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RESUMO

A ricina é uma proteina altamente toxica provinda da planta Ricinus communis, mais conhecida
como mamona. Essa toxina possui a capacidade de inativar os ribossomas, resultando na inibicédo
da sintese proteica e como consequéncia a morte celular por apoptose. Essa caracteristica torna
a ricina uma arma biolégica em potencial, visto que a maioria dos casos de intoxicagdo deve-se a
ingestao por via oral acidental por criangas pequenas e animais, bem como a tentativa de suicidio,
no caso de adultos, tornando a intoxicacao por ricina um problema de saude para a populacdo em
geral. O foco deste trabalho é avaliar a molécula de baicalina e seus isdbmeros como possiveis
compostos no combate da agdo da ricina e no tratamento pos-exposi¢ao, utilizando o método de
biologia computacional, docking molecular. A analise demonstrou que os isbmeros de baicalina
apresentaram alta capacidade de inibir a molécula de ricina bem como uma facilidade de realizar
uma ligacdo espontdnea com a mesma, corroborando com a eficacia sugerida na literatura.
Contudo, a molécula de baicalina possui algumas caracteristicas que devem ser melhoradas por
meio de modificagcbes em sua estrutura para que sua biodisponibilidade seja adequada. Ademais,
este estudo surge como um guia a outros que utilizem docking como uma ferramenta na
prospeccdo de compostos com possivel atividade inibitoéria contra diferentes tipos de alvos
moleculares.

Palavras-chave: Docking molecular, toxina, intoxicagdo, baicalina, ricina.

ISOMMERS OF BAICALIN AS AN POTENTIAL ANTIDOTE TO INTOXICATION BY
RICIN

ABSTRACT

Ricin is a protein highly toxic provenied from the plant Ricinus communis, most recognized as
mamona. This toxin has the capacity to inactivate the ribosomes, resulting in inhibition of protein
sintesis, and as a consequence, cell death by apoptosis. This characteristic makes ricin a potential
biological weapon, since on the most of cases of intoxication by ricin are due to accidental oral
ingestion by small children, and animals, as well as the suicide attempt in the case of adults,
making the intoxication by ricin a health problem for the general population. The objective of this
work is to evaluate the baicalin molecule and its isomers as propably compounds on the combat of
ricin action and in post-exposure the treatment, utilizing the methode of computational biology,
molecular docking. The analisys demonstrated that isomers of baicalin apresented high capacity to
inibiting the molecule of ricin as well a facility to make a spontaneous binding with it, corroboring
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with the sugered eficacy on the literature. However, the baicalin molecule has some characteristics
that must be improved through modifications in its structure so that its bioavailability is adequate.
Furthermore, this study appears as a guide to others who use docking as a tool in the search for
compounds with possible inhibitory activity against different types of molecular targets.

Keywords: Molecular docking, toxin, intoxication, baicalin, ricin.

INTRODUCAO

A ricina faz parte do grupo de proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do tipo 2, a ricina
€ composta por duas cadeias, cadeia A e cadeia B unidas por uma ligacdo disulfeto, sendo a
cadeia A uma toxina com a capacidade de inibir a sintese de proteinas e a cadeia B uma
subunidade com funcdo de facilitar a entrada do complexo enzimatico no interior da célula, de

forma a unir-se a glicoproteinas e glicolipideo contendo galactosideos @2 (® (Figura 1).

Figura 1 - Visao tridimensional da molécula de ricina e suas respectivas cadeias, A (vermelho) e B
(Ciano), responsaveis respectivamente pela acdo toxica e por sua entrada na célula.

