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RESUMO

A ricina é uma proteina altamente téxica provinda de uma planta, Ricinuscommunis,
mais conhecida como mamona. Essa toxina possui a capacidade de inativar os
ribossomos, resultando na inibicdo da sintese proteica e como consequéncia a
morte celular por apoptose. Essa caracteristica tornar a ricina uma arma biolégica
em potencial. O foco deste trabalho € encontra moléculas que combatam a acdo da
ricina e sejam viaveis em um tratamento pds-exposicao, visto que a maioria dos
casos de intoxicagcdo deve-se a ingestdo por via oral acidental por criangas
pequenas e animais, bem como a tentativa de suicidio, no caso de adultos. Neste
trabalho avaliou-se o potencial das moléculas de baicalin, lactose e a-D-gactose,
assim como dos isébmeros do baicalin e da lactose na inibicdo da acdo da ricina,
utilizando método de biologia computacional (docking molecular). Dentre os ligantes
estudadosobaicalin, bem como os isdbmeros estruturais demonstraram alta
capacidade de inibir a molécula de ricina associadamente com uma facilidade de
realizar uma ligacao espontanea, corroborando com a eficacia sugerida na literatura.
Os dados obtidos para a beta-D-galactose mostraram que essa molécula tem
capacidade de realizar ligacao espontanea com a molécula de ricina, demonstrando
a viabilidade no uso na inibigdo da ricina, como na literatura. A lactose demonstrou
capacidade inibitdéria, da entretanto a sua capacidade de realizar uma ligacao
espontanea com a molécula é baixa, de forma ao compara com os resultados da
literatura provou que necessita de uma grande dosagem para realizar uma inibicao
eficiente. Todas as moléculas avaliadas apresentaram capacidade de inibir a
atividade da ricina, com destaque para o baicalin.

Palavras-chaves: Inibicdo da ricina. Lactose. Galactose. Baicalin.



ABSTRACT

Ricin is a highly toxic protein derived from a plant, Ricinuscommunis, better known as
castor bean. This toxin has the ability to inactivate the ribosomes, resulting in
inhibition of protein synthesis and as a consequence cell death by apoptosis. This
characteristic makes ricin a potential biological weapon. The focus of this work is to
find molecules that combat the action of ricin and are viable in a post-exposure
treatment, since most cases of intoxication are due to accidental oral intake by small
children and animals, as well as the attempt of suicide in the case of adults. In this
work the potential of the molecules of baicalin, lactose and a-D-gactose, as well as
the isomers of baicalin and lactose in the inhibition of the action of ricin, using a
computational biology (molecular docking) method, was evaluated. Among the
ligands studied, baicalin as well as structural isomers demonstrated a high capacity
to inhibit the ricin molecule associated with an ease of spontaneous binding,
corroborating with the efficacy suggested in the literature. The data obtained for beta-
D-galactose showed that this molecule has the capacity to spontaneously bind to the
ricin molecule, demonstrating the viability of the use of ricin inhibition, as in the
literature. Lactose has demonstrated inhibitory ability, however its ability to carry out
a spontaneous binding with the molecule is low, compared to the literature results it
has been shown that it requires a large dosage to effect efficient inhibition. All the
molecules evaluated had the capacity to inhibit ricin activity, with emphasis on
baicalin.

Keywords:Ricin Inhibition.Lactose. Galactose. Baicalin.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Compostos obtidos para simulagdo de docking molecular com a RIC_END.

[RT0) a1 (=M 1] (=3 =1 o 1= 11 4 [0 JH TR

Tabela 2 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Baicalin com o receptor RIC_END. Fonte: Este trabalho...........ccccoeiiiiiiinnnnnns

Tabela 3 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Balcalin 3 com o receptor RIC_END. Fonte: Este trabalho...........ccccccceeeeiiinnnis

Tabela 4 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Baicalin 7 gluturode com o receptor RIC_END. Fonte: Este trabalho................

Tabela 5 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Balcalin 4 com o receptor RIC_END. Fonte: Este trabalho..........ccccccccccooeeil

Tabela 6 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Beta-D-galactose com o receptor RIC_END.Fonte:Este trabalho.....................

Tabela 7 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Lactose com o receptor RIC_ENDFonte: Este trabalho............ccccovvvverieveenenn..

Tabela 8 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do

Alpha-d-lactose com o receptor RIC_END.Fonte: Este trabalho.......................



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Molécula de Ricina. Fonte: Este trabalho...........cccocciiiiiiiiiiiiee e 6

Figura 2 - conformacao1 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END

Fonte: Este trabalNo...... ... 25
Figura 3 - conformacéo2 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END

Fonte: Este trabalno........cooo oo 25
Figura 4 - Conformacgao3 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END

Fonte: Este trabalNo...........uueeiiiiiee e 26
Figura 5 - conformacao1 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END.

Fonte: Este trabalno.........ooo oo - 27
Figura 6 - conformacao2 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END

Fonte: Este trabalio...........uueiiiiiie e 28
Figura 7 - conformacao3 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END

Fonte: Este trabalno...........uueiieieiiiiieiecee e s 28
Figura 8 - Conformagdo1 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalNo...... ... 30
Figura 9 - Conformacgao2 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalno...........uueiiiiiiieiieiieee e s 30
Figura 10 - Conformagdo3 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalno..... ... 31
Figura 11 - conformacédoi1 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalno...........uueieeieiieiieieeee e 32
Figura 12 - conformagé&o2 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalio...... ... 32
Figura 13 - conformacao3 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalNo...........ueeiiiiie e 32
Figura 14 - Conformacdol1 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula
RIC_END Fonte: Este trabalno............coooirricceee e 37

Figura 15 - Conformacédo 2 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula
RIC_END. Fonte: Este trabalno...........cooo i 38

Figura 16 - Conformacédo 3 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula
RIC_END. Fonte: Este trabalno...........coooiiiiiiiiiieccee e 38



Figura 17 -Conformacaol da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END
Fonte: ESte trabaliO..........eeeeeeeee e 41

Figura 18 - Conformagcdo2 da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END
Fonte: ESte trabalNO.... ..o 41

Figura 19 - Conformagcdo3 da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END
Fonte: Este trabalno...........coo o 42

Figura 20 - Conformagdol da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula
RIC_END Fonte: Este trabalno...........ooooriiiiiieee e 43

Figura 21 - Conformacdo2 da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula
RIC_END Fonte: Este trabalno........cccoooo oo 44

Figura 22 - Conformagdo3 da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula
RIC_END Fonte: Este trabalnO.........coouvuiieiiiceeece e 44



Lista de graficos

Gréfico 1 - Fluxograma dos passos utilizados na metodologia.).

Fonte: Este trabalNo...... ... 14
Grafico2 - Grafico de bolsao residual (molecula 4mx1). Fonte: Este trabalho........... 18
Gréfico3 - Gréfico de bolsao residual (2aai).Fonte: Este trabalho.................cc.o...... 19

Gréafico 4- Grafico de Ramachandran da molécula 2aai possuindo 79,6% dos
residuos em regibes favoraveis, 15,9% dos residuos em regides adicionais
permitidas, 3,35% dos residuos em regides generosamente permitidas e 1,3% em
regides nao permitidasFonte: Este trabalho............cooeveeiiiiiiiiiiiiiie e 20

Gréfico 5- Gréfico de Ramachandran da molécula 2aai possuindo 86,5% dos
residuos em regides favoraveis, 10,4% dos residuos em regides adicionais
permitidas, 1,7% dos residuos em regides generosamente permitidas e 1,3% em
regides ndo permitidasFonte: Este trabalno............oooovviiiiiiiiiii e 21

Gréfico 6- GraficosAnolea, Qmean e Gromos que mostram o posicionamento das
regides que possuem estabilidade energética Fonte: Este trabalho......................... 22



SUMARIO

L1100 [ o= Lo PP PPPPPPRN 1
2. JUSHIFICATIVA. ... e a e 3
K o] 1] 1110 TSR 5
3.1.0DJELIVOS QBIAIS. .. .eeiiieieiiee e 5
3.2.0bjetiVOS ESPECITICOS. ...uuiriiiiiiiiiiiee et 5

i T gTe F=T g =T g r=Toz= To 0 =Yoo= VOSSP 6
4.1.MeCaNISMO A ACAD......uurrreiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e ee s e e e e e eeeeaaaeeeeeesaaaanns 6
4.2.Sintomas clinicos de iINtOXICAGAD. .......ccvvrieree et 7
4.3.Tratamento da iNntOXiCAGA0 POI FCINA......ccoeiiuuiriiriieiee e 8
4.4.Modelagem MOIECUIAT........c.ooi e 10
4.5.D0CKING MOIECUIAT. ...t 13

IV (=] (oTo (o] (oo |- VPP PP PP 14
I Y T Tag 2= Tor= To N e [IN=T o I=T o |- SRR 15
5.2.D0CKING MOIECUIAT.......eeiiiiiiiiie e 15
5.2.1.Preparacao do receptor (FiCiNA)........ccccuurrrereerimieeeieieieeee e ee e 15
5.2.2.Mineracao e preparacao dos ligantes..........ccceevveeeeveeeiienninnnennn. 15
5.2.3.Simulag@o de doCKING........uueeiiiiiiiiiieeee e 17
6.ReSUtadOS © DISCUSSOES. ... .ueeiiiiiiiieiiiiee ettt e 17
6.1.Preparacdo da molécula de riCina..........ccooaiiiiiiiiiiiei e 17

6.2.Resultados do docking da ligante Baicalin e seus isomeros com a
MOlécula RIC_END ..ot e e e e eeeeaaens 23

6.3.Resultados do docking do ligante Beta-d-galactose e a molécula
RIC _END....oo e e e e e e e eaaaeeeeeaaaaans 36



6.4.Resultados do docking do ligante lactose e se isbmero e a molécula
RIC _END...co ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eennneeaaeeans 40

T G ONCIUS A . e e 47



1 INTRODUCAO

A ricina faz parte do grupo de proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do
tipo 2, que possuir como principal caracteristica a presenca de cadeias
polipeptidicas divididas em cadeia A e cadeia B, sendo a cadeia A uma toxina com a
capacidade de inibir a sintese de proteinas e a cadeia B que possui como fungao
facilitar a entrada da cadeia A no interior da célula, de forma que esta é capaz de
unir-se a glicoproteinas e glicolipideo contendo galactosideos (COOK, DAVID e
GRIFFITHS,2007).

