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RESUMO

A familia BCL2 ¢ constituida por proteinas envolvidas tanto na apoptose como na
sobrevivéncia da célula. Em alguns tipos de cancros, incluindo linfomas e cancros
epiteliais, a sobreexpressdo de proteinas anti-apoptdticas da familia da BCL2, como ¢ o
caso da proteina BCL2, ¢ indicativo de cancro em fase avangada, com mau prognostico
e resistente a quimioterapia. Existem varios estudos que indicam que extratos de
diferentes espécies de cogumelos tém a capacidade de promover o processo de apoptose
em linhas celulares tumorais, mas o mecanismo de agdo destes extratos ainda nao ¢
totalmente conhecido. Neste estudo, foi realizado um screening virtual de uma
biblioteca de 40 compostos de pequena massa molecular presentes em cogumelos,
utilizando como proteina alvo uma estrutura da BCL2 (PDB:2XA0) e como software de
docking o AutoDock4. Os compostos que obtiveram energias de ligacdo mais baixas (<-
10 kcal/mol) foram os seguintes derivados de esterdides: ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-
ona, lactona lucidénica, cerevisterol e acidos ganodéricos w e x. Realizaram-se também
estudos de Dinamica Molecular para estes 5. Os valores de RMSD obtidos, tanto para os
5 compostos como a estrutura da BCL2, foram estaveis e baixo indicando que os modos
de ligagao, previstos pelo Autodock4, sdo provavelmente proximos da realidade.

Em conclusdo, o processo de apoptose promovido por extratos de cogumelos pode estar
relacionado com a inibi¢do da BCL2 por derivados de esteroides aqui estudados. No

entanto, sao necessarios mais estudos para comprovar esta hipotese.

1. INTRODUCAO

A familia B cell CLL/lymphoma-2 (BCL2) ¢ classificada por fungdo como proteinas
anti-apoptoticas e pro-apoptdticas e a regulacdo das suas interacgdes ditam a
sobrevivéncia ou entrada em apoptose da célula. A familia BCL2 encontra-se envolvida
em varias doengas mas ¢ no cancro onde ¢ mais estudada. Em alguns tipos de cancros,
incluindo linfomas e cancros epiteliais, a sobreexpressdo de proteinas anti-apoptdticas
da familia da BCL2, como ¢ o caso da proteina BCL2, ¢ indicativo de cancro em fase
avancada, com mau progndstico e resisténcia a quimioterapia [1]. Os cogumelos sdo

considerados uma importante fonte de compostos antitumorais [2] e existem varios
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estudos que indicam que extratos de diferentes espécies tém a capacidade de promover
o processo de apoptose em linhas celulares tumorais, embora o mecanismo de agdo
destes extratos ainda ndo seja totalmente conhecido [3-5]. Neste trabalho realizaram-se
estudos de Screening Virtual e Dinamica Molecular (DM) utilizando-se como ligandos
40 compostos de pequena massa molecular (PMM), identificados em diferentes espécies
de cogumelos, e como recetor a proteina anti-apoptdtica BCL2. Tenta-se assim verificar
se estes compostos tém a capacidade de inibir a BCL2 e, desta forma, promover a

apoptose em células cancerosas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Screening Virtual

Realizou-se o screening virtual de uma biblioteca de 40 compostos PMM presentes em
cogumelos, utilizando como proteina alvo a estrutura da BCL2 (PDB:2XA0). Como
software de docking utilizou-se o AutoDock4 [6].

2.1. Dinimica Molecular

Realizaram-se simula¢des de Dindmica Molecular (DM) de 5 ns, para os 5 melhores
compostos, de acordo com Mukherjee et al. [7] usando o programa Desmond v2.2 (D.E.
Shaw Research, New York). Apds as simulagdes, foram calculados os valores do desvio
quadratico médio (RMSD) do composto e do recetor para cada simulagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Screening Virtual
Os compostos que obtiveram energias de ligacdo mais baixas (<-10 kcal/mol) foram os

seguintes derivados de esterdides: ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona, lactona
lucidénica, cerevisterol e acidos ganodéricos w e x (Tabela 1). A BCL2 apresenta uma
zona extensa de interagdo com outras proteinas (Figura 1), onde se ligam proteinas
apoptdticas, que ao ficarem sequestradas promovem a sobrevivéncia da célula. Desta
forma, a ligagdo de PMM nesta zona pode impedir esta interagdo promovendo a
apoptose. Quando se observou o modo de ligagao dos 5 melhores compostos verificou-
se que se ligaram em diferentes bolsas na zona de interagdo da BCL2 com outras
proteinas.

