZ e
3QKD mantendo-se as estruturas 4C52, 3ZLR e 3ZK6. O resultado foi uma melhoria da correlagao
entre valores experimentais e previstos com um coeficiente de correlacdo de 0,9754 (tabela 11 e
figura 10-B). Estas 3 estruturas foram entdo utilizadas para o screening virtual da biblioteca LMW
2.0.

Para a proteina MCL-1 utilizaram-se as 6 estruturas selecionadas e realizaram-se os
ensaios de Re-Docking e Cross-Docking, (tabela 12). O coeficiente de correlagdo resultante entre

os valores de pKi experimental e pKi estimado foi de 0,4397. (figura 11-A).

Tabela 12: Re-docking e cross-docking com o AD4 utilizando as estruturas cristalizadas da MCL-1 selecionadas.
AG Estimado (Kcal/mol) Ki pKi Ki Pki Diferenca
- médio . . . do pKi
Inibidor timad estimado  experiment experimental
5FDR  4HW2 3WIX 40Q6 4WGI  4ZBI  Média ©Stma - al (nM) o
o (nM)

SFDR lig -93*  -1043 967 -11,60 -1130 -1000 -10,30 24,50 7,61 17 7,76 0,15
4HW2 lig  -7.67  -101* -11,10 -885  -888  -1210 -9,86 58,52 7,23 55 7,25 0,03
3WIX lig  -7.80  -10,67  -12,1%*  -10,60 -1030 -11,80 -10,68 14,80 7,82 540 6,26 -1,56
40Q6 lig 696  -794 872 80+ 817 910  -817  1019,04 5,99 33000 428 1,51
AWGI lig 884  -1041 960 -11,70  -94*  -1020 -10,15 36,22 7,44 4500 5,34 2,09

4ZBI lig  -899  -1050 -12.60 959  -9.86 -105% -1047 20,92 7,67 310 6,50 1,17

*re-docking; **pKi= -log;(Ki; *** diferenca pKi = ( pKi estimado — pKi experimental)
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Tabela 13: Resultados dos cross-docking e re-docking usando as estruturas cristalizadas da MCL1, aplicado por AD4
apos a retirada das estruturas 3WIX e 4WGI.

. Ki
AG Estimado (Kcal/mol) ’dl‘ pKi Ki Pki Difereng:a

Inibidor n{e 10 estimado experimental experimental do pKi

SFDR 4HW2 40Q6 4ZBI Média estimado s (nM) % e

(nM)

SFDR_lig -10,4*  -10,07 -11,60 -10,70 -10,71 14,11 7,85 17 7,77 0,08
4HW2_lig -10,10  -104*  -885 -12,00 -10,36 25,25 7,59 55 7,26 0,34
40Q6_lig -7,94 -8,32 -8,0%  -9,13  -8,34 767,17 6,11 33000 4,48 1,63
47BI_lig -10,50  -11,33 9,59  -9,8* -10,31 27,48 7,56 310 6,51 1,05

*re-docking; **pKi= -log;oKi; *** diferenca pKi = ( pKi estimado — pKi experimental)

Figura 11: Correlagdo entre os valores de pKi Experimental e pKi Estimado, obtido utilizando AD4, com as estruturas
cristalizadas selecionadas da MCL-1 (A).
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Para a selecdo das estruturas da MCL-1 a utilizar levou-se também em conta a questao
dos recursos computacionais existentes, processamento computacional necessario € os mesmos
parametros apontados anteriormente para a Bcl-XL, tendo-se reduzido a quantidade total de
estruturas para 4 estruturas. Assim, para a proteina MCL-1 foram removidas as estruturas 3WIX
e 4WGI, pois apresentavam a maior diferenga do pKi, ou seja, os valores de pki estimados
estavam mais distantes dos valores de pKi experimentais. A remogao das duas estruturas resultou
em uma melhora significativa do valor do coeficiente de correlacdo para 0,9446 (tabela 13 e
figura 11-B). Foram assim utilizadas para o screening virtual da biblioteca LMW 2.0, as

seguintes estruturas da MCL-1: SFDR, 4HW2, 40Q6 e 4ZBI.
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4.2.3 Screening Virtual da biblioteca LMW 2.0 contra a Bcl-2, Bel-XL e MCL-1

Uma vez estabelecidas as estruturas a utilizar para cada uma das 3 proteinas em estudo,
realizaram-se de seguida os ensaios de screening virtual da biblioteca LMW 2.0, utilizando o
AD4. Assim pretendeu-se tentar prever o potencial inibidor de cada composto, bem com tentar
prever a sua conformagdo tridimensional de ligacdo. Uma vez que seria exaustivo apresentar em
tabela os resultados dos 115 compostos da biblioteca, para cada uma das 3 proteinas, optou-se
por apresentar os resultados dos 10 compostos com AG médios estimados mais baixos e
consequentemente com um Ki estimado também mais baixo. Estes serdo o nosso top 10 para cada
proteina. Para facilitar a analise dos resultados adicionou-se também uma coluna nas tabelas com
a indicacdo do rank, sendo o composto com niimero 1 no rank o composto com maior poténcia de
inibi¢do estimada e assim sucessivamente. Os resultados completos de todos os compostos sdo

apresentados nos anexos 4 a 6.

Tabela 14: Screening Virtual da biblioteca LMW 2.0 contra a proteina Bcl-2: indicagdo dos 10 compostos com melhor Ki estimado.

Familia do AG médio Ki

composto Composto N° estimado  estimado Rank
P (Kj/mol) (M)

Esteroide 5,8-Epidioxi-24(R)-metilcolesta-6,22-dien-3 -D-glucopiranosideo 18 -9,35 140,7 1
Terpeno Colossolactona H 48 -9,25 165,1 2
Esteroide (3B,50,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3-il f-D-glucopiranosideo 3 -9,24 168,0 3
Esteroide Acido Ganodérico W a22* -9,23 171,5 4
Esteroide Acido Ganodérico T a23c* -9,17 190,6 5
Esteroide 5,8-Epoxy-24(R)-metilcolesta-6,22-dien- 3-ol 17 -9,12 205,7 6
Esteroide Acido Ganodérico Y a23b* -9,12 205,7 6
Esteroide Ganodermanontriol a20d* -9,12 207,4 8
Esteroide Ergosta- 4,6,8 (14), 22- tetraen-3-ona al6* -8,95 274,0 9
Esteroide Acido Ganodérico X a23a* -8,94 281,0 10

*compostos da biblioteca LMW 1.0.

Ao analisar os resultados do screening virtual como um todo, verificou-se que a proteina
MCL-1 apresentou valores de Ki estimado melhores (mais baixos) com valores entre os 17,1 nM
para o composto na posi¢ao 1 do rank e 64,7 nM para o composto na posi¢cdo 10. De seguida os

melhores resultados foram para a Bcl-XL com valores entre os 51,5 e 185,6 nM e finalmente os
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resultados piores foram da Bcl-2 com valores de Ki entre 140,7 nM e 281 nM. Este resultado
valida o pressuposto inicial do trabalho de ampliar o estudo para a Bcl-XL e a MCL-1, uma vez
que estas proteinas apresentaram melhores resultados e parecem ser mais susceptiveis de inibicao

pelos compostos naturais presentes em cogumelos e selecionados para a biblioteca LMW 2.0.

Tabela 15: Screening Virtual da biblioteca LMW 2.0 contra a proteina Bcl-XL: indicagdo dos 10 compostos com melhor Ki estimado.

Familia do AG médio Ki

composto Composto N° esti.mado estimado Rank
(Kj/mol) (nM)

Terpeno Glucosideo Egnol 54 -9,94 51,5 1
Terpeno Hericerina 74 -9,93 52,9 2
Esteroide (3B,50,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3-il f-D-glucopiranosideo 3 -9,89 56,3 3
Flavona Inoscavina A 69 -9,64 85,4 4
Esteroide Estelasterol 28 -9,55 99.4 5
Esteroide Ergosta- 4,6,8 (14), 22- tetraen-3-ona al6* -9,43 122,4 6
Esteroide Acido Dihidroeburicéico 22 9,35 139.3 7
Esteroide Lucidumol A al9* -9,31 149,9 8
Esteroide (22E)-ergosta-5,7,22-trien-3-ol 10 -9,19 184,5 9
Esteroide (22E,24S)-ergosta-4,22-dien-3-ona 4 -9,18 185,6 10

*compostos da biblioteca LMW 1.0.

Curiosamente os compostos presentes no top 10 sdo praticamente todos esteroides e
terpenos. Embora esta circunstancia seja de esperar, uma vez que estes dois grupos representam
mais de 76% dos compostos da biblioteca, ainda assim esta maioria ¢ muito expressiva com
apenas uma flavona, a Inoscavina A, ser a exce¢do aparecendo na posi¢do 4 como potencial
inibidor da Bel-XL.

Considerando que muitos destes compostos aparecem conjuntamente em algumas
espécies de cogumelos, podemos pressupor que muitas vezes a atividade inibidora contra as
proteinas da familia Bcl-2 poder ser promovida, ndo por apenas um destes compostos, mas pelo
conjunto de varios compostos a promover sinergisticamente a sua atividade.

Outro aspeto a salientar, que também valida os pressupostos deste trabalho de ampliar a
biblioteca em estudo de 40 para 115 compostos, ¢ o facto dos compostos com maior potencial
serem quase todos novas adi¢des a biblioteca em estudo. Para ilustrar este facto, podemos

verificar que, com a exce¢do da ganodermanontriol que aparece na posi¢ao 2 do rank da MCL-1,
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os 3 compostos com maior potencial para cada uma das 3 proteinas serem compostos adicionados

de novo aquando da preparacao da biblioteca LMW 2.0.