Fonte: Imagem gerada no software Discovery Studio (PDB-ID: 2AAl) 2D,

A mamona (Ricinus communis L.) da familia Euphorbiaceae é a planta responsavel pela
producéo da ricina. Esta espécie vegetal se originou na Africa mas atualmente é distribuida em
diversos locais pelo mundo para fins industriais e ornamentais, tendo como maiores produtores de
mamona a India, China e Brasil. Embora a ricina constitua uma das principais proteinas

encontradas nas sementes da mamona, representa apenas 1 a 5% de seu contetdo @9,
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A toxicidade da ricina varia de acordo com a via de exposicdo. A dose letal (DL50) oral
média em camundongos é de 30 mg/kg, aproximadamente 1000 vezes maior do que a a dose
reportada para intoxicar por via parenteral ou inalatéria. Essa menor toxicidade da ricina por via
oral pode ser explicada devido a uma menor absorgéo por essa via ©,

Entre as substancias quimicas relacionadas na Conveng¢do para a Proibicdo de Armas
Quimicas (CWC), a ricina se destaca devido a sua alta toxidez, grande disponibilidade e facilidade
de extracdo 9, requerindo para sua obtencéo e purificacdo apenas o conhecimento basico de
técnicas laboratoriais °.

Esta toxina é classificada como um agente de prioridade da Categoria B pelo Centro para
Controle e Prevencdo de Doencas dos EUA (CDC), sendo um dos agentes bioldégicos com uma
das maiores toxicidades conhecidas. Essa toxina pode entrar em contato com o individuo por
diferentes rotas de intoxicag&o, incluindo injegcéo, ingestdo (alimentos e 4gua contaminados) e
inalagdo (exposicdo a aerossois), sendo que todas elas representam uma grande ameaga do
ponto de vista do bioterrorismo 9,

Diante destas informacOes deve-se salientar a periculosidade que representa tal toxina.
Entretanto, a maioria dos casos de intoxicagdo por esta sdo casos de ingestdo acidental quando
se trata de criangas e animais domeésticos, e em casos de ingestdo intencional por adultos
geralmente é feita por motivos de suicidio ou em alguns raros casos de tentativa de assassinato.
Nestes casos, quando percebida a intoxicagdo € necessario tratamento imediato, para preservar a
vida do paciente e evitar complicacdes ™.

O ideal em termos de eficacia de tratamento para casos de intoxicacdo humana € que se
tenha uma substancia que consiga inativar a ricina e sirva de antidoto, porém no presente
momento existem apenas terapias de suporte aos sintomas causados pela intoxicacdo por ricina e
ainda nenhum antidoto especifico para a mesma, demandando uma necessidade de estudos
acerca do mecanismo de acao toxica da ricina afim de propor moléculas que funcionem inibindo
este mecanismo ®.

A ricina entra na célula por meio da sua cadeia B que reconhece tipos complexos de
receptores de carboidratos presentes na superficie das células eucaribticas. Esses receptores
podem conter uma por¢édo N-acetilgalactosamina terminal ou residuos de galactose (-1,4 ligados
entre si. Os residuos de galactosil sdo abundantes na superficie da maioria dos tipos de células,
eucatidticas, sendo elas portanto sensiveis a ricina. Esta toxina também pode se ligar a receptores
de glicanos do tipo manose em células que os apresentam, principalmente os macréfagos @®.

Apés a ligacdo da ricina na célula, esta € transportada para dentro da célula por meio de

endocitose, tendo sido demonstrado que a ricina € capaz de empregar diferentes mecanismos
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endociticos para antingir o interior celular. Uma vez no interior da célula, a ricina é internalizada
pelos endossomos, uma parte das moléculas da ricina é reciclada e retorna para fora da
membrana, outra parte é transportada por endossomos tardios para sofrer degradagcdo pelos
lisossomos,. e uma pequena parte da ricina absorvida é transportada para o complexo de Golgi
(25).

