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RESUMO

r

A coriza infecciosa ¢ uma enfermidade respiratoria causada pela bactéria Avibacterium
paragallinarum, responsavel por importantes prejuizos sanitarios € econdmicos na avicultura.
O uso frequente de antibidticos no controle dessa doenga tem contribuido para o surgimento
de cepas bacterianas resistentes, tornando necessdria a busca por novas alternativas
terapéuticas. Neste estudo, foram avaliadas, por meio de ferramentas computacionais, as
interagdes entre fitoconstituintes presentes na casca de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan e a proteina LpxR, uma deacilase associada a viruléncia de bactérias Gram-negativas.
Foram selecionados quatorze compostos bioativos descritos na literatura, cujas estruturas
tridimensionais foram obtidas no banco PubChem. A proteina-alvo LpxR foi obtida no Protein
Data Bank (PDB) e submetida a andlises de docking molecular utilizando o software
AutoDock Vina. As interagdes proteina-ligante foram avaliadas por meio dos softwares
PyMOL e LigPlot+, considerando afinidade de ligag¢do, valores de RMSD e intera¢cdes com os
residuos cataliticos Asn9, Asp10, Thr34 e His122. Os resultados demonstraram que naringina,
vitexina, &cido clorogénico, acido gélico, rutina e hesperidina apresentaram interagdes diretas
com a regido catalitica da proteina, destacando-se como os compostos mais promissores. A
naringina apresentou o melhor conjunto de caracteristicas, combinando elevada afinidade
molecular, interacdo com todos os residuos cataliticos e estabilidade conformacional. Os
resultados obtidos indicaram que os fitoconstituintes da casca de A. colubrina possuem
potencial para atuar como inibidores da proteina LpxR, fornecendo subsidios para futuras
investigagdes experimentais voltadas ao controle da coriza infecciosa avidria.

Palavras-chave: Ancoragem molecular; Compostos bioativos; Estudos computacionais;
Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Infectious coryza is a respiratory disease caused by Avibacterium paragallinarum, resulting in
significant sanitary and economic losses in poultry production. The frequent use of antibiotics
to control this disease has contributed to the emergence of resistant bacterial strains,
highlighting the need for alternative therapeutic approaches. In this study, the interactions
between phytoconstituents from the bark of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan and the
LpxR protein, a deacylase associated with the virulence of Gram-negative bacteria, were
evaluated using computational tools. Fourteen bioactive compounds reported in the literature
were selected, and their three-dimensional structures were obtained from the PubChem
database. The target protein LpxR was retrieved from the Protein Data Bank (PDB) and
subjected to molecular docking analyses using AutoDock Vina software. Protein-ligand
interactions were evaluated using PyMOL and LigPlot+, considering binding affinity, RMSD
values, and interactions with the catalytic residues Asn9, Aspl0, Thr34, and His122. The
results demonstrated that naringin, vitexin, chlorogenic acid, gallic acid, rutin, and hesperidin
established direct interactions with the catalytic region of the protein, standing out as the most
promising compounds. Naringin showed the most favorable profile, combining high binding
affinity, interaction with all catalytic residues, and conformational stability. The findings
indicated that phytoconstituents from A. colubrina bark have potential as LpxR inhibitors and
provide support for future experimental investigations aimed at controlling infectious coryza
in poultry.

Keywords: Molecular docking; Bioactive compounds; Computational studies; Bacterial
resistance.
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1 INTRODUCAO
Comumente encontrada em criacdes avicolas, a coriza infecciosa ¢ uma doenga

respiratdria provocada pela bactéria Avibacterium paragallinarum, sendo que ela compromete
a saude das aves, o que pode gerar impactos significativos na producao. Que além de seu alto
potencial de contagio, ela compromete o bem-estar dos animais e representa um sério desafio
para os criadores, gerando impactos econdmicos significativos na produ¢do avicola. Esse
patdgeno ¢ responsavel pela inflamacdo nas mucosas das vias aéreas superiores das aves,
resultando em sintomas como secre¢ao nasal, dificuldade respiratoria e redugdo na produgdo
de ovos (Heuvelink et al., 2018). A infec¢ao ocorre quando a bactéria se adere ao epitélio das
vias respiratorias, multiplicando-se e causando danos aos tecidos, o que compromete a fungao
respiratoria das aves e facilita a invasdo de patégenos secundarios (Blackall e Soriano-Vargas,
2020). O tratamento convencional, baseado no uso de antibioticos, tem se mostrado cada vez
mais ineficaz devido ao crescente problema da resisténcia antimicrobiana, o que torna a busca
por novas alternativas terapéuticas ainda mais pertinente (Pinho et al., 2024).