Tabela 16: Screening Virtual da biblioteca LMW 2.0 contra a proteina MCL-1: indica¢do dos 10 compostos com melhor Ki estimado.

Familia do AG médio Ki

compasto Composto N° esti_mado estimado Rank
(Kj/mol) (nM)

Esteroide (22E)-5a,60a-epoxiergosta-8,14,22-trien-3,7p-diol 9 -10,60 17,1 1
Esteroide Ganodermanondiol a20c* -10,34 26,5 2
Esteroide (22E)-19-norergosta-5,7,9,22-tetraen-33-ol 7 -10,19 34,1 3
Esteroide (22E,24S)-ergosta-4,22-dien-3-ona 4 -10,00 47,0 4
Terpeno Colossolactona H 48 -9,89 56,8 5
Esteroide Acido Ganodérico Y a23b* 9,87 58,0 6
Esteroide (3B,50,22E)-ergosta7,22,24(28)-trien-3-ol 12 -9,86 59,7 7
Esteroide 9,11- perdxido dehidroergosterol 21 -9,85 60,8 8
Esteroide (22E)-ergosta-5,7,22-trien-3-o0l 10 -9,84 61,5 9
Esteroide (3B,50,80,22E,2485)-5,8-epidioxiergosta-6,9(11),22-trien-3-o0l 1 -9,81 64,7 10

*compostos da biblioteca LMW 1.0.

4.2.4. Analise estrutural da conformacio de ligacio dos compostos com melhor potencial
inibidor da Bcl-2, Bel-XL e MCL-1

De forma a analisar em melhor detalhe os resultados para cada proteina, analisou-se a
conformacgdo de ligagdo prevista para o top 3 dos compostos com maior potencial de inibigdo.
Esta andlise estrutural estd apresentada na figura 11, 12 e 13. Em cada figura tentou-se evidenciar
os pontos-chave da interacdo entre cada composto e a estrutura 3D da proteina. Assim
representou-se o posicionamento da estrutura dos compostos no centro activo de cada uma das
proteinas. Também sdo representadas as pontes de hidrogénio, previstas pelo AD4, entre os
compostos e a estrutura 3D da proteina, bem como os aminoacidos que formam as pontes de
Hidrogénio. E importante dizer que o centro ativo representado corresponde a zona de interagio
proteina-proteina, entre cada uma das 3 proteinas em estudo e outras proteinas que atuam nas vias
de sinaliza¢do da apoptose. O que se pretende, ao inibir por ligagdo dos compostos em estudo
com a estrutura 3D das proteinas, ¢ impedir a interagdo entre proteinas e deste modo

eventualmente promover a apoptose tumoral.
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Figura 11: Conformagfo de ligagdo prevista do top 3 dos compostos da biblioteca LMW 2.0 contra a Bel-2. Os
compostos estdo representados na cor verde em formato “sticks and balls”: (A)- 5,8-Epidioxi-24(R)-metilcolesta-
6,22-dien-3-il-B-D-glucopiranosideo (18); (B)- Colossolactona H (48) ¢ (C)- (3B,51,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-
6,22-dien-3-il-B-D-glucopiranosideo (3). As pontes de hidrogénio sdo representadas a amarelo tracejado.
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Na Bcl-2 os compostos do top 3 sdo, por ordem de menor Ki estimado: o 5,8-Epidioxi-
24(R)-metilcolesta-6,22-dien-3-il-B-D-glucopiranosideo (18), a Colossolactona H (48) e o
(3B,50,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3-il-B-D-glucopiranosideo  (3). Na figura 11
representamos a conformagdo de ligagdo prevista pelo AD4 para cada um dos 3 compostos. Os
esteroides 18 e 3 apresentam uma estrutura muito semelhante, apenas com diferengas nas
ligagdes duplas presentes no esqueleto tetraciclico caracteristico dos esteroides (o tetra-anel
ciclopentanoperidrofenantreno). Assim ndo ¢ surpreendente o modo de ligagdo ser muito
semelhante, com a glucose presente na estrutura direcionada para o solvente e formando pontes
de hidrogénio com aminoacidos adjacentes ao cemtro ativo, nomeadamente a Tir-67, a Asn-102 e
a Tir-161. Uma caracteristica que distingue os compostos 18 e 3 ¢ a presenca de uma ligagdo -O-
O- entre dois carbonos opostos do anel B do seu esqueleto tetraciclico. Esta ligacdo -O-O- forma
uma ponte de hidrogénio com o aminoacido Arg-105 e esta ligagdo poderd explicar em parte o
forte poder inibidor estimado destes compostos. O AD4 também previu a formagdo de 3 pontes
de hidrogénio entre o composto 48 e os aminoacidos Arg-66, a Tir-67, o Asp-70, o Glu-95 da
estrutura da Bcl-2. O sistema de anéis do composto 48 ¢ hidrofobico, e o seu posicionamento ¢ de
molde a ocupar o interior do centro ativo, onde o ambiente quimico também ¢ mais hidrofobico.
As pontes de hidrogénio previstas formam-se entre grupos polares do composto 48 e aminoacidos
polares que coroam a zona do centro ativo mais exposta ao solvente.

Na Bcl-XL os compostos do top 3 sdo, por ordem de menor Ki estimado: o Glucosideo
Egnol (54), a Hericerina H (48) e o (3B,50,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3-il-p-D-
glucopiranosideo (3). Na figura 12 representou-se a conformacgao de ligagdo prevista pelo AD4,
para cada um dos 3 compostos. A semelhanga do top 3 da Bcl-2, podemos observar que 2 dos
compostos do top 3 da Bcl-XL, o 54 e o 3, sdo compostos glicosilados, ou seja tem na sua
constituicdo uma molécula de glucose. O composto 3 aparece mesmo como potencial inibidor
quer na Bcl-2 quer na Bel-XL. Estas glicosilagdes parecem assim melhorar a capacidade dos
compostos de inibir proteinas da familia Bcl-2. Ao observar estruturalmente a conformacao
prevista de ligacdo, verificou-se que as glucoses estdo posicionadas em zonas exteriores no centro
ativo, formando pontes de hidrogénio com os aminodcidos que coroam a centro ativo. Os

aminoacidos envolvidos incluem, para o composto 54, os aminoacidos Glu-129, Arg-132, Asp-
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133 e Phe-143; para o composto 48 os aminoacidos Val-126, Val-127 e Leu.130 e para o
composto 3 os aminoacidos Arg-100, Tir-101, Arg-135 e a Tir-197.

Como indicado anteriormente, o centro ativo das proteinas da familia das Bcl-2 tem
normalmente uma forma alongada e relativamente grande. Este facto estd relacionado como a
caracteristica destas proteinas de promoverem a sua funcdo por intermédio de interagdes
proteina-proteina, sendo a zona de interacdo entre duas moléculas grandes quase sempre bastante
alargada. Assim, verificou-se que o centro ativo consegue facilmente acomodar compostos
estruturalmente grandes e compridos como os esteroides e os terpenos estudados.

De uma forma geral a estrutura base dos compostos do top 3 das proteinas estudadas ¢
hidrofobica e ¢ acomodada nas zonas interiores do centro ativo. Ja os grupos polares, incluindo
os grupos hidroxilo da glucose, estdo normalmente mais voltados para fora do centro ativo, ora
formando pontes de hidrogénio com residuos de aminoécidos polares que coroam o centro ativo,
ora com as moléculas de 4gua que constituem o solvente. O resultado da conformagdo de ligacao
prevista pelo AD4 ndo representa possiveis moléculas de dgua que formem estas pontes de
Hidrogénio, no entanto o AD4 leva a presenga do solvente em considera¢do, quando calcula os

valores de AG estimado.
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Figura 12: Conformaggo de ligagdo prevista do top 3 dos compostos da biblioteca LMW 2.0 contra a Bcl-XL. Os
compostos estdo representados na cor verde em formato “sticks and balls”: (A)- Glucosideo Egnol (54); (B)-
Hericerina H (48) e (C)- (3B,50,80,22E)-5,8-epidioxiergosta-6,22-dien-3-il-B-D-glucopiranosideo (3). As pontes de
hidrogénio sdo representadas a amarelo tracejado.
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Em relagdo a MCL-1 os compostos do top 3 sdo, por ordem de menor Ki estimado: o
(22E)-5a,60-epoxiergosta-8,14,22-trien-3f,7p-diol (9), a Ganodermanondiol (a20c) e o (22E)-19-
norergosta-5,7,9,22-tetraen-33-ol (7). Os compostos 9 e 7 sdo esterdis, com o grupo hidroxilo
como unico grupo polar a formar pontes de hidrogénio com varios aminoacidos polares situados
na orla do centro ativo. J4 o nucleo ciclico apolar caracteristico dos esteroides, o tetra-anel
ciclopentanoperidrofenantreno, ocupa como esperado a zona interna do centro ativo da MCL-1.
Os aminodacidos envolvidos incluem, para o composto 9, os aminoacidos Met-250, Arg-263, Thr-
266 e a Leu-267 e para o composto 7 o aminoacido Arg-263.