Do complexo de Golgi, a ricina é transportada para o reticulo endoplasmatico e por ultimo é
transportada para o citosol, sendo que todo esse processo ocorre de forma lenta, mas apenas um
ndamero pequeno de moléculas € suficiente para causar morte celular. Ap6és o contato com o0s
ribossomos a cadeia A da ricina promove a remocdo de uma adenina especifica (despurinacao)
da porcgéo 28S do &cido ribonucleico ribossomal que esta na subunidade 60S, impedindo a ligacdo
do fator de alongamento 2 e por consequéncia impedindo a sintese proteica e consequentemente
levando ao processo de apoptose das células @2 @2, A figura a seguir demonstra um esquema de

como ocorre 0 processo de entrada e a agado toxica da ricina na célula.
Figura 2 - Representacdo esquemética da entrada da ricina (RIP tipo Il) em uma célula.
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Fonte: DE SOUZA, 2017 ®),
QUADRO CLINICO DA INTOXICACAO

A clinica e os efeitos fisiopatolégicos da intoxicacdo por ricina dependem da dose, do tempo
e da via de exposicdo. As principais rotas de exposicdo sdo a ingestdo, a inalacdo e o contato
com os olhos, mas pode também ser injetada. A via inalatoria tem o maior potencial de ameaca as
populacdes urbanas, além da disseminacdo por aerossois que pode ser utilizada para
contaminacéo de 4gua e alimentos @9

A ricina atua no organismo causando aglutinacdo de hemacias, seguida por uma hemolise
intensa. Os principais sintomas do envenenamento causado por esta toxina ingerida por via oral
sdo vomitos, diarréias e dores abdominais, havendo perda massiva de fluidos e eletrélitos
gastrointestinais muitas vezes complicada por hematémese ou melena, podendo causar choque
volémico e faléncia de mltiplos érgéos, principalmente o baco, o figado e o rim 8 (1819,

O Unico registro de exposi¢cdo humana a ricina por inalacdo envolve trabalhadores expostos
ao p6é da mamona no processamento do 6leo de mamona em plantas. Esses pacientes
desenvolveram congestdo nasal e na garganta, irritagdo na conjuntiva, urticaria, aperto no peito e
broncoespasmos ®. Estudos experimentais realizados em macacos mostrou que a inalacdo de
ricina causa inicio lento de dificuldade respiratéria, tosse, febre, ha ocorréncia de lesdes
pulmonares e edema, a morte ocorre como resultado de uma insuficiéncia respiratoria devido a

um intenso actmulo de fluido alveolar @9,
DIAGNOSTICO DA INTOXICACAO POR RICINA

Em condi¢cbes de emergéncia decorrentes de envenenamento por ricina, o diagnéstico
precoce e a triagem para orientacdo terapéutica sdo necessarios para diminuir os danos a saude
das vitimas. Consequentemente, € crucial detectar a exposi¢ao a toxina ricina nas vitimas assim
gue possivel e antes do aparecimento dos primeiros sintomas * (),

O diagndstico clinico do envenenamento por ricina é dificil por ela apresentar sintomas
inespecificos e parecidos com os de outras doencas ©. Em geral os profissionais médicos
analisam parametros clinicos e informacdes epidemiol6gicas como histérico de ingestao de
sementes de mamona ou ocorréncia de multiplos casos semelhantes ocorrendo em curto periodo
de tempo @.

No que diz respeito ao diagnéstico laboratorial, 0os imunoensaios, que geralmente

dependem do reconhecimento da toxina por anticorpos sdo a abordagem mais comumumente
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utilizada atualmente para a detec¢ao da ricina, tendo uma variedade grande de métodos como o
enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA), imunoprecipitacdo, ensaios de
eletroluminescéncia, citometria de fluxo baseada em fluorescéncia, imuno reacdo de polimerase
em cadeia (IPCR) considerado padrdo ouro para deteccéo da ricina com um limite de deteccéo
de 10 fg/mL (9.