Nesse contexto, os compostos bioativos presentes em plantas tém sido amplamente
investigados como potenciais agentes antimicrobianos, apresentando uma alternativa
promissora para o tratamento de doencgas bacterianas (Silveira et al., 2006). Diversos estudos
demonstraram que extratos de plantas medicinais podem possuir substancias com atividade
antibacteriana eficaz contra patdgenos resistentes, além de apresentarem uma menor
probabilidade de induzir resisténcia em comparacdo aos antibidticos sintéticos (Silva e
Nogueira, 2021). Compostos como flavonoides, terpenos, alcaloides e taninos, que sao
comumente encontrados em diversas espécies vegetais, t€ém sido identificados como eficazes
no combate a uma variedade de microrganismos (Almeida, 2024).

Com os avangos nas ferramentas computacionais, a modelagem molecular tem se
consolidado como uma poderosa abordagem para prever as interagdes entre compostos
bioativos e proteinas-alvo de microrganismos (Barreiro ef al., 1997; Araujo et al., 2024). Sem
a necessidade de testes imediatos, a simulacdo de ancoragem molecular conhecida por
docking molecular, permite de forma rapida e eficiente a identificagdo de possiveis ligantes,
sendo uma das metodologias mais utilizadas para esse tipo de analise (Santos, Ferreira, e
Caffarena, 2019). Esse processo possibilita simular, em nivel atbmico, como uma molécula
pode se ligar a um sitio ativo de uma proteina, fornecendo informagdes importantes sobre a
afinidade entre as moléculas e o potencial terapéutico dos compostos analisados (Trott e

Olson, 2010).



Uma planta com grande potencial teraputico é Anadenanthera colubrina (Vell)
Brenan, conhecida como angico (Weber et al., 2011; Delices et al., 2023). Embora
amplamente reconhecida por seus efeitos psicoativos, a casca do angico também contém uma
série de compostos bioativos que t€ém demonstrado propriedades antimicrobianas (Delices et
al., 2023). Os taninos, flavonoides e alcaloides, estdo entre os principais compostos presentes
na casca de A. colubrina, e que sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades
biologicas, incluindo seus efeitos anti-inflamatorios, além dos antioxidantes € também dos
seus efeitos antimicrobianos (Mota et al., 2017). A literatura relata o uso tradicional dessa
planta no tratamento de doencas respiratorias e infecciosas, levantando a possibilidade de que
seus compostos possam ser eficazes contra patégenos como A. paragallinarum (Pedroso,
Andrade e Pires, 2021; Firdaus et al., 2025).

Apesar das evidéncias de suas propriedades terapéuticas, hd uma escassez de estudos
que investiguem a a¢do de compostos bioativos de 4. colubrina sobre patdgenos bacterianos,
especialmente por meio de abordagens in silico. Até o momento, ndo foram encontrados
estudos que explorem as interagcdes moleculares entre os fitoquimicos presentes na casca de A.
colubrina e as proteinas de A. paragallinarum responsaveis pela viruléncia da doenga. Este
trabalho, portanto, se prop0s a preencher essa lacuna ao realizar uma analise in silico das
interagdes entre compostos bioativos de A. colubrina e proteinas-alvo de A. paragallinarum,
com o objetivo de identificar possiveis ligantes com a capacidade de impedir fungdes
bacterianas essenciais e, assim, contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos para
o devido controle da coriza infecciosa em aves.

Por meio dessa metodologia, foi possivel identificar compostos promissores com
atividade antimicrobiana, além de fornecer uma base solida para futuras investigacoes
experimentais que possam validar essas interagdes e abrir caminho para o uso de plantas

como A. colubrina no combate a doengas bacterianas em animais.