O centro ativo do MCL-1, a semelhanca da Bcl-2 e Bcl-XL, tem uma conformacgao
alongada, no entanto ¢ bastante mais fechado e estreito, ndo estando tdo exposto ao solvente.
Talvez por essa razdo, e ao contrario da Bcl-2 e Bcel-XL, os compostos do top 10 sejam todos
esteroides mais pequenos, mais apolares e sem glicosilagdes na sua estrutura. Em relacdo ao
composto a20c nao foi estimada nenhuma ponte de hidrogénio como a estrutura 3D da MCL-1,
apenas foi estimada uma ponte de Hidrogénio intramolecular entre os dois grupos hidroxilo

constituintes do a20c.
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Figura 13: Conformacédo de ligacdo prevista do top 3 dos compostos da biblioteca LMW 2.0 contra a MCL-1. Os
compostos estdo representados na cor verde em formato “sticks and balls”: (A)- (22E)-5a,6a-epoxiergosta-8,14,22-
trien-3,7B-diol (9); (B)- Ganodermanondiol (a20c) e (C)- (22E)-19-norergosta-5,7,9,22-tetraen-33-o0l (7). As pontes
de hidrogénio so representadas a amarelo tracejado.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho apresentado teve como primeiro objetivo preparar uma biblioteca de
compostos de baixo peso molecular (LMW-“Low Molecular Weight”), presentes em diferentes
espécies de cogumelos que tenham sido envolvidos em algum tipo de atividade antitumoral. A
esta biblioteca designamos LMW 2.0 uma vez que foi preparada tendo como ponto de partida
uma biblioteca de 40 compostos preparada anteriormente e designada LMW 1.0. No final mais
75 compostos foram adicionados ficando a biblioteca LMW 2.0 preparada com um total de 115
compostos. A maior parte dos compostos sdo esteroides e terpenos (cerca de 52 e 24 %,
respectivamente) estando outros tipos de compostos representados em menor numero incluindo:
quinonas e hidroquinonas, isoflavonas, flavonas, catecois e fendis; alcaloides; aminas amidas e
acidos gordos. Estes compostos foram cuidadosamente desenhados em formato 2D e otimizados
em formado 3D, sendo finalmente guardados em formatos digitais adequados para os estudos in
silico posteriores.

Em uma segunda fase realizou-se o screening virtual da biblioteca LMW 2.0 contra as
proteinas da familia Bel-2: a Bcel-2, a Bel-XL e a MCL-1. Estas 3 proteinas estdo envolvidas em
vias de sinalizacdo celular, principalmente no processo de apoptose, € sdo neste momento alvos
terapéuticos reconhecidos em situagdes em que se pretende estimular a apoptose tumoral.

Muita atenc¢do foi dada a selecdo da melhor metodologia a utilizar no screening virtual.
Neste estudo, e tendo como base um trabalho anterior realizado no nosso grupo, decidiu-se
utilizar a metodologia de docking molecular utilizando o software AutoDock 4.0 (AD4). Foi
realizada uma selecdo cuidadosa das estruturas 3D a usar para cada uma das 3 proteinas em
estudo e no final, apds um estudo de validagdo Re-Docking e Cross-Docking, 3 ou 4 estruturas
foram selecionadas para utilizagdo no screening virtual.

Uma vez selecionada a metodologia que seria utilizada executou-se o screening virtual da
biblioteca LMW 2.0 de 115 compostos para cada uma das 3 proteinas em estudo. Nos ensaios de
docking molecular os resultados sdo fornecidos como a constante de inibi¢cdo (Ki) estimado para
cada composto, bem como ¢ obtida uma conformacao de ligacdo entre os compostos € a estrutura
3D da proteina.

No geral os compostos da familia dos esteroides, mas também alguns terpenos, foram os

compostos que apresentaram valores de Ki mais baixos. A proteina MCL-1 pareceu ser mais
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susceptivel de ser inibida pelos compostos da biblioteca LMW 2.0, com valores de Ki estimados
mais baixos, variando entre 17,1 nM e 64,7 nM para os compostos do top 10. De seguida os
melhores resultados foram obtidos para a Bcl-XL com valores entre os 51,5 e 185,6 nM e
finalmente os resultados piores foram da Bcl-2 com valores de Ki entre 140,7 nM e 281 nM. Os
compostos glicosilados, e no geral compostos com maior peso molecular, apresentaram melhor
capacidade inibidora estimada. Uma andlise detalhada das conformacgdes de ligacdo estimadas do
top 3, para cada proteina, mostrou que a melhor capacidade inibidora dos compostos glicolisados
devera ficar a dever-se a interagdo da glucose com alguns aminoacidos polares que formam a orla
exterior do centro ativo das proteinas em estudo, bem como o seu posicionamento mais exposto
ao solvente.

Este estudo apresenta algumas evidéncias que os esteroides e terpenos, presentes nos
cogumelos, podem ser responsaveis, pelo menos parcialmente, pelas atividades antitumorais e
proé-apoptdticas que algumas espécies de cogumelos apresentam; e que o mecanismo molecular
dessas atividades pode ocorrer por inibicdo das proteinas da familia Bcl-2 estudadas. Ainda
assim, ¢ importante ressaltar que os estudos apresentados foram todos realizados com ferramentas
bioinformaticas, e que mais estudos sdo necessarios para confirmar experimentalmente as

conclusoes deste trabalho.

Para trabalhos futuros, varias dire¢cdes podem ser consideradas:

- Alargamento e disponibilizagdo da biblioteca LMW 2.0 para utilizagdo pela comunidade
cientifica para outros estudos utilizando ferramentas in silico.

- Utilizagdo da metodologia in silico de Dindmica Molecular de forma a confirmar a

plausibilidade das conformacdes de ligagdo dos compostos mais promissores.
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ANEXOS

Anexo 1: Estruturas experimental da proteina Bcl-2 presentes no Protein Data Bank

Resolugio Co- Tipo de Valor

PDB Mét Referénci
étodo A) cristalizado ligando Experimental clerencia
SAGW Raio-X 2,69 Nao Nao apresenta Nao SMITH et al., 2015
5AGX Raio-X 2,24 Nao Nao apresenta Nao SMITH et al., 2015
SVAU Raio-X 1,75 Nao Nao apresenta Nao A ser publicado
5VAX Raio-X 2,00 Nao Nao apresenta Nao A ser publicado
5VAY Raio-X 1,80 Nao Nao apresenta Nao A ser publicado
4MAN Raio-X 2,07 Sim LMW Nao PARK, C.H., 2013
4LVT Raio-X 2,05 Sim LMW 0,044nM PARK, C.H, 2013
4L.XD Raio-X 1,90 Sim LMW 59 nM PARK, C.H., 2013
XIE, H;
41EH Raio-X 2,10 Sim LMW 14 nM KULATHILA, R.,
2013
BERTRAND et al.
4AQ3 Raio-X 2,40 Sim LMW 37 M oL el
2021 RMN N.A Sim LMW Nio BRUNCRO et al,
2007
2022 RMN N.A Sim LMW 67 nM BRUNCKO etal,
2007
202F RMN N.A Sim LMW Niio BRUNCKO et al,
2007
1YSW RMN N.A Sim LMW 30 nsM OLTERSDORF et
al., 2005
PETR! t al.
1GJH RMN N.A Nio Nio apresenta Nio 2(8516 i
PETR t al.
1G5M RMN N.A Nio Nio apresenta Nio 2(033 le -
Anexo 2: Estruturas experimental da proteina Bcl-XL presentes no Protein Data Bank
Ti Val
PDB Método Resolugiio (A) Co-cristalizado 'lpO de ? or Referéncia
ligando Experimental
. - Nao - ~ .
S5VBI Raio-X 2,44 Nao Nao Nao publicada
apresenta
5VB4 Raio-X 2,2 Sim HMW Nao Nao publicada
3SP7 Raio-X 1.4 Sim LMW Nao Nao publicada
5vVX3 Raio-X 1,95 Sim HMW Nao BROUWER et al., 2017
SFMK Raio-X 1,73 Sim HMW Nao LEE et al., 2016
479V Raio-X 2,1 Sim HMW Nio THEB/;EILJ ctal,
4QVE Raio-X 2,05 Sim HMW Nao RAJAN etal., 2015
4QVF Raio-X 1,53 Sim HMW Nao RAJAN etal., 2015
4PPI Raio-X 2,85 Sim HMW Nao RAJAN et al., 2015
4QVX Raio-X 2,1 Sim LMW Nao TAO et al.,, 2014
4CIN Raio-X 2,69 Sim HMW Nao LEE et al., 2014

4TUH Raio-X 1,8 Sim LMW Nao KOEHLER et al., 2014
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4C52
4C5D
3WIZ
3ZK6
3ZLN
3Z1L.0
3ZLR

4HNJ

2YQ6

2YQ7

3SPF
4AQ3

4EHR

3R85
3QKD
3INQ
3108

2YXJ

2PIL

2B48

1R2D

1MAZ

2MES

2ME9

2MEJ

2M03

2M04

2LP8

2LPC

2PON

201Y
202M
202N

1YSG
1YSI

Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X

Raio-X

Raio-X

Raio-X

Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X
Raio-X

Raio-X

Raio-X

Raio-X

Raio-X

RMN

RMN

RMN

RMN

RMN

RMN

RMN

RMN

RMN
RMN
RMN

RMN
RMN

2,049
2,3
2,45
2,48
2,29
2,6
2,03

2,9

1,8

1,9

1,7
2,4

2,09

1,95
2,02

2,3
2,2

2,5

3,45

1,95

2,2
Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta

Nao apresenta

Nao apresenta
Nao apresenta
Nao apresenta

Nao apresenta

Nao apresenta

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

LMW
LMW
LMW
LMW
LMW
LMW
LMW
Nao
apresenta

HMW

HMW

LMW
LMW

LMW

HMW
LMW
LMW
HMW
LMW
HMW
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
Nao
apresenta
HMW
Nao
apresenta
Nao
apresenta
LMW
LMW
LMW