TRATAMENTO DA INTOXICACAO POR RICINA

Como foi dito, o tratamento para intoxica¢do 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 para impedir a absor¢cdo da toxina pelo sistema
gastrointestinal @9, Por meio da lavagem gastrica é possivel a remocdo de uma quantidade
significativa de ricina, porém para que haja maior efetividade neste método se faz importante que
seja feito pelo menos 1 hora apds a ingestdo da toxina @, Também pode ser feita a indugcdo ao
vomito em casos que o paciente esteja consciente, utilizacdo de sucralfato, dieta suave, intensa
fluidoterapia intravenosa e terapia eletrolitica, a depender da ocorréncia.

Em relacdo a uma exposicdo prolongada em que a ricina ja tenha sido absorvida e
distribuida pelo corpo, o ideal seria a existéncia de um antidoto, neste sentido ha uma busca
constante por inibidores desta enzima. Uma desvantagem que pode ser encontrada na maioria
dos estudos é que os compostos analisados sdo compostos sintéticos com a capacidade de inibir
a toxicidade da ricina, entretanto podem n&o ser seguros para o uso @9,

Um composto natural que provou ter uma boa capacidade de inibir a acdo da ricina assim
como outros efeitos terapéuticos como atividade antitumoral, antimicrobiana e atividade
antioxidante ¥ foi a baicalina, uma flavona derivada principalmente das raizes da Scutellaria
baicalensis ¥, que interage com a cadeia A da molécula de ricina por redes de pontes de
hidrogénio e interacdes de forga eletrostatica, proporcionando uma inibicdo da acdo téxica da
ricina, fazendo com que a cadeia A passe por um processo de formacdo de oligbmeros, sendo
uma forma de inibicdo da ricina diferente dos demais inibidores relatados *b.

Estudos recentes in vivo feitos em camundongos revelaram que a baicalina em uma dose de
100mg/kg foi capaz de evitar a morte de 50% deles em que havia sido injetada por via peritoneal
uma dose de 500 ng de ricina, duas vezes maior do que o valor da DL50 pela via peritoneal que
seria para os camundongos que seria de 250 ng @Y. Esses resultados confirmaram que a
baicalina poderia fornecer uma protecéo terapéutica eficaz contra letalidade causada pela ricina e

merece ser mais estudada.
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METODOLOGIA

A técnica de docking molecular foi escolhida para este trabalho. O docking molecular é um
método in silico, baseado na estrutura 3D de determinada molécula, trata-se da representagéo
computacional de um reconhecimento molecular, que ocorre entre o ligante e a molécula de
interesse; tal representacdo simula as varias maneiras de encaixe possiveis entre a proteina e o
ligante, permitindo explorar o espaco conformacional, representar as interacbes entre ligante e
proteina e a estimativa da possibilidade de afinidade de ligagédo 7.

Os métodos de docking molecular se dividem em duas classes distintas: o proteina-ligante e
proteina-proteina. 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; ja a segunda etapa tem como funcdo pontuar e ranquear as possiveis
posicBes espaciais para um determinado composto. Neste estudo, foi utilizado o docking do tipo

proteina-ligante @7,
MINIMIZACAO DE ENERGIA

Para otimizacdo da geometria molecular e das condi¢des termodinamicas foi necessario que
a estrutura da molécula de ricina passasse por uma minimizacdo de energia. Visto que a
guantidade de residuos em regides favoraveis foi considerada insuficiente para a obtengédo dos
resultados desejados.

A minimizacdo de energia é uma técnica que usa de algoritmos e outros métodos
computacionais para melhorar a qualidade do modelo. Os algoritmos e métodos computacionais
buscam conformacdes que possuem uma menor perturbacdo entropica entre as possiveis, desta
forma aumentando o numero de residuos em regiGes favoraveis ?%. Para a realizacdo da
minimizacdo de energia do modelo proposto foi utilizado o servidor Yasara 9. Apés a
minimizacdo o modelo final passou pelo processo de validacao.