2 REFERENCIAL TEORICO
Compreender as doengas que ocorrem nas aves ¢ de fundamental importancia para

garantir a sanidade dos plantéis e a eficiéncia na produgdo avicola (Moreira et al., 2022). A
ampliacdo do conhecimento sobre como iniciou, os sintomas presentes, as formas como ¢é
transmitido e os métodos de prevencao dessas enfermidades permite que se adote medidas
com uma maior efetividade de controle e na forma de manejar, reduzindo a ocorréncia de
surtos e minimizando perdas econdmicas. Além disso, essa compreensdo contribui para a
utilizagao mais racional de medicamentos, evitando tratamentos desnecessarios e promovendo

praticas sustentaveis na avicultura.

2.1 Avicultura Alternativa no Brasil

A criacdo de frango caipira (Gallus gallus domesticus) se tornou uma pratica
tradicional no Brasil, o que se deve pelos baixos investimentos e o auxilio dos membros da
familia durante o manejo desses animais. O cuidado desses animais ¢ de facil aprendizagem, o
que permite que toda familia possa contribuir no processo de producdo. Além de garantir o
alimento na mesa, a criacao de frango caipira tem se mostrado uma importante fonte de renda
extra para muitas familias do campo, especialmente na agricultura familiar. Essa pratica,
tradicional e acessivel, permite que pequenos produtores complementem sua renda de forma
sustentavel e com baixo custo (Pinto et al., 2020).

A expansao da criacdo de frango caipira ¢ resultado da busca por alternativas mais
saudaveis, sem o uso de produtos quimicos com taxas residuais altas, garantindo um melhor
sabor ¢ um menor custo de producdo. Para que isso aconteca cada produtor precisa ter um
planejamento estratégico ajustado ao seu espago de producdo, levando em consideragdo
fatores bidticos e abiodticos, que venham interferir no processo de produgdo. De acordo com
Pinto et al. (2020), a assisténcia técnica proporciona uma produ¢do mais saudavel e com uma
maior qualidade, propiciando assim uma producdo mais rentavel por meio de planejamento,
organizacdo e direcionamento na producao.

As principais dificuldades encontradas na criagdo de frango estdo relacionadas ao
manejo sanitario, pois uma das maiores preocupagoes dos produtores ¢ a saude do plantel,
tendo em vista que a presenca de doencas pode comprometer o trabalho, ocasionando um
aumento no custo, no tempo de producdo e até mesmo a morte de animais. Dentre as
principais doencas que acometem as aves pode-se destacar a doenca de Newcastle, Marek,

Gumboro, coriza infecciosa e a bouba aviaria (Barbosa et al., 2007; Pinto et al., 2020; Van



Der Meer, 2021; Leite, 2022).

2.2 A Coriza Infecciosa

Originalmente chamada de "Bacillus Haemophilus coryza gallinarum", a bactéria
recebeu esse nome por ser associada a coriza das galinhas. Em um contexto histérico, em
1950, a bactéria recebeu o nome de Haemophilus paragallinarum e assim foi conhecida por
um longo periodo de tempo. No entanto, em 2005, com o avanco dos estudos cientificos e
uma nova classificacdo dos grupos bacterianos, ela passou a ser chamada de Avibacterium,
refletindo melhor sua identidade e relacdo com outras espécies. Hoje, o género Avibacterium
inclui outras espécies além de 4. paragallinarum, sendo que elas estdo diretamente associadas
a infecgdes respiratorias nas aves (Blackall ez al.,2005).

A coriza infecciosa avidria ¢ uma doenga respiratoria que € provocada pela bactéria A.
paragallinarum, um cocobacilo Gram-negativo, aerodbio facultativo, pertencente a familia
Pasteurellaceae. Ela conseguiu ambientar-se com grande éxito as vias aéreas superiores das
aves, principalmente G. gallus domesticus (galinha doméstica), e se estabelece com facilidade
em epitélios respiratorios inflamatorios, o que potencializa sua patogenicidade (Blackall e
Soriano-Vargas, 2020). A coriza infecciosa se manifesta principalmente por sinais como
coriza (nariz escorrendo), olhos irritados, dificuldade para respirar, espirros frequentes,
inchago ao redor dos olhos e secre¢des nasais espessas € amareladas, sendo mais comum de
observar em galinhas adultas. Essa bactéria foi isolada pela primeira vez em 1932 pelo
microbiologista De Blieck, sendo desde entdo reconhecida como a principal causadora da
coriza infecciosa em aves, especialmente em galinhas e outras espécies de aves domésticas
(Candido, 2021; Bernardo; Guo et al.; Moreira et al.; Castillo; Ribeiro, 2022; Rocha et al.;
Shelkamy et al.; Vera et al., 2024).