HMW
LMW

22000 nM BRADY ctal, 2014
13000 nM BRADY ctal., 2014
44 oM TANAKA et al., 2013
460 nM LESSENE et al., 2013
3.4 n0M LESSENE et al., 2013
1,5 0M LESSENE et al., 2013
0,55 nM LESSENE et al., 2013
Nio FOLLIS et al., 2013
N OKAMOTO et al.,
40 2012
. OKAMOTO et al.,
© 2012
138000 nM ZHOU et al., 2012
37 M PEREZ et al., 2012
SCHROEDER et al.,
13 nM o1
Nio AMBROSI et al., 2011
3nM SLEEBS et al., 2011
Nio LEE et al., 2009
Nao LEE et al., 2009
0,5 1M LEE et al., 2007
N OBERSTEIN et al.,
2007
Nio O’NEILL et al., 2006
Néo MANION et al., 2004
. MUCHMORE et al.,
© 1996
Néo FOLLIS et al., 2014
Nio FOLLIS et al., 2014
Néo FOLLIS et al., 2014
Nio FOLLIS et al., 2013
Néo FOLLIS et al., 2013
. WYSOCZANSKI et
© al., 2012
i WYSOCZANSKI et
° al., 2012
Nio FENG et al., 2007
Néo BRUNCKO et al., 2007
Nio BRUNCKO et al., 2007
Néo BRUNCKO et al., 2007
OLTERSDOREF et al.,
300000 nM 005
36 1M OLTERSDORF et al.,
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2005
LTERSDORF et al.
1YSN RMN Nio apresenta Sim LMW Nio © Sz 0(())5 ctal,
~ - Nao 5
1GSJ RMN Nao apresenta Nao Nao PETROS et al., 2000
apresenta
Na MUCHMORE et al.
1LXL RMN Nio apresenta Nio a0 Nio UCHMORE et al.,
apresenta 1996
Anexo 3: Estruturas experimental da proteina MCL-1 presentes no Protein Data Bank
PDB Método Resolugiio (A) Co-cristalizado 'I:lpO de V&flor Referéncia
ligando Experimental
6BW2 Raio-X 2,75 Sim LMW Néo SHAW ctal, 2018
6BWS Raio-X 2,9 Sim LMW Nio SHAW et al., 2018
5W89 Raio-X 142 Sim HMW Néo REZAETARAGHI et
al, 2018
SWSF Raio-X 1,85 Sim HMW Nio REZAETARAGHI et
al, 2018
5VX2 Raio-X 1,85 Sim HMW Nio BROUX?;{ etal,
5UUM Raio-X 2,35 Sim HMW Nio JENSON et al., 2017
SLPS Raio-X 2,7 Nio Ndo Néo SANDER et al., 2017
apresenta
SMES Raio-X 2,34 Sim LMW 45 0M JOHAI;IJES etal,
SMEV Raio-X 2,94 Sim LMW 116 nM JOHAI;H:ES etal,
5KU9 Raio-X 22 Sim LMW 1490 nM J OHAI;IJES ctal,
SIEZ Raio-X 2,6 Sim LMW Nio LEE et al., 2016
SIF4 Raio-X 2,39 Sim LMW Nio LEE et al., 2016
5JSB Raio-X 2,74 Sim LMW Nio BERGER et al., 2016
5LOF Raio-X 22 Sim LMW 0,19 nM KOTSS&E ctal,
SFC4 Raio-X 1,5 Sim LMW 231 1M PELZ et al., 2016
5FDO Raio-X 2.8 Sim LMW 361 nM PELZ et al., 2016
SFDR Raio-X 2,6 Sim LMW 17 nM PELZ et al., 2016
6B4L Raio-X 2,25 Sim LMW Nio BRUNQCOI?? etal,
6B4U Raio-X 1,95 Sim LMW Nio BRUNSOIT? ek
SVKC Raio-X 2,31 Sim LMW Nio BRUNQCOI?? etal,
5C6H Raio-X 2,05 Sim HMW Nao A ser publicado
5C3F Raio-X 1,43 Sim HMW Nio MILES et al., 2016
4ZBF Raio-X 2.0 Sim LMW 34 1M BRUKE et al., 2015
4ZBI1 Raio-X 2,5 Sim LMW 310 nM BRUKE et al., 2015
4WGI Raio-X 1,85 Sim LMW 4500 nM FANG etal., 2014
40Q5 Raio-X 2,86 Sim LMW 500 nM PETROS et al., 2014
40Q6 Raio-X 1,81 Sim LMW 3300 nM PETROS et al., 2014
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4BP1

4BPJ

3WIX
3WIY
4HW2
4HW3
4HW4

3TWU

3PKI

3MKS8
3KZ0
3KJO

3KJ1

3KJ2
2PQK
3109

3D7V

2NL9

2NLA

2MHS

2ZBW

Raio-X 1,982
Raio-X 1,599
Raio-X 1,9
Raio-X 2,15
Raio-X 2,8
Raio-X 2,4
Raio-X 1,53
Raio-X 1,8
Raio-X 2,49
Raio-X 2,32
Raio-X 2,349
Raio-X 1,7
Raio-X 1,945
Raio-X 2,351
Raio-X 2
Raio-X 2,4
Raio-X 2,03
Raio-X 1,55
Raio-X 2,8
RMN Nao apresenta
RMN Nao apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

LMW
LMW
LMW
LMW
HMW

HMW

HMW

Nao

apresenta

HMW
Nao

apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

HMW
Nao

apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

Nao

apresenta

SMITH et al., 2013

SMITH et al., 2013

TANAKA et al., 2013
TANAKA et al., 2013
FRIBERG et al., 2012
FRIBERG et al., 2012
FRIBERG et al., 2012
GUETLER et al.,
2011
CZABOTAR et al.,
2011
STEWART et al.,
2010
DUTTA etal., 2010

FIRE et al., 2010

FIRE et al., 2010

FIRE et al., 2010
FIRE et al., 2010
LEE et al., 2009

LEE et al., 2008

CZABOTAR et al.,
2007
CZABOTAR et al.,
2007

LIU et al., 2014

LIU et al., 2010

Anexo 4: Resultados do Docking da estruturas selecionadas da proteina Bcl-2 contra a biblioteca 2.0

o Ki
Familia do Composto Ntimero | 4AQ3 | 4IEH | 4LVT | 4LXD | Média | estimado | Rank
composto

(nM)

(3B.50,80,22E,24S)-
5,8-epidioxiergosta- 1 9,09 | 799 | -7.84 | -828 | -8300 | 8242 32
6,9(11),22-trien-3-ol
3- oxo-So-lanosta-§- 2 10,05 | -7.68 | 9,14 | 7,76 | -8,657 | 450.8 18
en-21- acido oico

Esterois (3.'3’.5“’.8“’225)’65’282'
CPICOXICTEOS 22 3 9,88 | 921 | -891 | 897 | -9.242 | 168,0 3
dien-3-il B-D-
glucopiranosideo
(22E.245)-ergosta- 4 9,86 | 813 | 85 | -808 | -8,642 | 4624 19
4,22-dien-3-ona
(22E)- 3B.50- 5 894 | -87 | 863 | -7.78 | 8512 | 5758 21
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didroxiergosta-7-22-