A ricina é uma fitotoxina encontrada presente nas sementes de mamona
(Ricinuscommunis L., familiaEuphorbiaceae), uma planta que se originou na Africa,
mas atualmente estaplanta acabou por ser distribuida por varios locais do mundo
por causa de fins industriais e ornamentais (ANADON, 2004). Mesmo a ricina sendo
uma das principais proteinas encontradas nas sementes de mamona a ricina
representa 2% do peso da semente, sendo que o 6leo da mamona representa a
maior parte deste peso (60% do peso da semente) e os 38% restantes sao
compostos por proteinas solUveis presentes que incluem o Ricinus aglutinina,
praticamente um dimero de ricina, mas muito menos toxico, assim como muitas
proteinas menores (COOK, DAVIDandGRIFFITHS,2007).

A ricina se destaca dentre as toxinas mais letais encontradas em plantas,
visto que uma dose letal de ricina em humanos é supostamente de 5-10 mg / kg por
injecdo, enquanto a ingestao tem uma dose letal na ordem de 1 a 20 mg / kg (Reen
et al,, 2013). Além disto, a ricina é muito mais facil de se obter do que outros
agentes biolégicos considerados de alta capacidade letal, como o antraz e a toxina
botulinica, pois sua obtencao e refinamento requer somente o conhecimento basico
de técnicas laboratoriais (SPIVAK e HENDRICKSON, 2005).

A ricina é classificada como um agente de prioridade da Categoria B pelos
Centros dos EUA para Controle e Prevencao de Doencgas (CDC), sendo um dos
agentes biolégicos com uma das maiores toxicidades conhecidas. A ricina pode
entra em contato com o individuo por diferentes rotas de intoxicagdo, incluindo
injecdo, ingestdo (alimentos e &agua contaminados) e inalacdo (exposicdo a
aerossois), sendo que todos eles representam uma grande ameaca do ponto de
vista do bioterrorismo (ZHAOet al, 2012).



Tendo todas estas informagcbes pode-se notar a periculosidade que
representa tal toxina, entretanto a maioria dos casos de intoxicacdo por esta sao
casos de ingestao acidental, quando se trata de criangas e animais e em casos de
ingestao intencional por adultos, sendo nestes casos a ingestdo € feita por motivos
de suicidio ou em alguns casos de assassinato. Nestes casos quando percebida a
intoxicacdo é necessario tratamento imediato, para preservar a vida do paciente e

evitar complicagdes.



2 JUSTIFICATIVA

A maioria dos casos de intoxicagao por ricina sao provocados pela ingestdo
de sementes de mamona. Quando sao ingeridas inteiras as sementes de mamona
podem passar pelo trato gastrointestinal intacta, enquanto a trituracdo das sementes
pela mastigacédo pode provocar a liberagao da ricina (BRADBERRY, 2016). Este tipo
de intoxicagdo ndo é raro em paises que possuem uma grande quantidade de
mamona crescendo em abundancia (BALINT, 1974 apudALEXANDER et al, 2008 ).

Em pesquisa realizada por Albuquerque et al (2014) em Salgado de Sao Félix,
um municipio do estado da Paraiba, regido em que a mamona ocorre em
abundancia, foi observado que o intenso consumo das folhas e frutos do vegetal
pelo gado promoveu a intoxicagdo e que 0s animais consumiam muito estas partes
da planta, principalmente por causa da falta de pastagem adequada, o que provoca
a morte dos animais por intoxicagéo.

Mesmo que ndo se tenha muitos registros de mortes por intoxicagdo nao
significa que ndo ocorram, pois existe a possibilidade das mortes serem registradas
ou mesmo nao serem diagnosticadas como mortes por intoxicagao por ricina. Isto da
entender que podem existir mais casos de intoxicagdo em humanos registrados. Em
casos de intoxicagdo em humanos tais fatos ocorrem principalmente em casos de
acidentes com criangas pequenas, que ingerem a semente sem ter conhecimento da
toxicidade e em casos de suicidio ou assassinato, sendo este tipo de ocorréncia
mais comum em adultos.

Os efeitos da ricina no corpo podem ser vistos em um caso de intoxicacdo
relatado por Raenet al (2013). Neste caso um paciente de 21 anos foi internado no
hospital 4 horas apo6s a ingestdo intencional de extrato de mamona. O paciente
apresentou vomito, diarreia e dor por todo o corpo, e mesmo sobre cuidados
intensivos o paciente nao consegui resistir, morrendo por faléncia multipla de érgaos
42 horas apés a ingestao do extrato.

Os tratamentos hoje conhecidos para intoxicacdo contra ricina sao em
maioria sé eficazes nas primeiras horas apds a exposicdo (ROYet al, 2015). O
tratamento para intoxicacao por ricina € em maior parte de suporte, como o0 uso de
doses de carvao ativado ou lavagem gastrointestinal para impedir a absorcao de
ricina pelo trato gastrointestinal (NUNEZet al., 2017).



Existem inibidores que estdo em estagio de desenvolvimento, mas a maioria
deles ndo sao acessiveis para a populagdo em geral. Estes tratamentos se dividem
em trés linhas de acdo: a imunizagdo passiva poOs-exposicao, quese trata da
administragdo de anticorpos anti-ricina, altamente eficaz quando administrado pouco
tempo apdés a exposicdo a ricina, tratamento pds-exposicdo com pequenas
moléculas, que se trata do uso de moléculas inibidoras contra a ricina e por fim o
uso de vacinas profilaticas (MARCONESCUet al., 2010).

Como foi dito, a ricina € uma toxina extremamente letal e causa intoxicacao
gue pode facilmente levar a morte. A disposicdo de uma substancia inibidora nos
primeiros momentos da intoxicacdo pode ser o que determina a diferenga entre a

vida e a morte de uma de um paciente intoxicado.



3 OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

e Fazer a modelagem computacional da molécula da ricina e testar possiveis
inibidores.
3.20bjetivos especificos

e Realizar uma pesquisa na literatura procurando possiveis inibidores da
molécula da ricina;

e Utilizar a técnica dedockingmolecular para comprovar o potencial das
moléculas indicadas como inibidores em potencial da ricina;

e Estimar a eficiéncia dos potenciais inibidores da ricina por meio da analise do

docking molecular;



4 FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Mecanismos de acao

Figura 1 - Molécula de Ricina.

Fonte: Dados da pesquisa.

O modo como a ricina entra na célula através da membrana celular e alcanga os
ribossomos e a partir deste ponto proporciona uma atividade inibidora na sintese de
proteina, € um processo complexo (LORD e ROBERTOS,2014).

A ricina por via endocitose entra na célula, em grande parte através sitios de
ligagdo da galactose, ocorrendo ligagao oportunista por meio da cadeia B para
componentes de superficie que possuem um terminal de galactose, apds a entrada
da mesma ocorre a separacdo da cadeia A e cadeia B da ricina (LORD e
ROBERTOS,2014). Uma vez no interior da célula, a ricina é internalizada pelos
endossomos iniciais, uma parte das moléculas da ricina é reciclada e retorna para
fora da membrana, outra parte é transportada por endossomos tardios para ser
degradada por lisossomos, e uma pequena parte da ricina absorvida € transportada
para o complexo de Golgi (ANADON; LARRANAGA, 2004).



Do complexo de Golgi, a ricina é transportada para o reticulo endoplasmético
e por ultimo é transportada para o citosol, sendo que todo esse processo ocorre de
forma lenta, mas apenas um numero pequeno de moléculas é suficiente para causa
morte celular (SPIVAK; HENDRICKSON, 2005).

Apbs o processo de absorcdo e entrado em contato com os ribossomos a
cadeia A da ricina, promove a remogao de uma adenina especifica (despurinagao)
da porcdo 28S do acido ribonucleico ribossomal que esta na subunidade 60S,
impedindo a ligagdo do fator de alongamento 2 e impede a sintese de proteina
(FONSECA e BLACO, 2014).