A minimizacdo de energia foi avaliada por meio do grafico de Ramachandran gerado no
software procheck. Os graficos de Ramachandran descrevem a distribuicdo bidimensional do
esqueleto da proteina por meio de angulos de torcéo fi (¢) e psi (@) nos aminoacidos, permitindo
avaliar a qualidade da estrutura terciaria de macromoléculas em que um modelo predito de
excelente qualidade possui mais de 90% dos residuos de aminoacidos localizados nas regides

mais favoraveis (A, B e L) do grafico 3.
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Figura 2 - Grafico de Ramachandran referente a molécula 2AAl: 86,5% dos residuos nas regifes
mais favoraveis (Vermelho), 10,4% dos residuos em regides adicionais mais permitidas (Amarelo),
1,7% dos residuos em regides permitidas (Bege) e 1,3% em regides nao permitidas (Branco).

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Fonte: Gerado pelo software procheck.

DOCKING MOLECULAR

O receptor (macromolécula) utilizado para as simulacdes de docking foi o modelo
tridimensional refinado da ricina (2AAl) (Figura 1), o qual foi nomeado de RIC_END. O arquivo foi
convertido de .pdb para .pdbqgt e foram adicionados e assinalados parametros de carga Kollman,
assim como hidrogénios a estrutura.

Para a realizagdo do experimento de docking foram selecionados diferentes isbmeros de
baicalina, molécula que apresentou capacidade inibidora descrita na literatura. Além disso, foi
realizada uma andlise do ligante por meio do software swiss ADME para verificar se a molécula
era viavel tendo como referéncia a sua biodisponibilidade por via oral e sua toxicidade. Foi
utilizado o programa Osiris property explorer para auxiliar na predigdo da toxicidade e o software
molinspiration para fazer a predi¢cdo de bioatividade da molécula.

As coordenadas atdmicas destes ligantes foram adquiridas por meio de arquivos .mol2
disponiveis na base de dados Zinc database. Os ligantes foram assinalados com paréametros de

carga Gasteiger, de forma que os seus arquivos foram convertidos para .pdbqt, para possibilitar
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seu uso no programa Autodockl.5.6.

Os experimentos de simulagdo 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 cubica e todas as possiveis ligacdes que podem
ocorrer séo feitas pela simulacdo 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 geracdes.

O docking gerou 10 conformacdes ranqueadas por energias distintas para cada molécula
utilizada. As conformag6es obtidas foram organizadas, coletadas e analisadas através do uso dos
recursos disponibilizados pela opcéo Autodock tools. Foram selecionadas dentre as conformacdes
as que demostraram energia livre de ligacdo e energia intermolecular final negativas, além de
possuirem um alto potencial de inibicdo demonstrado pela constante de inibicdo estimada (CIE),
sendo que quanto menor o valor para a CIE, menos moléculas do ligante sdo necessarias para
inibir o composto em questao. A tabela 1 a seguir traz as estruturas 2D dos isébmeros da baicalina

utilizados para o estudo em questéo.

Tabela 1 - Compostos para simulagéo de docking.

Nome Estrutura 2D Formula Acesso Base de dados

Baicalina (1) C21H18011 3943903 ZINC

Baicalina (2) C21H18011 4349040 ZINC
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Baicalina (3) C21H18011 59736941 ZINC

Baicalina (4) C21H18011 12153569 ZINC

Fonte: Banco de dados ZINC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que diz respeito a biodisponibilidade por via oral do ligante, cinco critérios foram
avaliados, sendo que para uma molécula apresentar boa disponibilidade oral, ela deve atender a
pelo menos trés dos seguintes critérios: Area de superficie polar total (ASPT) < 140 A2; consenso
de LopP < 5; peso molecular < 500 daltons; niumero de aceptores de liga¢des de hidrogénio <10 e
um numero de doadores de ligagbes de hidrogénio < 5. (). A tabela a seguir traz os dados
referentes a cada um destes parametros para a molécula de baicalina que conseguiu cumprir dois

dos parametros em guestao.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos referentes a biodisponibilidade da baicalina.