dien-6-ona
(22E)- 6B-
metoxiergosta-7,22- 6 825 | -7,95 | -8,57 | -7,64 | -8,102 | 1150,3 43
dien-3B,5a-diol
(22E)-19-norergosta-
5.7.9.22-tetraon- 3ol 7 9,13 | -7,82 | -811 | -7,59 | -8,162 | 10395 38
(22E)-3B,50.,90-
tridroxiergosta-7,22- 8 9,13 | -8,53 | -898 | -8,05 | -8,672 | 4395 16
dien-6-ona
(22E)-50,60-
epoxiergosta-8,14,22- 9 8,89 | -7,57 | -8.86 | -7,76 | -8270 | 8670 35
trien-3f,7p-diol
(22E)-ereostaa. .22 | g | 563 | 787 | 922 | -825 | 8492 | 956 | 22
trien-3-ol
(22E)-ergosta-7,22- 11 8,53 | -7,94 | 9,15 | -834 | -8490 | 598,1 24
dien-3f-ol
(3B,50,22E)-
ergosta7,22,24(28)- 12 8,94 | -793 | -895 | -812 | -8,485 | 6032 25
trien-3-ol
24-ctilcolsta-5,22- 13 872 | 7,58 | 7,94 | -7.34 | 7,895 | 16327 | 53
dien-3f-ol
3,4-seco- 8a,90-
epoxi-Sa-lanosta-21- 14 8,83 | -8,01 | -7.86 | -7,79 | -8,122 | 1112,1 40
acido oico 3,4 lactona
3,4-seco-5B-1anosta-
7,9(11),4(29)-trien- 15 7,75 | 595 | -8,16 | -584 | -6925 | 83932 77
3,21-4cido didico
3,4-seco-5B-1anosta-
7,9(11),4(29)-trien- 16 796 | 621 | =795 | -5,09 | -6,802 | 10321,0 | 81
3,21-acido didico- 3-
Esterois metil ester
5,8-Epoxy-24(R)-
metilcolesta-6,22- 17 941 | 9,04 | 933 | -871 | 9,122 | 2057 6
dien- 3B-ol
5,8-Epidioxi-24(R)-
metilcolesta: §,22- 18 96 | =972 | 932 | 875 | 9347 | 1407 1
dien-3 -D-
glucopiranosideo
5,6-Epoxi-24(R)-
metilcolesta-7,22- 19 91 | -872 | -847 | -843 | 8,680 | 4340 15
dien-3 -ol
Sa,60-epoxiergost-
814> eno3B To-diol 20 8,42 | -7,84 | -833 | -7,01 | -7,900 | 1619,0 52
%:11- per6xido 21 92 | 795 | 842 | -7.84 | 8352 | 7543 30
dehldrf)ergosterol
Dehidgzﬁ?cénico a25 8,55 | 797 | -8,05 | -7,85 | -8,105 | 1145,5 4
Acido
Dihidrochicsico 22 10,19 | -7,71 | -8,67 | -845 | 8,755 | 3824 13
Acido Eburicéico 23 949 | 7,68 | 873 | -7,62 | -8.380 | 720.1 28
Acido Fomitélico A a26a | -7,69 | 744 | 756 | 7,11 | -7.450 | 34602 64
Acido Fomitélico B a26b | 796 | 759 | 84 | -7.49 | -7.860 | 1732,1 57
Acido Ganodérico A | a2la 95 | -7.71 | -881 | -7.13 | 8,287 | 8418 33
Acido Ganodérico F a2lb | -8,38 | -7.86 | -8,00 | -7,15 | -7.847 | 17690 58
Acido GanodéricoH | a2lc | -899 | -7.56 | -8,04 | -7.56 | -8,037 | 1283.7 45
Acido Ganodérico W a22 9,75 | 8,83 | 9,67 | -8,67 | 9.230 | 17L5 4
Acido GanodéricoX | a23a | -9.13 | -937 | -855 | -870 | 8,937 | 281.0 10
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Acido Ganodérico Y a23b -9,36 -9.91 -8,58 -8,64 -9,122 205,7 6
Acido Ganodérico T a23c -9,88 -9,19 -9,05 -8,55 -9,167 190,6 5
Acido Lucidéncio N 24 -8,02 -7,45 -7,55 -7,45 -7,617 2608,1 61
Acido Lucidénico O al7a -8,49 -7,82 -8,04 -7,39 -7,935 1526,1 51
Acido Marasmico 25 -6,04 -6,22 -6,5 -6,02 -6,195 28775,6 99
Acido Poliporénico C a24 -8,46 -7,65 -7,96 -7,50 -7,892 1639,6 54
Antcin K 26 -7,61 -7,68 -7,69 -7,38 -7,590 2732,0 62
Cerevisterol al8 -8,09 -7,89 -8,40 -7,96 -8,085 1184,8 44
Ergosta- 4,68 (14), al6 | 9,03 | 870 | -9,12 | -896 | -8.952 | 2740 9
22- tetraen-3-ona
Ergosterol al5 -9,00 -7,95 -8,65 -8,26 -8,465 6239 27
Eringiacetal A 27 -8,91 -7,26 -7,92 -7,68 -7,942 1506,9 50
Estelasterol 28 -9,10 -7,95 -9,15 -8,1 -8,575 518,2 20
Ganoderiol F a20b -8,18 -8,18 -8,04 -7,47 -7,967 14447 49
Ganodermanondiol a20c 9,12 -9,20 -8,35 -8,10 -8,692 425,0 14
Ganodermanontriol a20d -9,46 -9,03 -8,78 -9,20 9,117 207,4 8
Inotodiol 29 -9,08 -8,58 -8,05 -7,43 -8,285 8454 34
Lactona Lucidénica al7b -8,97 -8,19 -8,26 -8,48 -8,475 6134 26
Esteréis Lanosterol 30 -9,10 -7,58 -9,00 -7,28 -8,240 912,1 36
Lucidumol A al9 -8,89 -7,69 -8,79 -7,89 -8,315 803,6 31
Lucidumol B a20a -8,26 -8,88 -8,77 -7,61 -8,380 720,1 28
Pentadecanoato de
ergosta-7,22-dien-3§3- 31 -8,76 -6,93 -9,30 -7,65 -8,160 1043,9 39
il
Peréxido de 32 9,83 | 845 | 8,79 | -823 | -8,825 | 3398 11
Ergosterol
Pinicolol B 33 -9,65 -8,68 -7,84 -8,49 -8,665 4451 17
Poliporusterona A 34 -8,79 -7,38 -8,24 -7,13 -7,885 1660,5 55
Poliporusterona B 35 -9,57 -8,71 -8,12 -7,57 -8,492 595,6 22
Poliporusterona C 36 -9,10 -7,70 -7,76 -6,95 -7,877 1681,7 56
Poliporusterona E 37 -8,79 -7,63 -8,55 -7,06 -8,007 13504 46
Poliporusterona F 38 -8,20 -6,98 -8,20 -6,79 -7,542 2960,0 63
Poliporusterona G 39 -8,45 -8,11 -7,64 -7,79 -7,997 1373,3 47
Panedoxina al -6,62 -5,20 -4,64 -5,26 -5,430 | 104658,3 110
Cicloepoxidol a2 -7,13 -5,13 -4,86 -5,24 -5,590 | 79890,1 108
Clavilactonas A a3c -7,77 -6,37 -6,71 -6,62 -6,867 9248.6 79
Quinonas e Clavilactonas B a3a -7,77 -6,38 -6,95 -6,61 -6,927 8357,9 76
Hidroquinonas Clavilactonas D a3b -8,19 -7,00 -6,90 -6,78 -7,217 5123,0 68
Quinona 490 a4 -7,87 -6,30 -5,89 -6,27 -6,582 14961,8 87
Hidroquinona as -6,49 -5,24 -5,13 -5,13 -5,497 | 93389,0 109
Panepoxidiona 72 -6,67 -5,25 -5,18 -5,36 -5,615 76589,2 107
Acido Pleurotelico 40 -8,63 -6,60 -6,28 -7,10 -7,152 5717,0 70
(+)- torreyol 41 -8,41 -6,24 -6,59 -6,08 -6,830 9852,9 80
1-hidroxi-3-sterpureno 42 -7,44 -6,17 -6,50 -6,58 -6,672 12853,3 85
Aliacol A 43 -7,85 -5,92 -6,18 -6,05 -6,500 17197,2 89
Aliacol B 44 -5,81 -5,73 -6,85 -7,02 -6,352 | 22058,5 92
Aurisina A 45 -8,47 -7,65 -7,85 -7,94 -7,977 1420,5 48
Aurisina K 46 -9,05 -7,85 -8,42 -7,63 -8,237 915,9 37
Terpenos Colibial 47 -7,50 -6,04 -6,45 -6,81 -6,700 12270,3 33
Colossolactona H 48 -10,08 | -8,83 -9,25 -8,85 -9,252 165,1 2
Connatus A 49 -7,06 -5,95 -6,24 -6,36 -6,402 | 202733 91
Connatus B 50 -5,96 -6,10 -5,90 -5,63 -5,897 | 475437 104
Demetoxiegnol 51 -7,50 -7,01 -6,57 -6,75 -6,957 79452 74
Dihidrohipnofilina 52 -6,56 -5,42 -5,89 -6,78 -6,162 | 303981 100
Egnol 53 -7,92 -7,28 -7,14 -6,89 -7,307 4401,0 66
Glucosideo Egnol 54 -8,25 -7,92 -7,32 -7,01 -7,625 25753 60
Henacclinol 55 -7,77 -6,27 -6,89 -6,82 -6,937 8218,0 75
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Hipnofilina 56 6,76 | 579 | -6,00 | -6,76 | -635 | 22151,7 | 93
Tludin M al3b 749 | 575 | 5,62 | -6,01 | 6217 | 277033 98
Tludin S al3a 6,97 | 522 | 547 | -534 | 5,750 | 609834 | 106
Irofulveno 57 -7,39 -5,24 -5,28 -5,93 -5,96 42783,9 103
Merulidial 58 792 | 574 | 56,01 | -634 | 6,502 | 171247 88
Montadial A 59 738 | 5,10 | -491 | -5,63 | -5,755 | 60470,9 | 105
Naematolina 60 634 | 6,17 | -632 | -653 | -634 | 225288 94
Naematolona 61 648 | 620 | -6,19 | -6,06 | -6232 | 27010,7 | 97
Nambinona C 62 691 | 6,09 | -6,12 | -6,15 | -6,317 | 23400,8 95
Pilatina 63 719 | 6,13 | 738 | -6,79 | -6,873 | 91709 78
Pleurotelol 64 742 | 623 | 584 | -648 | 6492 | 174162 | 90
a-cadinol 65 6,96 | 576 | 593 | -589 | 6,135 | 318423 | 102
, 2-Aminofenoxazin-3- | 10| 700 | 588 | 614 | 653 | 6617 | 141036 | 86
Aminas e ona
amidas Putrescina-1.4- all | -894 | -728 | -8,08 | -7.00 | -7.825 | 18375 | 59
dicinamida
Baicaleina 66 876 | 692 | -671 | -6,99 | 7345 | 41311 65
Fornecina A 67 -6,31 -4,93 -4,73 -4,75 -5,18 159597,3 112
Fornecina B 68 621 | 496 | 447 | -461 | 5062 | 194604,9 | 113
Genisten a7 825 | 7,00 | -620 | -6,57 | -7,005 | 7333, 73
Isoflavonas, Gerronemins A a%a -6,80 -5,79 -6,52 -5,85 -6,24 26670,9 96
flavonas, Gerronemins B a% -7,91 -6,74 -6,57 -7,71 -7,232 49949 67
catecois e Gerronemins C a9¢c 701 | 6,00 | -627 | -529 | 6,142 | 31441,7 | 101
fenois Gerronemins D a9d 784 | 641 | 653 | -641 | -6,797 | 10408,5 82
Gerronemins E a% -8,13 -7,09 -6,86 -6,58 -7,165 5597,7 69
Gerronemins F a9f 779 | 7,07 | 7,04 | -6,17 | -7,017 | 7180,0 72
Hispidin a8 824 | 6,17 | -635 | -6,02 | 6,695 | 123743 84
Inoscavina A 69 1039 | 8,72 | 729 | 8,75 | 8,787 | 3620 12
(2,2)-9,12-4cido 70 577 | 429 | 473 | 485 | 491 | 2517314 | 114
o octadecadiendico
Acidos gordos 1-O-octadecil-sn-
) 71 454 | 378 | -434 | 3,43 | 4,022 | 1125850 | 115
glicerol
3,4-dihidroxi-
Alealbides ¢ Demaldotdo 73 6,1 | -490 | 458 | -532 | -5225 | 147924,5 | 111
Aldeidos Hericerina 74 -8,79 -8,12 -8,07 -7,5 -8,12 1116,8 41
Hericerina A 75 781 | 7,10 | =683 | -6,74 | 7,12 | 60394 71