2.2.1 Mecanismos de propagacao
O mecanismo de propagacao da A. paragallinarum, segundo Castillo (2022), ocorre

predominantemente por via aérea, sendo a bactéria eliminada pelas aves doentes por meio de
secrecOes nasais € excrecoes respiratorias. A transmissdo da doenga entre as aves acontece
principalmente por meio de espirros e tosses, que espalham a bactéria no ambiente; embora
em menor escala, até as fezes contaminadas também podem contribuir para a propagacdo do
agente infeccioso. Além disso, o contato com roupas, calgados ou objetos usados no manejo
das aves pode espalhar ainda mais a infec¢do entre os animais. Apds a entrada no organismo,
geralmente pela via nasal, A. paragallinarum adere as células epiteliais do trato respiratdrio

superior por meio de adesinas especificas. A adesdo da bactéria aos tecidos € o primeiro passo



para sua colonizagdo e invasao, processo que pode desencadear uma resposta inflamatoria na
area afetada. Para a colonizacdo e invasdo, primeiramente a bactéria precisa aderir ao tecido o
que pode incorrer em uma inflamagdao local como resposta do sistema imunologico. A
infeccdo faz com que as vias responsaveis pela sinalizagdo da imunidade inata sejam ativadas
propiciando a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, na mucosa nasal. Esses mediadores
inflamatorios sdo responsaveis pelos principais sinais clinicos observados na coriza infecciosa,
incluindo secre¢do nasal, edema facial e dificuldade respiratoria. Diante disso, a
implementagao de praticas rigorosas de biosseguranca torna-se essencial para conter a
disseminagdo da doencga nos plantéis avicolas.

A bactéria pode sobreviver por um tempo limitado em ambientes imidos, aumentando
as chances de disseminag¢ao em galinheiros e aviarios com ventilacdo inadequada. Sendo que
as doengas respiratdrias também sdo uma das principais preocupagdes na criagao alternativa
de aves por produtores, especialmente em sistemas mais sustentdveis, como a criagdo caipira,
organica ou agroecologica (Bernardo, 2022). Embora esses modelos priorizem o bem-estar
animal, com maior espago, acesso ao ar livre e menor densidade de animais, eles ndo sao
livres de desafios sanitarios. Agentes infecciosos como bactérias, virus e fungos continuam
presentes no ambiente e podem afetar seriamente a satide das aves, especialmente quando ndo
ha um manejo adequado.

Fatores como mudangas bruscas de temperatura, alta umidade, ventilagao insuficiente
em abrigos, acimulo de matéria organica e contato com aves silvestres ou de outras criagdes
aumentam a suscetibilidade das aves a infec¢des respiratorias. Esses problemas comprometem
0 crescimento, a postura e até levar a mortalidade, afetando diretamente a produ¢ao e a renda
do pequeno produtor (Bernardo, 2022; Rocha, 2024). Por isso, mesmo em sistemas
alternativos, € essencial investir em boas praticas de manejo, higiene, vacinagdo preventiva e
observar constantemente o comportamento ¢ o estado de saude do plantel, garantindo uma
criagdo mais saudavel e produtiva.

Dessa forma, analisando a partir do ponto de vista patoldgico, A. paragallinarum
coloniza inicialmente a mucosa nasal e os seios infraorbitarios, onde desencadeia uma
resposta inflamatoria local mediada por células fagociticas, como neutrofilos e macrofagos.
Para Wang et al. 2014, a bactéria produz diversos fatores de viruléncia, incluindo adesinas,
hemaglutininas e enzimas degradadoras de tecido, que facilitam sua adesdo, invasdo e
colonizagdo, além de provocar lesdes nos tecidos epiteliais. Esse processo compromete as
barreiras fisicas e imunologicas das vias respiratorias superiores, favorecendo o

estabelecimento da infec¢do. Do ponto de vista imunoldgico, embora ocorra ativacdo da
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resposta humoral com a produgdo de anticorpos especificos contra os antigenos de superficie
da bactéria, a eficicia dessa resposta ¢ restringida pela variabilidade dos antigenos
encontrados nos grupos de microrganismos inter-relacionados em A. paragallinarum, o que
representa um desafio para o desenvolvimento de vacinas de amplo espectro e alta efetividade
(Candido, 2021; Bernardo, 2022). Para Castillo (2022), A. paragallinarum infecta as aves e
causa a coriza infecciosa, uma enfermidade que representa um grande desafio tanto do ponto
de vista cientifico quanto econdmico. Assim, compreender os mecanismos patogénicos € os
fatores de viruléncia envolvidos ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
controle e prevencao, com o objetivo de reduzir os impactos negativos na avicultura e garantir
maior seguranga sanitaria nos plantéis.