Parémetros Valores para a baicalina Valores de referéncia
ASPT 187.12 A2 <140 A2
Consenso de LogP 0,25 <5
Peso molecular 446.36 Da <500 Da
N° de aceptores de 11 <10

ligag&do de hidrogénio
N° de doadores de 6 <5

ligac&o de hidrogénio

Fonte: Dados obtidos no software Swiss ADME.

Para avaliar a biodisponibilidade oral da molécula de ricina ainda foram utilizados outros

critérios representados na figura a seguir pelo radar de biodisponibilidade que que fornece um
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gréfico que traca o perfil de drug likeness para a substancia analisada com cada um dos vértices
representando um parametro que define um bom medicamento biodisponivel ©®.

Figura 3 - Radar de biodisponibilidade, onde dentro da &rea colorida se encontra o espaco fisico-
guimico adequado para a biodisponibilidade oral. Onde estdo indicados lipolificidade, tamanho,
polaridade, insolubilidade, insaturacéo e flexibilidade.

no Y Ho

Fonte: Gerado pelo software Swiss ADME.

O modelo boiled egg, utilizado para avaliar a probabilidade de absorcéo pelo trato gastro-
intestinal representada pela regido branca e a probabilidade de uma molécula transpassar a
barreira hematoencefélica representada pela regido amarela (gema) demonstrou que a baicalina é
pouco absorvida pelo trato gastro intestinal. Em contra partida, o fato de que a baicalina ndo
consiga ultrapassar a barreira hematoencefalica faz com que a molécula seja mais segura para

administracdo, sem o risco de causar efeitos neurolégicos indesejados ©.

Figura 4 - Representacdo do grafico BOILED-Egg. A molécula esta indicada por um ponto azul,

mostrando que a mesma é suscetivel a sofrer agdo da glicoproteina p.
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Fonte: Gerado pelo software Swiss ADME.

A analise de biodisponibilidade da baicalina revelou que a mesma possui algumas
dificuldades em relacdo a sua absorcdo, o que pode ser contornado através de estudos de
guimica medicinal, buscando elucidar os grupos farmacéforos, responsaveis pela acdo da
molécula e propor modificacdes em sua estrutura visando a melhoria de suas caracteristicas.

Com relacdo a possiveis interferéncias na metabolizacdo de outras substancias, a molécula
de baicalina apresentou bons resultados, ndo tendo nenhum tipo de interacdo para todas as
enzimas testadas (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4) pertencentes ao complexo
de enzimas do citocromo p450, de modo a ndo causar acumulo de outras substancias no
organismo e por consequencia evitando a toxicidade .

Também foram verificados dois indicadores importantes no ambito da quimica medicinal que
auxiliam na andlise de fragmentos da molécula que possam ser nocivos a saude, o alerta de Pan-
assay interference compounds (PAIN) que indica fragmentos comuns em moléculas que
costumam se comportar como compostos promiscuos, se ligando de forma inespecifica a diversos
alvos biolégicos e o alerta estrutural de Brenk que retorna fragmentos supostamente tdxicos,
guimicamente reativos, metabolicamente instaveis ou que tenham propriedades responsaveis por
uma farmacocinética pobre ©).

A baicalina apresentou um alerta para o grupo catecol presente em sua estrutura, porém
este grupo pode ser facilmente modificado, devido a simplicidade da estrutura da baicalina,
podendo substituir a hidroxila do grupo catecol ou promover outros tipos de modificacdes na
molécula.

A analise da toxicidade feita no software Osiris explorer revelou que a baicalina nao

apresenta riscos de mutagenicidade, caracteristicas tumorgénicas, irritantes ou efeitos adversos.

Figura 5 - Avaliacao de toxicidade vista no programa OSIRIS Property Explorer.
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Fonte: Dados obtidos no sotware Osiris property explorer.
A predicdo de atividade bioldgica realizada no molinspiration mostrou que a baicalina tem
potencial para atuar como um inibidor enzimético devido ao seu score positivo para este tipo de
atividade biolégica.