Anexo 5: Resultados do Docking da estruturas selecionadas da proteina Bcl-XL contra a biblioteca 2.0.

e Ki
Familia do Composto Niimero | 4C52 | 3ZLR | 3ZK6 | Média | estimado | Rank
composto
(nM)
(3B.50,80,22E,24S)-
5,8-epidioxiergosta- 1 -8,09 -8,46 -9,78 -8,776 368,7 27
6,9(11),22-trien-3-ol
3- oxo-S0-lanosta-8- 2 832 | -681 | -892 | 8,016 | 13296 | 64
en-21- acido oico
(3B.50,80,22E)-5,8-
epidioxiergosta-6,22-
Esteréis dien-3-il B-D- 3 -9,06 -9,51 -11,10 | -9,890 56,3 3
glucopiranosideo
(22E,24S)-ergosta-
4.22-dien-3-ona 4 -8,87 -8,11 -10,57 | -9,183 185,6 10
(22E)- 3B.50-
didroxiergosta-7-22- 5 -8,92 -7,76 -9,87 -8,850 325,8 25
dien-6-ona
(22E)- 6p- 6 828 | 8,17 | 883 | 8426 | 6656 47




metoxiergosta-7,22-
dien-3B,5a-diol

(22E)-19-norergosta-

5.7.9.22.teteacn3p-ol 7 787 | 901 | -9.88 | -8,920 | 2895 20
(22E)-3B.50,90-
tridroxiergosta-7,22- 8 -8,40 -8,25 -9,27 -8,640 461,3 31
dien-6-ona
(22E)-50,60-
epoxiergosta-8,14,22- 9 7,70 | -8,56 | -10,00 | -8,753 | 383,5 28
trien-3f,7p-diol
(22E)-ergosta-3,7.22- 10 8,63 | 927 | 966 | 9,186 | 1845 9
trien-3-ol
(22E)-ergosta-7,22- 11 8,65 | -8,84 | -9,68 | -9,056 | 229,8 13
dien-3B-ol
(3B,50,22E)-
ergosta7,22,24(28)- 12 841 | -854 | 9,70 | -8,883 | 3079 23
trien-3-ol
24-ctilcolsta-3,22- 13 177 | 931 | 988 | -8,986 | 2587 18
dien-3f-ol
3,4-seco- 8a,90-
epoxi-5a-lanosta-21- 14 -8,09 -7,17 -8,49 -7,916 1574,1 65
acido oico 3,4 lactona
3,4-seco-5B-1anosta-
7,9(11),4(29)-trien- 15 6,74 | 698 | -7,17 | 6,963 | 78674 85
3,21-4cido didico
3,4-seco-5B-1anosta-
7,9(11),4(29)-trien-
3.21-dcido didico- 3- 16 -6,38 -4,70 -6,82 -5,966 42305,2 110
metil ester
5,8-Epoxy-24(R)-
metilcolesta-6,22- 17 8,07 | 7,68 | 9,69 | -848 | -6083 41
dien- 3B-ol
Esteréis 5,8-Epidioxi-24(R)-
metilcolesta-6,22- 18 | 918 | 7,52 | <1037 | -9,023 | 243,1 | 17
dien-3 -D-
glucopiranosideo
5,6-Epoxi-24(R)-
metilcolesta-7,22- 19 8,56 | -9,03 | 933 | -8973 | 2645 19
dien-3 -ol
5a,60-epoxiergost-
814> no-3B. To-diol 20 838 | -7,18 | 8,65 | -8,07 | 12152 58
9,11- peréxido 21 8,83 | -845 | -9,82 | -9,033 | 239,1 15
dehldrf)ergosterol
Dehi dgzg‘fcénico a25 730 | 674 | 921 | -7.750 | 20854 69
Acido
Dihidroeburicoico 22 -9,67 -8,03 -10,36 | -9,353 139,3 7
Acido Eburicoico 23 736 | 878 | 926 | 8,466 | 6221 4
Acido Fomitélico A a26a -6,98 -7,91 -8,65 -7,846 1771,5 68
Acido Fomitélico B a26b -7,65 -8,69 -9,75 -8,696 4220 29
Acido Ganodérico A a2la -7,21 -7,73 -9,52 -8,153 1055,7 54
Acido Ganodérico F a2lb -7,05 -7,93 -8,83 -7,936 1521,8 64
Acido Ganodérico H a2lc -7,50 -8,57 -9,54 -8,536 552,8 37
Acido Ganodérico W a22 8,45 | -823 | 9,09 | 8,590 | 5052 34
Acido Ganodérico X a23a -8,62 -8,51 -9,56 -8,896 301,1 22
Acido Ganodérico Y a23b -8,16 -8,88 -9,67 -8,903 297,7 21
Acido Ganodérico T a23c -7,79 -6,97 -10,93 | -8,563 528.5 36
Acido Lucidéncio N 24 6,18 | 693 | 843 | 7,180 | 54577 77
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Acido Lucidénico O al7a -6,91 -7,15 -8,99 -7,683 2333,8 70
Acido Marasmico 25 -5,62 -7,03 -7,45 -6,700 12270,3 93
Acido Poliporénico C a24 -7,45 -7,78 -9,15 -8,126 1104,3 55
Antcin K 26 -7,78 -7,70 -9,06 -8,18 1009,3 53
Cerevisterol al8 -8,68 -7,98 -8,67 -8,443 647,1 45
Ergosta- 4,68 (14), al6 | -8.96 | 945 | -9.88 | 943 | 1224 6
22- tetraen-3-ona
Ergosterol al5 -8,97 -9,27 -8,32 -8,853 3239 24
Eringiacetal A 27 -7,80 -7,76 -8,57 -8,043 1271,1 60
Estelasterol 28 -9,90 -9,10 -9,66 -9,553 99,4 5
Ganoderiol F a20b -7,30 -7,87 -8,94 -8,036 1285,5 61
Ganodermanondiol a20c -7,64 -8,39 -9,96 -8,663 446,4 30
Ganodermanontriol a20d -8,20 -8,18 -8,95 -8,443 647,1 45
Inotodiol 29 -7,49 -7,46 -8,77 -7,906 1600,9 66
Lactona Lucidénica al7b -7,37 -7,62 -9,19 -8,06 1235,9 59
Lanosterol 30 -7,34 -6,95 -9,68 -7,99 1390,8 63
Lucidumol A al9 -7,94 -9,80 | -10,19 -9,31 149,9 8
Lucidumol B a20a -7,58 -8,55 -9,69 -8,606 491,2 33
Pentadecanoato de
ergosta-7,22-dien-3§3- 31 -7,47 -7,68 | -10,38 -8,51 578,2 39
il
Peréxido de 32 828 | 9,19 | 9,62 | -9,03 240,4 16
Ergosterol
Pinicolol B 33 -8,52 -8,41 -8,99 -8,64 464,3 31
Poliporusterona A 34 -8,26 -7,79 -8,60 -8,216 948,7 52
Poliporusterona B 35 -8,89 -7,52 -8,96 -8,456 632,7 44
Poliporusterona C 36 -8,92 -7,90 -8,79 -8,536 552,8 37
Poliporusterona E 37 -7,92 -6,60 -8,53 -7,683 2333,8 70
Poliporusterona F 38 -7,33 -6,22 -8,22 -7,256 47953 79
Poliporusterona G 39 -8,58 -7,21 -9,27 -8,353 7533 48
Panedoxina al -5,55 -6,30 -6,48 -6,110 | 33214,6 107
Cicloepoxidol a2 -4,77 -6,45 -6,14 -5,786 | 57323,8 113
Clavilactonas A a3c -5,90 -7,83 -7,81 -7,180 5457,7 79
Quinonas e Clavilactonas B a3a -5,90 -7,83 -7,81 -7,180 5457,7 79
Hidroquinonas Clavilactonas D a3b -6,33 -8,16 -8,37 -7,620 2597,1 72
Quinona 490 a4 -6,49 -7,85 -8,44 -7,593 2716,7 74
Hidroquinona a5 -6,03 -6,64 -6,53 -6,400 | 20359,0 103
Panepoxidiona 72 -5,97 -6,23 -6,61 -6,270 | 25354,1 105
Acido Pleurotelico 40 -6,85 -7,60 -7,74 -7,396 3786,1 74
(+)- torreyol 41 -6,51 -7,21 -6,89 -6,870 9209,7 88
1-hidroxi-3-sterpureno 42 -6,32 -6,90 -6,94 -6,720 11863.,0 92
Aliacol A 43 -5,56 -7,49 -6,76 -6,603 144448 95
Aliacol B 44 -5,64 -5,55 -5,87 -5,686 | 67863,4 113
Aurisina A 45 -8,55 -7,69 -7,99 -8,076 1201,6 57
Aurisina K 46 -8,48 -7,74 -8,64 -8,286 843,0 49
Colibial 47 -6,05 -6,80 -6,86 -6,570 15280,8 97
Colossolactona H 48 -9,14 -8,05 | -10,19 | -9,126 204,2 11