Apesar de a infeccdo primaria por 4. paragallinarum raramente ultrapassar o trato
respiratorio superior, ela pode atuar como porta de entrada para patdogenos oportunistas,
resultando em quadros clinicos mais severos ou cronicos. Essa associagdo com outras
enfermidades de origem bacteriana ou viral representa um risco significativo a saide do
plantel, agravando o quadro clinico das aves e comprometendo seu desempenho produtivo
(Vera et al., 2024). A interagao entre diferentes agentes patogénicos favorece o surgimento de
infec¢des secunddrias, dificulta o diagnostico e o tratamento, além de potencializar os efeitos
negativos sobre o sistema respiratério. A doenca possui alto impacto zootécnico, levando a
queda na produgao de ovos, atraso no crescimento e aumento da mortalidade em casos nao
tratados. Além disso, a infeccdo nao confere imunidade duradoura, € as aves recuperadas
frequentemente se tornam portadoras cronicas, perpetuando a bactéria nos plantéis e
colocando em risco as medidas sanitarias e economicas da criagao.

Shelkamy et al. (2024), descreve que as aves que sobrevivem a infec¢ao por 4.
paragallinarum tornam-se portadoras cronicas, carregando-a por toda a vida. Esse
comportamento persistente das aves infectadas como reservatérios do patdogeno torna o
controle e a erradicacdo da coriza infecciosa um desafio significativo. Mesmo apds a
recuperagdo dos sintomas, as aves portadoras continuam a disseminar a bactéria, facilitando a
transmissao para outras aves no rebanho, o que dificulta enormemente as medidas que possam
mitigar os efeitos da doencga nos ambientes de criacao.

Em casos mais graves, a bactéria pode se disseminar para outros 6rgaos, como figado,
coracdo e pulmdes, causando lesdes adicionais. A presencga de A. paragallinarum no sangue,
pode indicar que houve infeccdo da corrente sanguinea, o que foi observado nos estudos

experimentais, e isso comprova a capacidade de invasao sistémica (Guo et al., 2022).
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2.2.2 Proteina LpxR
A patogenicidade de A. paragallinarum esta associada a diversos fatores de viruléncia

localizados principalmente na membrana externa, estrutura essencial para a colonizagdo do
hospedeiro, evasdo da resposta imune e resisténcia a agentes antimicrobianos. Estudos
protedmicos e gendomicos demonstraram que proteinas de membrana externa desempenham
papel fundamental na interagdo entre A. paragallinarum e o hospedeiro aviario, constituindo
importantes alvos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e vacinais (MEI et al.,
2020).

Entre as proteinas associadas a membrana externa de bactérias Gram-negativas
destaca-se a LpxR, uma deacilase responsavel pela modificagdo estrutural do lipidio A,
componente biologicamente ativo do lipopolissacarideo (LPS). O LPS ¢ um dos principais
constituintes da superficie bacteriana, desempenhando fungdes relacionadas a estabilidade da
membrana, protecdo contra condi¢des ambientais adversas e interacdo com o sistema
imunoldgico do hospedeiro (Rutten et al., 2009). A atividade da LpxR promove a remocao de
cadeias acila do lipidio A, alterando as propriedades fisico-quimicas da membrana externa e
contribuindo para mecanismos de adaptacao e sobrevivéncia bacteriana.

Estruturalmente, a LpxR ¢ uma proteina integral da membrana externa pertencente a
familia das B-barrel hidrolases. Sua conformac¢ao tridimensional (Figura 1) consiste em um
barril B formado por doze fitas B antiparalelas que atravessam a membrana bacteriana,
permitindo que a enzima permaneca ancorada a bicamada lipidica enquanto exerce sua fungao
catalitica. Na regido extracelular, a proteina apresenta alcas (loops) responsaveis pelo
reconhecimento e posicionamento do substrato. O sitio ativo localiza-se em uma cavidade
proxima a abertura externa do barril B, possibilitando o acesso do lipidio A ao centro catalitico

da enzima (Rutten et al., 2009).
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Figura 1 — Estrutura tridimensional da proteina LpxR (cdd. 3FID) obtido no Protein Data
Bank — PDB.