4.2 Sintomas Clinicos de Intoxicacao

A grande maioria das informacdes disponiveis sobre intoxicacao por ricina
sdo de relatos de casos de intoxicacao pela ingestdo de semente de mamona e
casos de testes in vivo, que sao feitos em ratos de laboratério
(ANADONeLARRANAGA, 2004).

A intoxicagao por ricina pode apresentar diferentes sintomas dependo da via
de acesso, da quantidade de ricina absorvida, da concentracao e o tempo que antes
do diagnostico e o tratamento da intoxicacdo. Os sintomas da intoxicag&o por ricina
normalmente se assemelham muito a os sintomas de varias doencas comuns
(MARCONESCU et al, 2010).

Em casos da a entrada da toxina por via digestiva o aparecimento dos
primeiros sintomas da intoxicacdo pela ricina ocorre entre 1 a 6 horas apés a
ingestao, entretanto existem casos que a ocorréncia destes sintomas pode aparecer
de 15 a 45 minutos ap6s a ingestdo. Sendo os sintomas mais frequentes vomito, dor
abdominal, diarreia (ANADON e LARRANAGA, 2004), perda do apetite,
hematémese, ataxia, sialorreia, decubito , taquicardia ( FONSECA e SOTO-BLANCO,
2014), hipotensao, hepatite, pancreatite, nefrite, lesdo miocéardica, edema cerebral e
supressao da medula éssea (SPIVAK;HENDRICKSON, 2005).

Os sintomas de intoxicagdo pela ricina sdo um reflexo dos danos que essa
causa no corpo, o dano causado pela ingestédo de ricina pode ser devastador como é
dito por Nunezet al (2017), que apds a ingestdo do extrato da mamona, a ricina
comecga a danificar o sistema gastrointestinal, causando sérios danos, levando a
desidratagdo e a sério dano visceral. Este dano pode ser explicado pelo fato da



ricina ingerida danificar o epitélio intestinal, e desta forma afetar os vasos
sanguineos e linfaticos, alcangando o figado e o bago.

Nos poucos casos registrados de absorcado de ricina por via inalatoria os
pacientes afetados apresentaram os seguintes sintomas: congestdo nasal e de
garganta, urticaria, pressao toracica e broncoesparmos (SPIVAK; HENDRICKSON,
2005)febre, dor toracica, tosse, dispnéia, nausea e artralgia(ANADON e
LARRANAGA, 2004).

No grupo de controle para teste de vacinas anti-ricina realizado por Roy et all
(2015), os camundongos apresentavam lesdes macroscoépicas principalmente nos
pulmdes e linfonddulostraqueobrdonquicos, e além disto, possuiam edema
perivascular e alveolar grave, e uma infiltragdo neutrofilica misturada com um
namero pequeno de macréfagos dentro e ao redor dos bronquiolos terminais.

Ainda existem casos de intoxicagao cutanea, entretanto, para que isto ocorra
€ necessario o contato com a ricina por longos periodos de tempo e em grandes
quantidades, esse tipo de intoxicagao é raro.

A deteccao da ricina no corpo de um paciente intoxicado € essencial para o
tratamento, visto que o tratamento imediato poder salvar uma vida. O diagnéstico da
intoxicacdo pela ricina pode ser feito por meio de testes clinicos e como por
deteccdo de ricina no sangue e nos fluidos corporais por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (FONSECA, et al, 2014 apud COOK; DAVID; GRIFFITHS,
2006; ROELS et all, 2010), por radioimunoensaio, por cadeia de polimerase reacao
(PCR) e por fluorescéncia resolvida no tempo imunoensaio (TRF) (SPIVAK e
HENDRICKSON, 2005).

4.3 Tratamento da intoxicacao por ricina

Como foi dito, o tratamento para intoxicagao contra a ricina € um tratamento
de suporte, visando a retirada da toxina do organismo antes que ela cause dano
fatal. O tratamento consiste no uso de carvao ativado ou lavagem gastrica, que sao
usados para impedir a absorcdo da toxina pelo sistema gastrointestinal, (NUNEZet
all, 2017). O tratamento com a lavagem gastrica € susceptivel a remocédo de uma
quantidade significativa de ricina, assimé importante que seja feito pelo menos 1
hora apds a ingestdo da ricina (SPIVAK; HENDRICKSON, 2005). Além destes
tratamentos também pode ser feita a indugdo ao vomito, sucralfato, dieta suave,
intensa fluidoterapia intravenosa e terapia eletrolitica (Fonseca, N. B. da S. et al,



2014 apudGARLAND; BAILEY, 2006 e SOTO-BLANCO et al., 2002), sendo que isto
depende da ocorréncia.

Existem tratamentos em desenvolvimento para a intoxicagao por ricina, sendo
que estes podem ser divididos em trés tipos distintos: imunizagdo passiva pos-
exposicao, tratamento pds-exposicdo com moléculas pequenas e imunizacao
profilatica. Todos estes novos tipos de tratamentos possuem suas desvantagens,
como o primeiro e 0 segundo possuem como desvantagem o fato de que somente
sao eficazes se aplicados nos pacientes algumas horas depois da intoxicagéo e
antes do aparecimento dos primeiros sintomas, ja o terceiro possuir como
desvantagem o fato de sao de dificil fabricacdo, e ndo funcionam sempre como o
esperado (MARCONESCUet all, 2010).

Uma desvantagem que pode ser encontrada no caso do uso de moléculas
inibidoras de ricina, que em sua maioria sao compostos sintéticos com a capacidade
de inibi a toxicidade da ricina, entretanto podem n&o ser seguros para O USO
(RASOOLY R., HE X. e FRIEDMAN M., 2012). Além disto, muitos destes inibidores
nao demonstraram muita eficacia em tratar a intoxicag&o contra a ricina (DONGet all,
2015). O uso de moléculas inibidoras possuir o desafio de encontrar moléculas
adequadas para um tratamento contra a intoxicacao pela ricina, este problema pode
ser resolvido pelo uso de moléculas que podem ser encontradas no nosso dia a dia.

Algumas das substancias naturais que possuem a capacidade de inibicao da
ricina estao presentes no leite, sendo estas a lactose e a galactose, que em teste in
vitro provaram que podem reduzir a disponibilidade da ricina para as células,
inibindo assim a atividade bioloégica da ricina, mas estes efeitos dependem da
concentracdo tanto das moléculas de ricina quanto das moléculas inibidoras
(RASOOLY R., HE X. e FRIEDMAN M., 2012).

A lactose provoca a inibicao da ricina por meio da ligacao das suas moléculas
as moléculas da ricina, desta forma reduz a ligacao da ricina com os receptores
presentes na superficie da célula e aumenta a taxa de dissociacdo da ricina dos
receptores celulares (LUMORet all, 2013 apudSANDVIGet all,1975). Este tipo de
inibicdo pode ocorrer com a galactose, visto que a ricina liga-se a carbonos nas
superficie celular que contem receptores de galactose (BRADBERRY, 2016).

Outra molécula natural que provou ter uma boa capacidade de inibir a acdo

da ricina foi o baicalina, uma flavona derivada principalmente das raizes da
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Scutellariabaicalensis (GUO et all, 2011), que interage com a cadeia A da molécula
de ricina por e redes de potes de hidrogénio e interacoes de forca eletrostatica, que
proporcionam uma inibicdo da agéo tdxica da ricina, fazendo com que a cadeia A
passe por um processo de formagao de oligbmeros, sendo uma forma de inibigcdo da
ricina diferente dos demais inibidores relatados (DONGet all, 2015).

4.4 Modelagem molecular

O avanco da computagdo, principalmente o aumento da capacidade
processamento de dados dos computadores mais recente permitiu um maior
desenvolvimento no estudo da bioinformatica e de sistemas bioldgicos,
possibilitando que tais temas sejam abordados com mais sucesso (CAPRILES et
all,2014).

A modelagem molecular computacional que estuda a estrutura tridimensional
das proteinas por meio de simulacdo de solugbes para os problemas cientificos
relacionados a estrutura proteica das moléculas. Esses estudos permitemda
elaboracao de cédigos computacionais para a obtencao das informacdes relevantes
sobres as posigoes dos aminoacidos (MENETTI, 2006).

A importancia deste tipo de estudo estd nas sequéncias codificastes que
acabam por gerar estruturas tridimensionais, possibilitando que efeitos bioldgicos
possam ser estudados e avaliados de maneira precisa: como 0 estudo da estrutura
das proteinas gera milhdes de dados, os quais geram mais possibilidades de estudo
(ABREU, 2015).

Entre as areas que foram beneficiadas pelo avan¢co do desenvolvimento
computacional esta o estudo das estruturas tridimensionais das proteinas, pois as
proteinas existem em forma de estruturas tridimensionais, que dificilmente podem
ser compreendidas totalmente através da analise em um plano bidimensional, tais
estudos permitem uma verificacao da estrutura da proteina mais detalhada.