Tabela 3 - Pontuacéo de bioatividade do Molinspiration para a baicalina.

Atividade biolégica Score
Ligante de Receptores 0,07
acoplados a proteina G

Modulador de canal ibnico -0,10
Inibidor de quinase -0,00
Ligante de receptor nuclear 0,30
Inibidor de protease -0,05
Inibidor enziméatico 0,42

Fonte: Dados obtidos no Software Molinspiration.

Com o refinamento da molécula de ricina, a realizacdo do docking molecular apresentou
resultados satisfatérios, mostrando a eficiéncia da baicalina como um possivel inibidor citado na
literatura. Os resultados de docking molecular para o ligante baicalina (1) podem ser vistos na
tabela 4.

Tabela 4 - Resultados do docking entre a baicalina (1) e a ricina, mostrando dentre as 10
conformag@es obtidas as 3 com melhores resultados para os parametros analisados (Energia livre
de ligacdo, constante de inibicdo estimada e energia intermolecular final).
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Nome Energia livre de Constante deinibicdo Energiaintermolecular
ligac&o(kJ/mol) estimada(pM) final (kcal/mol)
Baicalina (1) -5,3 129,24 -7,99
(conformacéo 1)
Baicalina (1) -4,73 342,55 -7,41
(conformacao 2)
Baicalina (1) -4.65 388,64 -7,34

(conformacéo 3)

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode-se notar a facilidade que o composto possui em formar ligagbes com a molécula
receptora, visto que a energia de ligagao foi “negativa”, ou seja, o ligante tem alta afinidade com a
molécula alvo. Além disso, os valores estimados para as constantes de inibicdo se apresentaram
baixos, na ordem de micromolares, denotando que seria necessario uma pequena quantidade da
molécula para inibir a ricina. A energia intermolecular final também se mostrou negativa, o que
indica que a ligacdo entre a ricina e o composto baicalina (1) & estavel, sendo dificil de ser
rompida, ndo se desliguem por variacdes que podem acontecer no decorrer do tempo. A figura 2
mostra a ligacdo entre a molécula alvo e o ligante, apresentando o complexo Ricina-Baicalina.

Figura 6 - Baicalina (1) ligada a ricina. Vermelho: ricina. Amarelo: residuos do sitio ativo. Azul:
ligante.

Fonte: Dados da pesquisa.
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A tabela 3 a seguir traz os 3 melhores resultados de docking obtidos entre o isdmero

baicalina (2) e a ricina. Assim como o isbmero mostrado anteriormente a baicalina (2) também

apresentou bons valores para os parametros analisados.

Tabela 5 - Resultados do docking entre a baicalina (2) e a ricina, mostrando dentre as 10
conformag@es obtidas as 3 com melhores resultados para os parametros analisados (Energia livre
de ligacdo, constante de inibicdo estimada e energia intermolecular final).

Nome Energia livre de Constante deinibicdo Energiaintermolecular
ligacdo(kJ/mol) estimada(uM) final (kcal/mol)
Baicalina (2) -3,26 4,08 -5,94
(conformacéo 1)
Baicalina (2) -4,86 273,18 -7,55
(conformacéo 2)
Baicalina (2) -4,43 564,41 -7,12

(conformacéo 3)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 7 - Baicalina (2) ligada a ricina. Vermelho: ricina. Amarelo:
ligante. Azul: ligante.

sitios de ligagcéo entre ricina e 0

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 6 - Resultados do docking entre a baicalina (3) e a ricina, mostrando dentre as 10
conformac0@es obtidas as 3 com melhores resultados para os parametros analisados (Energia livre
de ligacdo, constante de inibicdo estimada e energia intermolecular final).