Terpenos Connatus A 49 -5,73 -6,66 -7,03 -6,473 17988,9 100
Connatus B 50 -5,43 -6,53 -6,62 -6,193 28856,6 106
Demetoxiegnol 51 -8,26 -8,64 -8,81 -8,570 522,6 35
Dihidrohipnofilina 52 -5,81 -6,73 -7,23 -6,59 14773,6 96
Egnol 53 -8,25 -9,02 -9,15 -8,806 350,5 26
Glucosideo Egnol 54 -10,43 | -9,70 -9,70 -9,943 51,5 1
Henacclinol 55 -5,76 -6,98 -6,89 -6,543 15984,3 98
Hipnofilina 56 -5,84 -7,23 -7,55 -6,873 9158,0 87
Iludin M al3b -5,53 -7,30 -7,02 -6,616 14123,4 94
Iludin S al3a -5,13 -7,13 -7,03 -6,430 19353,8 102
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Irofulveno 57 -5,12 -7,45 -7,69 -6,753 11214,0 91
Merulidial 58 -6,69 -7,32 -6,46 -6,823 9961,4 89
Montadial A 59 692 | 6,79 | -730 | -7,003 | 73538 84
Naematolina 60 -5,79 -6,52 -7,18 -6,496 17294,2 99
Naematolona 61 595 | -7,65 | -7,81 | -7,136 | 5871,9 83
Nambinona C 62 -5,93 -5,95 -7,42 -6,433 192453 101
Pilatina 63 6,08 | 626 | -6,53 | -6,290 | 245125 | 104
Pleurotelol 64 -6,66 -6,62 -7,04 -6,773 10841,8 90
a-cadinol 65 628 | -7,58 | -7,01 | 6956 | 79564 86
, 2-Aminofenoxazin-3- 10| 697 | 767 | 733 | 7323 | 42850 | 76
Aminas e ona
amidas Putrescina-1.4- all | -851 | 948 | -921 | 9,066 | 226,0 12
dicinamida
Baicaleina 66 -8,87 -8,78 -9,48 -9,043 235,1 14
Fornecina A 67 -5,63 -6,08 -6,42 -6,043 37170,3 108
Fornecina B 68 -5,47 -6,48 -6,14 -6,030 38016,3 109
Genisten a7 -8,05 -8,15 -8,10 -8,100 1155,2 56
Isoflavonas, Gerronemins A a% -6,64 -7,59 -7,58 -7,270 4688,6 77
flavonas, Gerronemins B a% -8,02 -9,57 -7,94 -8,510 578,2 39
catecois e Gerronemins C a9¢ -6,51 -7,12 -7,81 -7,146 5773,6 82
fenois Gerronemins D a9d -7,65 -9,40 -8,34 -8,463 625,6 43
Gerronemins E a%e -7,74 -8,80 -8,13 -8,223 938,1 51
Gerronemins F a9f -8,09 -8,24 -8,50 -8,276 857,3 50
Hispidin a8 -7,64 -8,02 -7,98 -7,880 1674,6 67
Inoscavina A 69 840 | -1128 | 9,25 | -9,643 85,4 4
(Z,2)9,12-dcido 70 5,99 | -578 | -596 | -5910 | 465512 | 114
o octadecadiendico
Acidos gordos 1-O-octadecil-sn-
. 71 -4,74 -4,78 -5,23 -4,916 | 248914,7 115
glicerol
3,4-dihidroxi-
Alcaléides e benzaldeido 73 -5,89 -6,02 -6,02 -5,976 41597,1 111
Aldeidos Hericerina 74 -8,80 -9,66 | -11,32 | -9,926 52,9 2
Hericerina A 75 6,50 | -8,08 | -824 | -7,606 | 26562 73
Anexo 6: Resultados do Docking da estruturas selecionadas da proteina MCL-1 contra a biblioteca 2.0.
Familia do .Ki
Composto Nimero | SFDR | 4HW2 | 40Q6 | 4ZBI | Média | estimado | Rank
composto
(nM)
(3B,50,80,22E,24S)-
5,8-epidioxiergosta- 1 -10,39 -8,58 -11,29 -8,97 -9,807 64,7 10
6,9(11),22-trien-3-ol
3- oxo-So-lanosta-§- 2 979 | -744 | -11,16 | 8,06 | 9,112 | 2092 32
en-21- acido oico
(3B,50.,80,22E)-5,8-~
epidioxiergosta-6,22-
oxiere 3 1032 | -8,63 | 9,80 | -9,08 | -9,457 116,8 21
dien-3-il B-D-
Esterdis glucopiranosideo
(22E,248)-ergosta- 4 9,94 | 926 | -11,23 | -9,56 | -9,997 47,0 4
4,22-dien-3-ona
(22E)- 3B,50-
didroxiergosta-7-22- 5 895 | -832 | -11,34 | -8,51 | -9,280 157,7 26
dien-6-ona
(22E)- 68-
metoxiergosta-7,22- 6 -9,23 -8,65 -9,83 -7,79 -8,875 312,2 38
dien-3B,5a-diol
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(22E)-19-norergosta-
5.7.9.22.tetracn3p-ol 7 9,54 | -11,04 | 9,92 | -10,25 | -10,18 34,1 3
(22E)-3B.50,90-
tridroxiergosta-7,22- 8 948 | -8,69 | -11,39 | -845 | -9,502 | 1083 20
dien-6-ona
(22E)-5a.60-
epoxiergosta-8,14,22- 9 10,27 | -11,38 | 9,92 | -10,82 | -10,59 17,1 1
trien-3,7B-diol
(22E)-ergosta-5,7,22- 10 9,60 | 935 | -1026 | -10,14 | -9,837 61,5 9
trien-3-ol
(22E)-ergosta-7,22- 11 9,17 | 9,19 | -1026 | -10,14 | -9,512 | 106,5 18
dien-3f-ol
(3B,50,22E)-
ergosta7,22,24(28)- 12 -10,08 | -9.23 | -10,87 | -9.24 | -9,855 59,7 7
trien-3-ol
24-etilcolsta-5,22- 13 981 | 839 | -1L15 | -8,02 | -9342 | 1419 24
dien-3f-ol
3,4-seco- 8a,90-
epoxi-Sa-lanosta-21- 14 9,79 | -7,40 | 9,73 | -838 | -8,825 | 3398 40
acido oico 3,4 lactona
3,4-seco-5B-1anosta-
7,9(11),4(29)-trien- 15 8,46 | -7,84 | -8.64 | -7,54 | -8,120 | 11168 68
3,21-4cido didico
3,4-seco-5B-1anosta-
79(11)4(29)-trien- 16 | 7,03 | 649 | 750 | -679 | -6952 | 80126 | 88
3,21-acido didico- 3-
metil ester
5,8-Epoxy-24(R)-
metilcolesta-6,22- 17 -10,00 | -9,39 | -10,06 | -9,39 | -9,710 76,3 12
dien- 3B-ol
5,8-Epidioxi-24(R)-
metilcolesta-6,22- 18 | -10,51 | 867 | -936 | 9,52 | -9,515 | 106,0 17
dien-3 -D-
glucopiranosideo
5,6-Epoxi-24(R)-
metilcolesta-7,22- 19 920 | -8,08 | 995 | 949 | -9,18 186,6 30
dien-3 -ol
5a,60-epoxiergost-
801 4)-cne-3p.Todiol 20 947 | -886 | -10,54 | -7,86 | -9,182 | 1859 29
911- peroxido 21 976 | 922 | -1129 | -9,11 | -9,845 60,8 8
dehidroergosterol
Dekhi dgzﬁ?cénico a25 8,78 | -731 | -842 | -7,95 | 8,115 | 11263 66
Acido
Dihidroeburicoico 22 928 | -844 | -1147 | -9,17 | -9,590 93,4 15
Acido Eburicéico 23 9,06 | -7,94 | 943 | -793 | -8,590 | 5052 47
Acido Fomitélico A a26a | -950 | -836 | 972 | 9,02 | -9.150 | 1963 31
Acido Fomitélico B a26b 946 | -8,62 | 964 | 936 | 9270 | 1603 28
Acido Ganodérico A a2la | 913 | -7.43 | 959 | -7.63 | -8.445 | 6453 50
Acido Ganodérico F a2lb 787 | -7.66 | 895 | -8,74 | -8,305 | 8173 55
Acido Ganodérico H a2lc 9,53 | -7,13 | -10,75 | -8,98 | 9,097 | 2145 33
Acido Ganodérico W a22 8,84 | -8,10 | 9.8 | 9,00 | -8940 | 27938 37
Acido Ganodérico X a23a | 912 | -7.81 | 922 | 859 | -8.685 | 4304 44
Acido Ganodérico Y a23b | -10,15 | 9,02 | -11,17 | 9,15 | -9.872 58,0 6