Um aspecto que possibilitou o beneficio do estudo da estrutura das proteinas
e a bioinformatica é o a utilizacdo de cristalografia de raios-X e espectroscopia de
RMN (Ressonancia Magnética), que proporcionou um aumento exponencial do
numero de proteinas que tiveram sua estrutura estudada, desta forma aumentando a
quantidade de dados sobre as mesmas e comegaram a ser colocado em um banco
de dados (MURZINet all, 1995). Estas técnicas sdo atualmente as principais
métodos utilizados para a detecgcdo da estrutura da proteina, entretanto estes
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processos possuem limitacbes que podem varia de acordo com cada tipo de
proteina, como no caso de um atraso do isolamento e a purificacdo, assim como um
excesso de tempo no seu uso (ABREU, 2015).

Além disto, a utilizacdo destes métodos podem ser caros e possivelmente
falhos em algumas condi¢c6es tonando o método experimental inviavel. Vale notar
que por causa destas caracteristicas os métodos que utilizam modelagem
computacional provaram-se muito Uteis para ajudar nestes estudos, pois além de
mais baratos em comparacao com as formas de modelagem experimentais citadas
anteriormente, e os modelos computacionais possibilitam uma previsdo do resultado
dos modelos experimentais. Entretanto, os métodos computacionais ndo descartam
0s métodos experimentais, visto que estes ainda sdo considerados os melhores
procedimentos para se determinar uma estrutura tridimensional de uma
proteina(CAPRILESet all,2014).

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina contem informacdes de
interesse por si sO, pois esta sequéncia pode ser comparada com outras para que
assim seja estabelecida uma relagédo entre a proteina a ser estudada e aquelas que
podem esta relacionada a mesma, possibilitando assim entender a evolucéao
bioquimica, entretanto vale nota que para entender a funcdo de uma proteina e o
conhecimento da estrutura tridimensional possuir tanta importancia quanto o de sua
sequéncia, pois a estrutura fornece um maior niumero de informagbes que a
sequéncia (GIBAS; JAMBECK, 2001).

Vale notar que as proteinas em sua forma nativa tem que apresentar
determinadas caracteristicas como baixa energia livre e uma relevancia biolégica,
possibilitando que a cadeia estabeleca suas funcbes no meio em que encontram
(ABREU, 2015).

Quando ocorre a modelagem da estrutura proteica por via computacional
existem duas abordagens possiveis: a primeira € baseada no conhecimento sobre a
modelagem, com o uso de do conhecimento e parédmetros retirados de bancos de
dados de estruturaras, possibilitando analisar e aperfeicoar a estrutura ou até prevé
a mesma a partir da sequéncia, jA o segundo método se baseia na simulagdo de
forcas fisicas e moleculares, de modo que simulag¢des fisico-quimicas sdo usadas
com frequéncia para modelar uma proteina se dobrando de sua forma nativa e
funcional (GIBAS e JAMBECK, 2001).
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Os tipos de métodos computacionais de predi¢cdo da estrutura proteica podem
depender da medida em que o banco de dados de proteinas é explorado, podendo
ser classificados em trés métodos distintos que sdo estes: ab initio, “threading” e
modelagem por homologia ou comparativa ( ROYeZHANG, 2012).

No caso do método ab initio, este € fundamentado na termodinamica e além
disso se baseia no fato de que a estrutura proteica nativa corresponde ao minimo
global de energia livre. Esta metodologia consiste na simulagdo do espacgo
conformacional da proteina estudada, para isto ocorre a utilizagdo de uma funcao de
energia potencial, desta forma descrevendo a energia interna de uma proteina e
suas interagbes com o0 meio em que esta inserida, com o objetivo de encontrar o
minimo global de energia que corresponde ao nativo (DORN, 2008).

Este tipo de modelagem é utilizado quando existe pouca informacéo sobre a
proteina que esta sendo estudada (NICOLAU JUNIOR, 2013). Visto que este
método é usado quando se tem pouca informacao sobre a proteina, para determinar
a estrutura da proteina com este método é necessario no minimo o conhecimento a
sequéncia dos residuos de aminoacidos e suas interacdes fisico-quimicas entre si e
com o meio (MENETTI, 2006).

A modelagem Threading é um método de modelagem que consiste na
entrada de uma sequéncia de aminoacidos, a qual ndo possuir estruturas
caracteristicas, e a partir desta sequéncia um modelo é desenvolvido através das
informacdes de um banco topologias existentes (ABREU, 2015 apud MURZIN et al,
1995). Este tipo de metodologia é usado com mais frequéncia para detectar
homologias remotas, as quais ndo podem ser detectadas por outros métodos
padrbes, desta forma se umas algumas partes da sequencia se encaixam em uma
dobra, € possivel que seja inferido um alinhamento, mesmo que néo seja possivel
forma um modelo completo (GIBAS; JAMBECK, 2001).

O método de comparagdo entre sequencias de proteinas se chama
modelagem comparativa ou homologa, sendo este um dos métodos mais utilizados
para determinar a estrutura das proteinas. Seu principio consiste na utilizacdo de
uma sequencia de aminoacidos como molde e a mesma é alinhada com a sequencia
de aminoacidos que se deseja modelar, para que isto ocorrer é necessario que a
sequencie escolhida como molde seja similar a que esta sendo estudada (DORN,
2008). Aléem de que a sequencia de aminoacido da proteina que esta sendo
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estudada tenha também sido elucidada, além de que as sequencias que estado
sendo estudadas devem possuir um determinado grau de identidade (PACHECO,
2009).

4.5Docking molecular

Docking molecular é a representacao computacional de um reconhecimento
molecular, que ocorre entre o ligante e a proteina, tal representacao simula os varios
métodos de encaixe possiveis entre a proteina e o ligante, além de mostra as formas
como sao tratadas a colocacdo do ligante, possibilitar a exploracdo do espaco
conformacional, representar as interacbes de ligante e proteina e a estimativa da
possibilidade de afinidade de ligacao (ERICKSON et al., 2004).

O processo dedocking molecular tem como funcdo a simulagdo do curso
natural da interacdo que ocorre entre o ligante e sitio ativo de seu receptor, sendo
que o docking visa a via de menor energia por meio da quimica entre as estruturas
(ABREU, 2015). Este processo torna possivel uma melhor compreensdo da
interacdo entre ligante e receptor, de forma que possa determinar como ocorre a
ligacdo, a regido que o ligante e o receptor se ligam, a energia para que esta ligagéo
ocorra, entre outras informagdes Uteis para o estudo do processo.

Os métodos de docking molecular se dividem em duas classes de métodos
distintos: o receptor-ligante e receptor-proteina (GUEDES, MAGALHAES E
DARDENNE, 2014). O sistema de docking molecular € composto de duas etapas,
sendo a primeira um algoritmo de busca conformacional que possibilita o
envolvimento de todos os graus de liberdade do ligante, j& a segunda etapa tem
como fungcdo pontuar e ranqueir as possiveis posicoes espaciais para um
determinado composto (NICOLAU JUNIOR, 2013 apudROGNAN, 2011).



5 METODOLOGIA

Grafico 1 - Fluxograma dos passos utilizados na metodologia.

-
-
-
Fonte: Esta pesquisa.

Utilizando informagdes provindas do Banco De Dados De Proteinas (PDB -
Protein Data Bank). O foi possivel obter dados sobre as moléculas de ricina, no caso
em questao foram obtidas as seguintes moléculas: 4mx1 e 2aai. Neste experimento
foi utilizada a molécula 2aai por motivos que serdo explicados nos resultados e
discusdes. Com esta situacao foi visto que existia necessidade da utilizacdo de uma
minimizagdo de energia, para assim ser possivel melhora a qualidade na molécula

2aai, de forma que esta possa ser utilizada.
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Para encontrar possiveis ligantes foi realizado uma pesquisa na literatura, a
qual possibilitou encontra as seguintes moléculas e seus isbmeros: Lactose,

Galactose e Baicalina.
5.1 Minimizacao de energia

Para o refinamento da geometria molecular e das condi¢des termodinamicas
foi necessario que a estrutura passasse por uma minimizacao de energia. Visto que
a quantidade de residuos em regides favoraveis é considerada insuficiente para a
obtencdo dos resultados desejados, de forma que nao seria possivel obter
resultados com a qualidade necessaria. A minimizacdo de energia € uma técnica
que usa de algoritmos e outros métodos computacionais para melhorar a qualidade
do modelo. Para que isso, os algoritmos e métodos computacionais buscam
conformagbes que possuem uma menor perturbacdo entrdpica entre as possiveis
conformacdes, desta forma aumentando o numero de residuos em regides
favoraveis.