Nome Energia livre de Constante de inibicdo Energiaintermolecular
ligagdo(kJ/mol) estimada(pM) final (kcal/mol)
Baicalina (3) -4,34 654,49 -7,03
(conformacéo 1)
Baicalina (3) -5,47 97,94 -8,7
(conformacéao 2)
Baicalina (3) -4,19 846,0 -6,88

(conformacéo 3)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 8 - Baicalina (3) ligada a ricina. Vermelho: ricina. Amarelo: sitios de ligag&o entre ricina e o
ligante. Azul: ligante.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7 - Resultados do docking entre a baicalina (4) e a ricina, mostrando dentre as 10
conformacg0Oes obtidas as 3 com melhores resultados para os parametros analisados (Energia livre
de ligacéo, constante de inibicdo estimada e energia intermolecular final).

Nome Energialivre de Constante deinibicdo Energiaintermolecular
ligacao(kJ/mol) estimada(pM) final (kcal/mol)
Baicalina (4) -4,95 237,37 -7,63
(conformacéo 1)
Baicalina (4) -4.7 360,75 -7,38

(conformacéo 2)
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Baicalina (4) -4,93 244,47 -7,61
(conformacao 3)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 9 - Baicalina (4) ligada a ricina. Vermelho: ricina. Amarelo: sitios de ligagdo entre ricina e o
ligante. Azul: ligante.

Fonte: Dados da pesquisa.

Em geral todos os isébmeros de baicalina tiveram bons resultados para o docking, com
destaque para a baicalina (2) que teve a menor constante de inibicdo estimada. Na literatura a
baicalina apresentou a capacidade de inibir a ricina por um mecanismo complex em que se
posiciona em interfaces altamente carregadas positivamente, de forma a ligar duas cadeias A da
ricina relacionando-as por um eixo helicoidal cristalogréafico, diminuindo assim o numero de sitios
ativos presentes na toxina drasticamente, transformando-os em oligbmeros menos ativos @Y,
Estes bons resultados associados a baixa toxicidade da baicalina a tornam uma molécula viavel
como composto protétipo para mais estudos e modificacdes em sua estrutura a fim de aprimorar
suas interacdes e eficacia 8.

Entretanto, a eficiéncia demostrada no docking molecular pode ser alterada no experimental,
visto que a baicalina possui uma baixa solubilidade em agua e uma baixa biodisponibilidade via
oral, caracteristicas que devem ser melhoradas na molécula @. Desta forma a via de
administracdo pode alterar a eficiéncia da baicalina na inibicdo da ricina, de modo que em
experimentos praticos podem ocorrer resultados que podem diferir dos esperados.

Os dados obtidos neste estudo podem ser Uteis para estudos futuros in silico, tais como

estudos de dinamica molecular, simulacées quanticas, design racional de farmacos, além de
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corroborar com os dados de experimentos in vivo e in vitro existentes na literatura que afirmam
gue o uso de baicalina reduz a percentagem de lise celular e também aumenta a viabilidade das
células afetadas pos-exposicdo a ricina V. Além disso, a metodologia aqui utilizada pode ser um
pipeline para busca de outras substancias que inibam a ricina ou até mesmo para estudos de
outras toxinas

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo encontrou-se evidéncias in silico do potencial dos isbmeros da baicalina como
inibidores da molécula de ricina. Foram obtidos resultados esperados, em consonancia com 0s
apresentados na literatura, nos quais os ligantes demonstraram sua eficiéncia em inibir a ricina
com resultados significativos no que diz respeito a energia livre de ligacao na faixa de — 3,26 a -
5,47 kcal/mol e a energia intermolecular final na faixa de -5,94 a -8,7, além de valores baixos para
a CIE indicando que tanto a baicalina é capaz de formar uma ligacdo estavel para exercer seu
efeito como é necessario uma pequena quantidade para atingir tal efeito, podendo ser utilizada
para a composi¢cdo de antidotos desde que sejam resolvidos os problemas relacionados a sua
biodisponibilidade.
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