Acido Ganodérico T a23c 8,50 | -8,69 | 9,09 | 9,04 | -8,830 | 3369 39
Acido Lucidéncio N 24 827 | 7,71 | 861 | -841 | 8250 | 8968 58
Acido Lucidénico O al7a | -891 | -723 | -8,05 | -9.16 | -8337 | 7737 53
Acido Marasmico 25 6,55 | -738 | -5.89 | -6,93 | -6,687 | 12531,9 | 100
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Acido Poliporénico C a24 -9,02 -8,21 -8,89 -7,83 -8,487 600,6 48
Antcin K 26 -7,83 -6,86 -9,17 -7,42 -7,820 1853,1 71
Cerevisterol al8 -9,87 -8,95 -10,21 -9,87 -9,725 74,4 11
Ergosta- 4,68 (14), al6 9,79 | -833 | -998 | -9,94 | -9510 | 106,9 19
22- tetraen-3-ona
Ergosterol al5 -10,11 -8,20 -9,59 -8,37 -9,067 225,7 34
Eringiacetal A 27 -9,61 -8,91 -10,13 -9,13 -9,445 119,3 22
Estelasterol 28 -9,71 -9,29 | -10,78 | -8,69 -9,617 89,2 14
Ganoderiol F a20b -8,66 -7,30 | -10,31 -8,49 -8,690 426,7 43
Ganodermanondiol a20c -10,86 | -10,38 | -10,86 -9,25 -10,33 26,5 2
Ganodermanontriol a20d -10,18 -7,55 -9,76 -9,61 -9,275 159,0 27
Inotodiol 29 -8,70 -8,50 -9,07 -8,27 -8,635 468,3 45
Lactona Lucidénica al7b -8,47 -7,49 -8,32 -8,67 -8,237 915,9 59
Lanosterol 30 -9,53 -9,04 | -10,63 -9,03 -9,557 98,7 16
Lucidumol A al9 -9,22 -8,31 -10,84 | -9,08 -9,362 137,2 23
Lucidumol B a20a -9,77 -7,96 | -10,56 | -9,08 -9,342 141,9 24
Pentadecanoato de
ergosta-7,22-dien-3§3- 31 -8,35 -7,12 | -10,36 | -7,38 -8,302 820,8 56
il
Peréxido de 32 9,64 | -838 | -11,17 | -9,32 | -9,627 87,7 13
Ergosterol
Pinicolol B 33 -7,86 -7,43 -9,67 -8,19 -8,287 841,8 57
Poliporusterona A 34 -9,94 -6,72 -9,75 -7,26 -8,417 676,0 51
Poliporusterona B 35 -9,79 -7,73 -9,40 -7,54 -8,615 484,3 46
Poliporusterona C 36 -8,17 -6,84 -9,29 -7,29 -7,897 1625,8 70
Poliporusterona E 37 -10,00 | -8,37 | -10,02 | -7,78 -9,042 2354 35
Poliporusterona F 38 -8,43 -7,80 -8,37 -8,30 -8,225 935,4 60
Poliporusterona G 39 -10,03 -7,13 -9,96 -7,75 -8,717 4074 42
Panedoxina al -5,96 -6,12 -5,23 -5,76 -5,767 | 59208.,5 109
Cicloepoxidol a2 -5,77 -6,22 -4,80 -6,11 -5,725 63611,7 110
Clavilactonas A a3c -7,38 -8,19 -7,34 -8,03 -7,735 21389 74
Quinonas e Clavilactonas B a3a -7,37 -8,19 -7,34 -8,04 -7,735 21389 74
Hidroquinonas Clavilactonas D a3b -7,77 -7,96 -7,68 -8,21 -7,905 1605,4 69
Quinona 490 a4 -7,59 -7,48 -6,14 -8,04 -7,312 4364,0 82
Hidroquinona as -5,52 -5,82 -4,91 -5,92 -5,542 | 86558,7 112
Panepoxidiona 72 -6,14 -6,32 -5,37 -6,00 -5,957 | 42964,8 108
Acido Pleurotelico 40 -7,38 -7,91 -6,80 -7,71 -7,450 3460,2 78
(+)- torreyol 41 -7,55 -7,81 -6,48 -7,69 -7,382 3871,7 79
1-hidroxi-3-sterpureno 42 -7,19 -7,60 -6,16 -7,48 -7,107 6168,2 85
Aliacol A 43 -6,72 -6,99 -6,50 -7,66 -6,967 7812,2 87
Aliacol B 44 -6,72 -6,66 -6,62 -7,21 -6,802 10321,0 94
Aurisina A 45 -8,25 -7,68 -9,51 -7,40 -8,21 959,4 61
Aurisina K 46 -8,63 -7,17 -9,45 -8,69 -8,484 603,2 49
Colibial 47 -6,87 -7,14 -6,33 -7,67 -7,002 7364,1 86
Colossolactona H 48 -9,69 -8,77 -9,67 -11,41 | -9,885 56,8 5
Connatus A 49 -6,77 -6,95 -6,13 -7,00 -6,712 12014,1 98
Terpenos Connatus B 50 -6,17 -6,15 -5,89 -6,69 -6,225 27354,8 107
Demetoxiegnol 51 -7,87 -8,63 -7,76 -8,24 -8,125 1107,4 65
Dihidrohipnofilina 52 -6,42 -6,58 -5,93 -6,66 -6,397 | 20445,1 104
Egnol 53 -8,07 -8,94 -7,65 -7,99 -8,162 1039,5 63
Glucosideo Egnol 54 -8,47 -9,85 -8,25 -8,65 -8,805 351,5 41
Henacclinol 55 -6,60 -6,93 -6,33 -7,30 -6,79 10541,1 95
Hipnofilina 56 -6,58 -6,38 -6,28 -6,94 -6,545 15939.,4 102
Iludin M al3b -7,23 -7,58 -5,68 -6,73 -6,805 10277,6 93
Iludin S al3a -6,93 -7,58 -5,65 -6,78 -6,735 11566,5 97
Irofulveno 57 -7,01 -7,60 -5,68 -7,00 -6,822 9978,4 92
Merulidial 58 -6,73 -7,23 -6,06 -6,78 -6,70 12270,3 99
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Montadial A 59 -6,32 -6,56 -5,20 -6,86 -6,235 | 26897,0 106
Naematolina 60 -7,24 -7,25 -7,03 -7,53 -7,262 4748,3 33
Naematolona 61 -7,60 -7,13 -7,18 -7,45 -7,34 4166,1 80
Nambinona C 62 -7,03 -5,84 -6,72 -6,98 -6,642 13520,8 101
Pilatina 63 -8,02 -5,53 -7,46 -7,48 -7,125 5988,6 84
Pleurotelol 64 -6,03 -7,27 -5,95 -6,53 -6,445 18870,0 103
a-cadinol 65 -7,01 -7,18 -6,36 -7,16 -6,927 8357,9 89
. 2-Aminofenoxazin-3- al0 6,77 | 6,79 | -6,19 | -7,30 | -6,762 | 11041,9 96
Aminas e ona
amidas Putrescina-1,4- all 8,57 | -827 | -823 | -8,19 | -8315 | 8036 54
dicinamida
Baicaleina 66 -8,11 -8,58 -7,38 -8,39 -8,115 1126,3 66
Fornecina A 67 -5,35 -5,61 -6,04 -5,37 -5,592 | 79553,7 111
Fornecina B 68 -5,31 -5,46 -4,71 -5,26 -5,185 | 158256,1 114
Genisten a7 -8,33 -8,63 -7,14 -8,51 -8,152 1057,2 64
Isoflavonas, Gerronemins A a% -6,35 -6,65 -7,04 -7,51 -6,887 8941,6 91
flavonas, Gerronemins B a% -7,48 -8,15 -7,66 -7,66 -7,737 21299 73
catecois e Gerronemins C a9¢c -6,11 -7,38 -7,34 -6,81 -6,91 8608.4 90
fenois Gerronemins D a9d -7,72 -7,10 -8,01 -7,43 -7,565 2849,7 76
Gerronemins E a% -7,00 -8,86 -8,21 -7,00 -7,767 2024,7 72
Gerronemins F aof -8,47 -9,57 -8,26 -7,19 -8,372 729,3 52
Hispidin a8 -7,47 -7,45 -6,64 -1,77 -7,332 4219,2 81
Inoscavina A 69 -9,45 -9,25 -6,71 -7,37 -8,195 984,0 62
(Z,Z)-9,12.-ac'1.do 70 -6,21 -6,44 -5,61 -6,84 -6,275 | 25141,0 105
o octadecadiendico
Acidos gordos 1-O-octadecil-sn-
. 71 -4,20 -4,37 -5,27 -4,01 -4,462 | 535744,6 115
glicerol
3,4-dihidroxi-
Alcaléides benzaldeido 73 -5,29 -5,42 -5,38 -5,50 -5,397 | 110559,6 113
aldeidos Hericerina 74 -8,44 -8,93 -9,72 -8,72 -8,952 274,0 36
Hericerina A 75 -7,83 -7,30 -7,71 -7,12 -7,49 32343 77