Para a realizagdo da minimizagao de energia do modelo proposto foi utilizado

o servidor Yasara (www.yasara.org/minimizationserver.htm). Apés a minimiza¢ao o

modelo final passou pelo processo de validacao.
5.2 Docking molecular

5.2.1 Preparagéao do receptor (ricina)

O receptor (macromolécula) utilizado para as simulacdes de docking foi o
modelo tridimensional refinado da ricina (2aai), o qual foi nomeado de RIC_END. O
arquivo foi convertido de .pdbpara .pdbgt e foram adicionados e assinalados
parametros de carga Kollman (WEINER et all.,1984), assim como hidrogénios foram

adicionados a estrutura.
5.2.2 Mineracao e preparacao dos ligantes

Para a realizagcdo do experimento de docking foram selecionadas moléculas
que tiveram a capacidade inibidora comprovada na literatura, sendo estas: Lactose,
Galactose e Baicalina (Tabela 1). As coordenadas atémicas destes ligantes foram
adquiridas por meio de arquivos .mol2 disponiveis na base de dados Zinc

(zinc.docking.org). Os ligantes foram assinalados com parédmetros de carga
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Gasteiger(GASTEIGER; MARSILI, 1980), de forma que os seus arquivos foram
convertidos para .pdbqgt, para possibilitar seu uso no programa Autodock1.5.6.

Tabela 1 - Compostos obtidos para simulacao de docking molecular
com a RIC_END.

Nome Estrutura Formula Acesso Base de dados
HHHHH Y T http://zinc.docking.or
Baicalin (3) ,[P (1] MO ipisase0 |
on- oH i) 1 g
Baicalein 7- w, O C21H1504 http://zinc.docking.or
! | 4349040
glucuronide ’((H ° 1 g
- o e ) MO, 5973694  httpiizinc.docking.or
Baicalin (4 ! |
@ L | 1 .
B SR O BT http://zinc.docking.or
Baicalin I MO 3943003 T |
e b 1 g
0] OH
0-D- " http://zinc.docking.or
HO/ oM CBH1206 2597049
galactose Il g
he! http:/zinc.docking.or
Lactose ) f\@ L CeHi20s 4095761 P 0
pes g
a-d-lactose mfzfj Hitos//zine. docki
L1, CioHonO //zinc.docking.or
monohydrat iy PR 4095793 P J

e

1

g

Fonte: este trabalho.
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5.2.3 Simulacao de docking

Os experimentos de simulagcdo de docking foram realizados com o uso do
programa Autodock1.5.6, o qual possuia uma grade cubica de volume 126 x 126 x
126 A, de modo que a molécula de ricina esteja no centro da grade clbica e todas
as possiveis ligacdes que podem ocorrer sao feitas pela simulacéo de docking . Para
este experimento foi escolhido o algoritmo genérico Lamarckiano (LGA) e os
parametros escolhidos para a simulagdo foram de 10.000 réplicas, as quais
possuiam analises de energia a cada 1.500.000 e 27000 geragdes.

O tamanho populacional escolhido manteve-se as taxas de mutagdo em 150
e de crossing-over foram de 0.02 e 0.8, respectivamente. O dockinggerou 10
conformagbes ranqueadas por energias distintas para cada molécula utilizada.As
conformagdes obtidas foram organizadas, coletadas e analisadas através do uso
dos recursos disponibilizados pela opcado Autodock tools. As conformacbes que
demostraram energia de ligacdo “negativa alta” ou em condigdes com energia de
ligagdo “negativa” situadas ente -0,5 e -3, além de possuirem um alto potencial de
inibicdo foram selecionadas.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Preparacao da molécula de ricina

As primeiras moléculas obtidas para a realizacdo do experimento foram a
4mx1 e 2aai. Com o objetivo de determinar as regides com potencial de ligagcdo com

o inibidor.Os resultados podem ser vistos nos graficos mostrados no Grafico 2.
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Grafico 2: grafico de bolsao residual (molecula 4mx1). Linhas vermelhas: locais que possuem maior
capacidade de gera racao espontanea . Linhas azuis: representam os locais que possuem maior
capacidade de gera uma reacao espontanea depois dos locais indicados pealas linhas vermelhas.
Linhas verdes escuras: locais que tem chance de ocorrer uma ligacao espontaneista. Linhas amarelas:
locais que possuem pouca chance de gera uma reacao espontanea. Linhas azuis claro: nao ocorre a

reacoes espontaneas.
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Fonte: Este trabalho.

O grafico da Figura 2 mostra os locais que possuem uma maior chance de
ocorre uma ligacdo esponténea, sendo estes locais representados pelas linhas
vermelhas, ornando-o estes locais mais indicados para a ligacdo de
inibidores..Entretanto, vale nota que os graficos mostram somente a existéncia da
cadeia A da molécula de ricina, indicando que a molécula 4mx1 ndo é uma molécula
completa mais sim uma cadeia, pois a molécula de ricina € um dimero, desta forma

essa molécula ndo pode ser usada para a realizagdo dos experimentos.
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.OGréfico 2 representaas localizagcdes que possuem uma maior capacidade
de ocorrer uma ligacao espontanea na molécula 2aai, diferente do primeiro grafico
pode-se nota a existéncia de uma cadeia B, desta forma esta molécula tonou-se

utilizavel para o experimento.

Grafico 3: grafico de bolsao residual (2aai). Linhas vermelhas: locais que possuem maior capacidade de
gera racao espontanea . Linhas azuis: representam os locais que possuem maior capacidade de gera
uma reacao espontanea depois dos locais indicados pealas linhas vermelhas. Linhas verdes escuras:

locais que tem chance de ocorrer uma ligagao espontaneista. Linhas amarelas: locais que possuem

pouca chance de gera uma reacao espontanea. Linhas azuis claro: nao ocorre a reacoes espontaneas.
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Diferente da molécula 4mx1 pode-se notar a existéncia de uma cadeia B

mostrando que a molécula 2aai € uma molécula de ricina completa, por esta

completa o modelo 2aai foi o escolhido para ser utilizado neste experimento. O

modelo 2aai, referente ndo possuia a qualidade necessaria para a obtencdo de

resultados significativos, visto que essa possuia muitos residuos em regides que nao

sao termodinamicamente favoraveis, podendo ocorre colisdes entre os residuos da

molécula. Pode-se visualizar a qualidade do modelo 2aai
Ramachandran na figura 4.

residuos em regioes favoraveis, 15,9% dos residuos em regides adicionais permitidas, 3,35% dos

residuos em regi6es generosamente permitidas e 1,3% em regioes nao permitidas.
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Grafico 4 : Grafico de Ramachandran referente a molécula 2aai apresentou que: 79,6% dos
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Fonte: Este trabalho.
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As informacdes mostradas na figura 4 indicam que a molécula de ricina (2aai)
nao possuir a qualidade estereoquimica suficiente para a realizacao dos testes de
dockingmolecular foi necesséario o refinamento da molécula de ricina, pois muitos
dos residuos encontrados no modelo estavam em posi¢cées que atrapalhava o bom
funcionamento da molécula e podem provocar perda de energia desnecessaria.
Para poder utiliza o modelo 2aai foi necessario a utilizacdo de minimizacdo de
energia, primeiramente foram usadas as ferramentas do Chiron para realizar a
minimizagdo de energia, entretanto ndo foi possivel a obtencdo dos resultados
devido a falha na realizagdo da minimizacgao, visto isto, foi necesséario a mudanca do
servidor para o Yasara, o qual possibilitou a obtengéo dos resultados desejados.

A molécula obtida apds o refinamento foi nomeada de RIC_END, a qual
apresentou um aumento significativo na sua qualidade estequiométrica. Informagdes

sobre as suas qualidades estereoquimicas podem ser vistos na firura 5.

Grafico 5:Grafico de Ramachandran referente\ molécula 2aai : 86,5% dos residuos em regioes
favoraveis, 10,4% dos residuos em regioes adicionais permitidas, 1,7% dos residuos em regioes

generosamente permitidas e 1,3% em regidoes nao permitidas
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Fonte: Este trabalho.
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Apé6s a obtencado da molécula refinada RIC_END e a formacao do grafico de

Ramachandran, foi realizada a analise da nova molécula no do servidor anoleia-

swiss, obtendo os resultados mostrados nos graficos a seguir.

Grafico 6:Graficos Anolea, Qmean e Gromos, respectivamente mostram o posicionamento das

regioes que possuem estabilidade energética. Verde: regioes com estabilidade energética. Vermelho :
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Fonte: Este trabalho.

Os graficos apresentados na Figura 6 sao compostos por trés graficos
distintos, sendo o primeiro Anoleia, o segundo Qmean e o terceiro o Gromos. Cada
um mostra aspectos distintos do posicionamento das regides que possuem
estabilidade energética, de forma que o0s pontos encontrados em vermelho
representam os locais que possuem uma maior perda de energia e as regides com
cor esverdeada (Anoleia e Gromos) e em coloracdo mais clara (Qmean)
representam os locais com alta capacidade de manter energia. Deste modo as
regides de coloracdo esverdeada no caso dos graficos Anoleia e Gromos e as
regides de coloracdo mais clara no caso do grafico Qmean sao termodinamicamente
instaveis e estdo em condicbes que ndo ocorre perda de energia por causa de
choques entre os residuos da molécula. Desta forma ligagcdes podem ocorrer com

uma maior facilidade, tornando a molécula melhor para se trabalhar.