3.2. Dindmica Molecular
As simulagdes DM fornecem uma andlise mais realista da interagdo proteina-ligando,
sendo o comportamento dos compostos analisado em detalhe ao longo das simulagdes.

Os valores de RMSD dos 5 compostos, assim como da estrutura da BLC2, estabilizaram
apos 1 ns, com a excecdo do acido ganodérico w que sé estabilizou ao fim de 2.5 ns
(Figura 2). Os valores do RMSD dos compostos durante a simulacdo MD variam entre
1.5 A (6¢) e 2.5 A (60). Ja os valores de RMSD da estrutura da BCL2, para cada
simulacfo, sdo aproximadamente 2 A, com a excepgdo de 6e com o valor médio de 4 A.
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Tabela 1. Screening Virtual da biblioteca de compostos PMM presentes em cogumelos.

s = AG Ki
Familia Compostos Cédigo (KCal/mol) (nM)
Panepoxidona la -5,37 115812
Cicloepoxidona 1b -5,36 117783
. Clavilactonas CA 1c -7,44 3519
l?igl;:;rﬁz:nas Clavilactonas CB 1d -6,99 7521
Clavilactonas CD le -7,09 6353
Quinona 490 1f -6,71 12065
Hidroquinona 1g -5,62 75946
Isoflavonas Genisteina 2a -6,62 14044
Hispidina 3a -7,25 4850
Gerroneminas A 3b -8,08 1195
Gerroneminas B 3¢ -8,40 696
Catecdis Gerroneminas C 3d -8,25 897
Gerroneminas D 3e -8,39 708
Gerroneminas E 3f -8,65 457
Gerroneminas F 3g -8,37 732
Aminas ¢ amidas 2-Ami1{0fenoxa;ig-3-or}a 4a -6,05 36754
Putrescina-1,4-dicinamida 4b -7,99 1391
Sesquiterpenos Ilud%na S Sa -5,94 44253
Tludina M 5b -5,86 50650
5,6-Epoxi-24(R)-metilcolesta-7,22-dien-3B-ol 6a -9,18 187
Ergosterol 6b -9,90 55
Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona 6¢ -10,10 40
Acido lucidénico O 6d -9,20 180
Lactona lucidénica 6e -10,47 21
Cerevisterol of -10,07 42
Lucidumol A 6g -9,70 78
Lucidumol B 6h -9,31 150
Ganoderiol F 61 -9,20 180
Ganodermanondiol 6j -9,97 49
Esferoides Ganodermanontriol 6k -9,67 82
Acido ganodérico A 6l -9,68 80
Acido ganodérico F 6m -8,80 354
Acido ganodérico W 6n -10,00 47
Acido ganodérico X 60 -10,09 40
Acido ganodérico Y 6p -8,95 275
Acido ganoderico T 6q -9,01 249
Acido poliporénico C 6r -8,56 531
Acido desidroebriconico 6s -9,16 193
Acido fomitélico A 6t 9,01 249
Acido fomitélico B 6u -8,49 598

Figura 1. Representacdo do modo de ligagdo dos compostos 6¢, 6e, 6f, 6n ¢ 60, com energias

de ligagdo mais baixas previstas pelo Autodock4, na proteina BCL2.

Os valores baixos e estaveis de RMSD, tanto para os compostos como para as estruturas

da BCL2, sdo indicativos de que os modos de ligagdo, previstos pelo Autodock4, sdo

provavelmente proximos da realidade.
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Figura 2. Valores de RMSD dos compostos (vermelho) e da estrutura da BCL2 (azul), durante
os 5ns de cada simulagdo MD.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, o processo de apoptose promovido por extratos de cogumelos pode estar
relacionado com a inibicdo da BCL2. De acordo com o nosso estudo, dos compostos
estudados, os esterdides sdo os melhores candidatos a inibidores da BCL2, no entanto

s30 necessarios estudos experimentais para comprovar esta hipotese.
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