6.2 Resultados do dockingda ligante Baicalin e dos isomeros estruturais com
a molécula RIC_END

Com a obtencado da molécula refinada a realizagdo do docking molecular
obteve resultados satisfatorios, mostrando a eficiéncia de alguns inibidores citados
na literatura. Os resultados do dockingmolecular podem ser visto na tabela 2 que

serram exibidas a seguir:
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Tabela 2: Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Baicalin com o receptor

RIC_END.
Nome Energia de Constante de Energia
ligagao(kJ/mol) inibicao(uM) intermolecular
(kcal/mol)
Baicalin -5,3 129,24 -7,99
(conformacéo 1)
Baicalin -4,73 342,55 -7,41
(conformagéo 2)
Baicalin -4,65 388,64 -7,34

(conformacéo 3)

Fonte: Este trabalho..

A Tabela 1 mostra os melhores resultados obtidos no docking molecular do
ligante Baicalin com a molécula RIC_END. Pode-se notar a facilidade que o ligante
possui em formar ligacdes com a molécula receptora, visto que a energia de ligacao
foi “negativa”, ou seja, o ligante tem alta capacidade de gerar uma ligagcéo
espontanea com a molécula alvo sem ajuda externa. As constantes de inibicao
apresentaram altos valores, o que faz com que os ligantes sejam considerados
eficazes na inibicdo da ricina, devido a capacidade de estabelecer ligacoes
espontédneas com a ricina. A energia intermolecular propulsiona uma ligacdo mais
firme e duradoura, possibilitando que a molécula e o ligante ndo se desliguem por
variacdes, que pode acontecer no decorrer do tempo.

As figuras 2,3 e4 mostram a ligacao entre a molécula alvo e o ligante, sendo
que cada figura monstra uma conformagéo distinta que ocorre a ligacao.
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Figura 2: conformacao1 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Figura 3: conformacé@o2 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Figura 4:Conformac¢ao3 da molécula de Baicalin ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula

RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Tabela 3:Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Balcalin 3 com o receptor
RIC_END.

Nome Energia de Constante de Energia
ligagédo (kJ/mol) inibigdo(uM) intermolecular
(kcal/mol)
Baicalin 3 -4,95 237,37 -7,63
(conformacéo 1)
Baicalin 3 -4,7 360,75 -7,38
(conformacao 2)
Baicalin 3 -4,93 244,47 -7,61

(conformacéo 3)

Fonte: Este trabalho.

A Tabela 3 mostra melhores resultados obtidos a partir do docking molecular
do ligante Baicalin 3 com a molécula RIC_END. Esse ligante € um dos isbmeros da
molécula de Baicalin. Assim como o isémero mostrado anteriormente o Baicalin 3
pode realizar ligacao espontéanea com facilidade, visto que sua energia de ligacéo foi
apresentada como “negativa”, desta forma mostra a capacidade deste isbmero de

proporcionar uma ligacdo sem que ocorra uma interferéncia externa é alta, nao
necessitando de ajuda para realiza uma ligagao, pois a ligacao entre a molécula alvo
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e o ligante propulsiona que ambas as moléculas obtenham estabilidade. As altas
constantes de inibicdo, que o tornam viavel como inibidor e energia intermolecular
alta tonando mais dificil a separagado da molécula e o ligante.

As figuras 5, 6 e 7 mostram a ligacao entre a molécula alvo e o ligante, sendo

que cada figura monstra uma conformacéo distinta que ocorre a ligacao.

Figura 5: conformacao1 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Figura 6:conformacao2 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula RIC_END.

Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Figura 7:conformacao3 da molécula Baicalin 3 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula RIC_END.
Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Tabela 4:Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Baicalin 7 gluturode com
o receptor RIC_END.

Nome Energia de Constante de Energia
ligacao(kJ/mol) inibicao(uM) intermolecular
(kcal/mol)
Baicalin 7 -3,26 4,08 -5,94
gluturode
(conformacéo 1)
Baicalin 7 -4,86 273,18 -7,55
gluturode
(conformacéo 2)
Baicalin 7 -4,43 564,41 -7,12
gluturode

(conformacéo 3)

Fonte: Este trabalho.

Os resultados apontados na tabela 4 apontam os melhores resultados
alcangados nodocking molecular entre o ligante balcalin-7-gluturode, sendo este um
isdbmero da molécula de baicalin, e a molécula RIC_END. Os resultados revelaram
que assim como os demais isdbmeros de baicalin este apresentou tanto energia de
ligacdo “negativa”, que proporciona uma ligacdo espontdnea entre o ligante e
molécula alvo, quanto energia intermolecular e constante de inibicdo satisfatérias,
entretanto a conformacdo 1 apresentou resultados muito abaixo do desejado,
tornando-a nao viavel para ser utilizada como inibidora.

As imagens destas ligacdes podem ser vistas nas figuras 8,9 e 10, as quais
demostram a ligagédo entre o ligante Baicalin 7 gluturode.



Figura 8:Conformacédo1 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END.Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Figura 9: Conformag¢ao2 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Figura 10: Conformagdo3 da molécula Baicalin 7 gluturode a molécula RIC_END . Vermelho: Molécula RIC_END. Amarelo:
sitios de ligacdao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Tabela 5:Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Balcalin 4 com o receptor
RIC_END.

Nome Energia de Constante de Energia
ligacado(kd/mol) inibicao(uM) intermolecular
(kcal/mol)

Baicalin 4 -4,34 654,49 -7,03
(conformacéo 1)

Baicalin 4 -5,47 97,94 -8,7
(conformagéo 2)

Baicalin 4 -4,19 846,0 -6,88

(conformacéo 3)

Fonte: Este trabalho.

A tabela 5 mostra os melhores resultados obtidos através do uso do docking
molecular do ligante nomeado como baicalin 4, sendo este assim como o0s
anteriores um isdmero da molécula de baicalin, e a molécula RIC-END. Este ligante
assim como os demais isébmeros de baicalin utilizados anteriormente apresentou
valores de energia de ligacdao que tornam a ligacdo espontanea possivel com
relativa facilidade, além de valores de constante de constante de inibicado mais
elevados do que os demais isémeros, entretanto somente em duas conformagdes,
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sendo a conformacgao 2 a que apresentou a menor constante de inibigdo ainda pode
ser considera viavel. No caso da energia intermolecular este apresentou valores

proximos dos valores encontrados nos demais isémeros de baicalin.

No geral, os isbmeros da molécula baicain apresentou resultados satisfatérios
como inibidor, provando sua eficicia assim como mostrado na literatura. Tornando-o

o possivel inibidor em potencial para a intoxicagao por ricina.

As figuras 11, 12 e 13 mostram a ligagdo entre a molécula alvo e o ligante,
sendo que cada figura monstra uma conformagéao distinta que ocorre a ligagéo.

Figura 11: conformacao1 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Figura 12:conformacéo2 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Figura 13: conformacao3 da molécula de Baicalin4 ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Estetrabalho.
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Vale lembrar de que a ricina € uma toxina que provoca a inibicao da sintese
proteica, a qual ap6s a entrada na célula via endocitose provoca a morte célula por
inativacdo dos ribossomos, e com isso inibe a producdo de proteinas pela célula
(ALEXANDERet all, 2008). Por possuir esta caracteristica a maiorias dos inibidores e
formas de tratamentos desenvolvidos visam impedir a entrada da ricina na célula, de
modo a interferir nos sitios de ligagdo entre a célula e o ligante (RASOOLY, HE E
FRIEDMAN, 2012). Mas a forma de inibicdo do baicalin ndo visa impedir a molécula
de ricina de entra na célula, pois ndo tem como alvo os sitios de ligacdo presentes
na cadeia B, os quais sdo responsaveis pela ligacdo da ricina a célula, mas
possuem como alvo sitios de ligacdo da cadeia A, interferindo diretamente com a
toxina.

O Baicalin foi escolhido ap6s a verificagao na literatura, na literatura o baicalin
mostrou possuir baixa toxicidade para o organismo, de modo que seja possivel um
limite alto para chegar a uma dose fatal (CHENet all, 2014). A caracteristica
apresentada o torna viavel como inibidor, pois ndo seria viavel seu uso se 0 mesmo
nao apresenta estas caracteristicas, visto que o ligante ndo pode ser capais de
causa dano as células e pelo fato de possui baixa toxicidade sua administracao

torna-se mais facil e segura.

Os resultados obtidos com o docking molecular podem ser visto como uma
constatacdo da eficiéncia do Baicalin como inibidor da ricina, por meios
computacionais. Estes resultados também podem ser explicados pelo efeito que a
molécula de baicalin demonstrou sobre a ricina em testes de laboratério, os quais
demostrou um mecanismo de agdo complexo através de sua ligacdo com a ricina
(DONGet all, 2015).

Na literatura o baicalin mostrou capacidade de inibicdo deste ligante foi
notado que possui a capacidade de induzir a toxina presente na cadeia A a
formagéao oligbmeros. Assim o baicalin exerce protegéo direta conta a ricina, além de
interferir na cristalizacdo da cadeia A da ricina (DONG et all, 2015). Esta capacidade
pode ser percebida nos resultados do docking pela energia de ligagdo, a qual mostra
uma relativa facilidade para a ocorréncia de uma ligacdo espontanea, tal energia
mostra que a ligacao do baicalin com a molécula de ricina € uma ligagdo estavel, de
forma que isto pode monstra que para ambas as moléculas a ligacao é favoravel.
Além disto, as energias intermoleculares apresentadas nos resultados
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demonstraram uma ligagao forte entre a molécula da ricina e a do baicalin, podendo
ser um indicativo de que a reagao entre além de ser termodinamicamente favoravel,
possui ligacdes fortes e duraveis.

Pelo fato do baicalin possuir uma forma de ligacéo diferenciada da galactose
e lactose, que serdo apresentados neste estudo, desta forma podemos dizer que
este tipo de ligacao diferenciada, influencia o comportamento dessa molécula. Isso
possibilita uma forma de inibicdo completamente distinta dos demais inibidores
vistos neste trabalho, o que é evidenciado no estudoDonget all (2015) , no qual foi
notado que o baicalin se liga a cadeia A da ricina € posicionado em interfaces
altamente carregadas positivamente, desta forma a mesma liga duas cadeias A da
ricina relacionando-as por um eixo helicoidal cristalografico, diminuido assim o
numero de sitios ativos presentes na toxina drasticamente, transformando-as em
oligbmeros menos ativos.

Entretanto, a eficiéncia demostrada no dockingmolecular pode ser alterada no
experimental, visto que o baicalin possui uma baixa solubilidade em agua e uma
baixa biodisponibilidade via oral (CHENet all, 2014). Desta forma a via de
administrag@o pode altera a eficiéncia do baicalin na inibicdo da ricina, de modo que

em experimentos praticos podem ocorrer resultados que podem diferir.

Entretanto os resultados obtidos pelo dockingmolecularmostraram que sem a
realizacdo de uma ligagdo entre suas cadeias A de moléculas de ricina existe a
ocorréncia de uma forte inibicdo, de forma que mesmo sem que ocorra a interagao
de diferentes moléculas de ricina a inibicdo ocorrera. A eficiéncia da molécula de
baicalin como inibidor é viavel, tanto em estudos laboratoriais quanto em teste
computacionais este ligante demostrou 6timos resultados, os quais o tornam um

incrivel inibidor em potencial para o tratamento da intoxicagao por ricina.
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6.3Resultados do dockingdo ligante Beta-d-galactose e a molécula RIC_END

Tabela 6 - Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Beta-D-galactose
com o receptor RIC_END. Fote: Esta pesquisa.

Nome Energia de Constante de Energia
ligacédo(kJ/mol) inibigdo(uM) intermolecular
(kcal/mol)

B-D-galactose -1,3 112,12 -3,09
(conformacéo 1)

B-D-galactose -1,46 84,76 -3,25
(conformagéo 2)

B-D-galactose -2,21 23,98 -4,42

(conformacao 3)

Fonte: Este trabalho.

Os dados da tabela acima mostram os melhores resultados obtidos através
do docking molecular do ligante Beta-d-galactose e a molécula receptora RIC_END.
Este ligante demonstrou possuir uma energia de ligagao “negativa”, o que demonstra
que a molécula do ligante tem capacidade de estabelecer ligagdes espontaneas com
a molécula alvo, entretanto se comparamos esta molécula com os anteriormente
utilizados neste estudo podemos nota que sua capacidade de proporcionar estas
ligagbes é menor que as dos anteriores. As constantes de inibicdo ndo sdo tao altas
como as verificadas das moléculas de balcalin e seus isbmeros, mas em pelo menos
noscasos das conformacgdes 1 e 2 as constantes de inibicdo estdo na medida que
possibilita a inibicdo do molécula alvo. As energias intermoleculares estdo em
condicoes que possibilitam ligacées duradouras e viaveis.

O ligante apresentou caracteristicas moderadas em relagdo a capacidade de
ser utilizada como inibidor, ndo apresentando os melhores resultados em
comparagédo as moléculas de balcalin e seus isémeros, entretanto demostrou que
possui alguma capacidade de ser usado como inibidor.

As figuras 14, 15 e 16 mostram as ligagdes que ocorrem entre a molécula de
Beta-D-galactose e a molécula RIC_END, sendo que cada figura mostra uma

conformacao distinta.



Figura 14 - Conformacao1 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho:

Molécula RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Figura 15- Conformacéao 2 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho:

Molécula RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.
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Figura 16-Conformacéao 3 da molécula de beta-D-galactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho:
Molécula RIC_END. Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

A ricina é uma toxina que pode provocar morte cécular, visto isto a estudo
sobre o0 potencial de inibidores vidveis e acessiveis se tornou necessaria, desta
forma moléculas como a beta-D-galactose se tornaram inibidores viaveis, visto um
dos principais meios para a molécula de ricina internalizar a célula é por meio de
ligacbes com sitios de galactose presentes na cadeia B (ALEXANDERet all, 2008).

Além disto, existe o fato da molécula beta-D-galactose ser facilmente
encontrada na natureza e fazer parte da composicao de géneros alimentares bem
comuns, no caso os lacticinios. Essa caracteristica determina que a molécula nao
oferece risco para o seu consumo, de forma a ndo causa uma segunda intoxicagao
ou proporciona um agravamento da intoxicacao, tornando o seu uso como molécula
inibidora segura (THOMPSON, 1995). Tal pensamento foi levado em consideracao
quando foi feita a escolha desta molécula como um dos inibidores para este trabalho,
visto que nao adiantaria o ligante escolhido possui a capacidade inibitéria se nao
tivesse um consumo viavel.

Devido a sua presenca no leite, trabalhos que pesquisam a viabilidade do leite
como um potencial inibidor da ricina n&do sdo incomuns, e pesquisas sobre sua
propriedade inibitéria sdo as mais encontradas, entretanto este ligante ndo é a unica
molécula inibitéria encontrada no leite, de forma que o efeito de inibicdo do leite
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pode ser resultado da interacao da ricina com diferentes moléculas encontradas no
mesmo.

Pode-se nota nas imagens obtidas pelos resultados do docting, que existe a
presenca de poucos sitios de ligacées reesposaveis pela ligagdo da molécula com
os receptores presentes na superficie celular, entretanto a presenca de uma
quantidade reduzida nao causa grande interferéncia em sua capacidade de inibi a
ricina. Mesmo com a existéncia de outros sitios de ligacdo os responsaveis pela
interacdo com a molécula de galactose se mostraram de importancia para o efeito
toxico da ricina, proporcionando uma forma de absorcdo efetiva. Além disto, no
estudo realizado por Newtonet all(1992) mostrou-se que citotoxicidade da ricina é
influenciada pelos sitios de galactose, de forma a através dos sitios ativos de
galactose a molécula da ricina demonstrou uma maior facilidade para a entrada da
toxina da cadeia A na célula.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser explicados devido a molécula
beta-D-galactose proporcionar uma ligacdo com os sitios de ligacdo de galactose
existentes na molécula da ricina. Tal ligacdo impede que a cadeia B da ricina e as
moléculas de galactose presentes na superficie da célula se liguem, impedindo
assim que ocorra a entrada da toxina no interior da célula (RASOOLY, HE E
FRIEDMAN, 2012). Desta forma, € possivel pode-se dizer que as moléculas de
galactose interagem com a ricina, de forma a rapta-la e impedir que esta chegue ao
interior da célula, pois a ricina se liga aos sitios de galactose existentes na molécula
de ricina, aocupndo os sitios que a molécula de ricina utilizaria para a ligagcao com a
célula.

A capacidade de impedir a ligacao da ricina com os sutios de ligacédo
presentes na superficie celularndo é a Unica caracteristica possuida pela beta-D-
galactose, a mesma e seus isdmeros segundo a literatura demostraram serem
rapidamente transportadas e metabolizadas, tornando-as muito eficiente no conjunto
de drogas com capacidade de inibir a sintese de ricina (THOMPSON, SCOVIL E
PACE, 1995). Tal caracteristica demostra que a beta-D-galactose pode ter um acgéao
rapida contra a toxina, de forma que a torna util no tratamento, visto que o
tratamento imediato pode salva a vida do paciente.

Observando todas as caracteristicas deste ligante torna-se indiscutivel a sua
viabilidade como um inibidor eficiente, visto que 0 mesmo possui caracteristicas que
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o tornam seguro e eficaz contra a intoxicagdo contra a ricina, além de ser uma
substancia comum e facilmente encontrada na natureza, tornado tal substancia uma

alternativa barata.

6.4 Resultados do docking do ligante lactose e seuisomero e a molécula
RIC_END

Tabela 7:Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Lactose com o receptor
RIC_END.

Nome Energia de Constante de Energia
ligacao(kd/mol) inibicao(uM) intermolecular
(kcal/mol)

Lactose -0,22 689,94 -3,8
(conformacéo 1)

Lactose -0,44 478,11 -4,02
(conformacéo 2)

Lactose -0,83 2484 -4.4

(conformacéo 3)

Fote: Este trabalho.

Os resultados que podem ser vistos na tabela 7 sdo os melhores resultados
obtidos através do docking molecular da molécula de lactose (ligante) e a molécula
alvo RIC_END. Nos resultados apresentados notou-se que a energia de ligacao
deste ligante possui a capacidade de gera uma ligagdo espontanea, entretanto vale-
se nota que esta energia de ligagdo esta bem proxima de zero, desta forma a
ligagdo esponténea nao ocorre com tanta facilidade quanto com outros ligantes
utilizados neste estudo. No caso da constante de inibicado provou-se possuir uma
alta capacidade inibitéria possuindo altos valores neste parametro. Esta molécula
possuir energia intermolecular em favoraveis.

Apesar de possuir uma energia de ligacao proxima de zero, tornando assim a
ocorréncia de ligacao espontanea mais dificil de ocorrer do que outros ligantes deste
estudo, esta molécula tem constantes de inibicdo em valores elevados tornando-a
assim um inibidor em potencial.

As figuras 17, 18 e 19 demonstram a ligacao entre a ligante lactose e a
molécula RIC_END, sendo estas ligacées ocorrendo em diferentes conformacdes.



Figura 17:Conformacao1 da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: esta pesquisa.

Figura 18:Conformacao2 da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte esta pesquisa.
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Figura 19:Conformacao3 da molécula de Lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligagdo entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte: Este trabalho.

Tabela 8: Resultados melhores obtidos através do docking molecular do ligante Alpha-d-lactose com o
receptor RIC_END.

Nome Energia de Constante de Energia
ligacao(kJ/mol) inibicao(uM) intermolecular
(kcal/mol)

a-d-lactose -0,82 249,8 -4.4
(conformacéo 1)

a-d-lactose -0,77 270,61 -4,35
(conformagéo 2)

a-d-lactose -0,38 527,96 -3,96

(conformacéo 3)

Fote: Esta pesquisa

A tabela 8 se refere aos melhores resultados encontrados a parti do docking
molecular do ligante Alpha-d-lactose, o qual € um isémero da lactose, com a
molecular receptora RIC_END. Assim como a lactose este ligante apresenta energia
de ligacdo préxima a zero, o que torna a ocorréncia de ligacdo espontaneas mais
dificeis de acontecerem em comparagdo as outros ligantes utilizados neste estudo,
entretanto tais ligagdes podem ocorre tornando assim viavel o seu uso. No caso da

constante de inibicdo este ligante apresenta valores elevados, o que mostra uma
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alta capacidade de inibicdo deste ligante com a molécula alvo. Os valores da
constante intermolecular sdo consideraveis significativos para este estudo.

As imagens 20, 21 e 22, representam as melhores conformagdes vistas na
tabela acima, sendo cada uma destas configuracoes distintas.

Figura 20: Conformacao1 da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho:
Molécula RIC_END. Amarelo: sitios de ligacdao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte esta pesquisa.
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Figura 21:Conformacao2 da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte esta pesquisa.

Figura 22:Conformacao3 da molécula de Alpha-d-lactose ligada a molécula RIC_END. Vermelho: Molécula
RIC_END. Amarelo: sitios de ligacao entre RIC_END e o ligante. Azul: ligante.

Fonte esta pesquisa.
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Por causa da periculosidade que a ricina possuir a busca por inibidores gera
um grande interesse, 0 qual possibilitou a identificacdo de diferentes substancias
que possuem a capacidade de inibi a acdo da ricina, sendo algumas delas
encontradas no leite, como o caso da galactose e a lactose. O fato destas moléculas
se destacarem tanto na inibicao da ricina é devido as mesmas possuem capacidade
de se liga aos sitios de ligacao da ricina presentes na cadeia B, os quais sao
reesposaveis por liga a ricina a célula, possibilitando sua internalizagdo por meio de
endocitose (RASOOLY, HE E FRIEDMAN, 2012). Mas neste trecho destacaremos
mais a lactose e seu isdmero, pois ja foi discutido anteriormente sobre a beta-D-
galactose, a qual é um isbmero da galactose, de modo que nao existe a
necessidade de tal discusséo.

Visto que uma quantidade reduzida de moléculas que possuem capacidade
de inibi a ricina de forma efetiva foram descobertas (DONGet all, 2015), a utilizacdo
de uma molécula que esta integrada a um género alimenticio torna o seu estudo
mais facil, de modo que ja existe conhecimento sobre as propriedades da mesma,
de modo que a molécula de lactose nao necessitaria determinagéao de sua toxicidade,
pois a mesma nao é toxica para o organismo. Além disto, a mesma pode ser
encontrada na natureza com relativa facilidade, barateando o processo de adquirirdo
da molécula.

Os resultados obtidos através do docking molécula da reacéo entre a ricina e
a molécula de lactose podem se explicados pelo fato da lactose ao reagir com a
ricina ocupa os sitios de ligacdo especificos da ricina, os quais sdo responsaveis
pela ligacdo da cadeia B da ricina com a superficie celular, impedindo assim a
entrada da ricina na célula (MOYA et all, 1885). Os sitios de ligacao usados pela
lactose sdo os mesmos utilizados pela galactose, visto que a molécula de galactose
é um dos componentes da molécula de lactose.

Além disto, os resultados obtidos por Leonard, Grothaus e Taetle (1988),
mostraram que semelhantes resultados foram obtidos quando ocorreu a substituicao
da galactose por lactose. Estas similaridades devem ser devido ao fato de tanto a
molécula de lactose quanto a de galactose inibem a ricina de forma semelhante,
entretanto os ressudados obtidos pelo docking da lactose e seu isémero se diferem
com os resultados do beta-D-galactose, o qual é um isbmero da galactose, os
resultados apresentaram uma diferenca significativa, de forma que foi possivel nota
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qgue a capacidade de inibicao da lactose e seu isbmero sao maiores, mas a beta-D-
galactose apresentou uma maior facilidade de ligasse espontaneamente a molécula
de ricina.

A lactose no trabalho deLumor et all( 2013) se mostrou mais eficiente em inibi
pequena quantidades da ricina, de forma que esta em concentracdes de 1 pg / ml ou
superiores ndao demostraram resultados significativos enquanto na presenca do
inibidor. Esta caracteristica pode ser explicada pelo fato das moléculas de lactose
possuir energia de ligacdo proxima a zero, de modo que as moléculas de ricina e
lactose ndao conseguem realizar uma ligacdo espontdnea com muita facilidade, de
modo que uma concentragdo menor de moléculas de ricina em relagdo a uma
quantidade maior de moléculas de lactose porde torna mais facil a realizagcado de
ligagcdes.

A lactose e seu isdmero possui étima capacidade de inibicdo contra os efeitos
da ricina, ndo sao substancias toxicas e ndo causam efeitos indesejados, tornando-
os inibidores em potencial contra a intoxicagdo por ricina. Entretanto ambos
demonstraram uma energia de ligacao proxima a zero, tornando a ligacéao
espontanea mais dificil de ocorrer, de forma é necessaria uma quantidade
proporcionalmente maior da molécula para que ocorra a inibicdo, podendo ser
inconveniente. Diante de tais fatos pode-se determina que a lactose e seu isbmero
podem ser usados como inibidores, mas tais moléculas ndo podem ser

considerados os melhores inibidores, visto os problemas que estes apresentam.
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7 CONCLUSAO

o Neste estudo encontrou-se evidéncias do potencial destes ligantes
como inibidores da molécula de ricina, de modo que foi mostrado os
resultados esperados, nos quais os ligantes demonstraram sua eficiéncia em
inibir a ricina.

o Pode-se perceber que a molécula de baicalin, baicalin3, baicalin 4 e
baicalin-7-gluturode, apresentaram resultados significativos, de forma que
estes ligantes possuem facilidade de gera ligacdo espontdnea e uma
capacidade de inibicao elevada. Desta forma tais ligantes apresentaram um
grande potencial como inibidor da ricina, o maior encontrado neste estudo,
tornando-os excelentes na tarefa de inibicao da intoxicacao pela molécula de
ricina.

o O ligante B-D-galactose apresentou resultados nao tao expressivos em
comparagdo com os demais ligantes utilizados nesta pesquisa, entretanto
ainda pode ser considerado viavel. Visto que este ligante pode gera ligacdes
espontaneas, possuir algum grau de capacidade para inibi a molécula de
ricina, além de facilmente encontrado na natureza e uma facil metabolizacao
no organismo, tornando-o um inibidor de ag&o rapida.

o A lactose e a a-d-lactose provaram ter um alto potencial de inibi¢ao,
entretanto pode-se nota a existéncia de energia de ligacdo proxima a zero, o
que torna a ocorréncia de ligagbes espontadneas mais dificeis de ocorre, ou
seja, o ligante e a molécula alvo apresenta pouca capacidade de se tornarem
termodinamicamente estaveis quando ligados. Entretanto este fato nao
inviabiliza o uso da lactose e seu isébmero como inibidor, pois em outros
estudos demonstraram que a lactose conseguir inibirao ser aplicado em
quantidades proporcionalmente maior em comparagcao com a quantidade de
ricina, de modo que quantidade de lactose necesséria para a inibicao efetiva
de uma dosagem de ricina letal precisaria ser muito elevada para que exista
efeito significativo.

o A molécula de lactose e seu isbmero podem ser usados como

inibidores, entretanto ndo podem ser considerados os melhores inibidores
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deste estudo, de modo que qualquer outro inibidor visto neste estudo seria
considerado mais efetivo do que a lactose.
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