Fonte: Protein Data Bank (PDB). Estrutura molecular obtida no banco de dados PDB.
Disponivel em: RCSB Protein Data Bank. Acesso em: 15 abril 2026.

A estrutura tridimensional da proteina LpxR utilizada como referéncia foi obtida do
Protein Data Bank sob o cédigo PDB 3FID, correspondente a deacilase do lipidio A de
Salmonella typhimurium, cuja estrutura cristalografica permitiu a identificacdo dos residuos
cataliticos Asn9, Asp10, Thr34 e His122 (Rutten et al., 2009).

Esses aminodcidos atuam no posicionamento do substrato, na estabilizagdo do
complexo enzimdtico e na coordenacdo das reagdes de hidrolise responsaveis pela deacilagao
do lipidio A. O residuo His122 desempenha papel central na ativacdo de moléculas de agua
utilizadas durante a catélise, enquanto N9, D10 e T34 contribuem para a manutencao da
geometria adequada do sitio ativo (Rutten et al., 2009). Dessa forma, moléculas capazes de
interagir com esses residuos podem comprometer a remodelacdo do LPS e, consequentemente,
reduzir a capacidade adaptativa e a viruléncia bacteriana.

Embora a LpxR tenha sido caracterizada inicialmente em outras bactérias Gram-
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negativas, sua relevancia para A. paragallinarum pode ser inferida pela conservacdo dos
mecanismos de biossintese ¢ modificagdo do LPS observados em membros da familia
Pasteurellaceae. Considerando que o LPS representa um dos principais fatores associados a
patogenicidade dessa espécie, proteinas envolvidas em sua modificacdo estrutural tornam-se
potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Além
disso, a identificacdo de proteinas de membrana externa associadas a viruléncia em A.
paragallinarum reforga a importancia da investigagao de proteinas como a LpxR no contexto

da coriza infecciosa aviaria (Mei et al., 2020).

2.3 Tratamento convencional

O tratamento da coriza infecciosa segundo Mayo Tadeo (2018), envolve
principalmente, o uso de antibiodticos especificos, como a enrofloxacina ou a tetraciclina, que
ajudam a combater a bactéria causadora. Com o intuito de evitar complicagdes, o tratamento
deve ser iniciado imediatamente, ou seja, logo apds os sintomas serem identificados. Além
dos antibiodticos, ¢ fundamental proporcionar um ambiente limpo, com boa ventilagdo e
umidade controlada, para prevenir a propagacdo da doenca. Para Bernardo (2022), em
algumas situacdes ¢ necessario o isolamento das aves infectadas para proteger as demais,
enquanto a vacinagdo, quando disponivel, pode ser uma medida preventiva eficaz em sistemas
de producao com risco elevado de infeccao.

Mayo Tadeo (2018), corrobora enfatizando que no processo de combate a doenga, ¢
essencial dispor de um perfil atualizado de sensibilidade antimicrobiana, a fim de orientar a
escolha do antibidtico mais eficaz contra a cepa em circulagdo. Embora as vacinas sejam as
principais ferramentas de prevencgdo, a ocorréncia de falhas vacinais pode comprometer sua
eficacia, especialmente quando ha alteragdes genéticas no antigeno protetor da bactéria. Por
1sso, além da vacinacdo, o monitoramento constante do agente e suas variagdes ¢ fundamental

para o controle eficaz na produgao avicola.

2.3.1 Consequéncias secundarias
O uso de antibidticos em aves pode provocar diversos efeitos colaterais que

prejudicam a satide e o desempenho produtivo dos animais. Entre esses efeitos, destacam-se o,
estresse metabolico, intoxicagdes ou alergias. Além disso, o uso frequente e sem selecdo pode
mascarar os sintomas de doencas mais graves, dificultando diagnosticos precisos e atrasando

intervengdes praticas. A jungdo desses fatores, provocam uma alteracdo na produtividade do



14

plantel. Para Teixeira (2019), isso favorece o surgimento de cepas bacterianas mais resistentes,

tornando a resisténcia bacteriana um dos principais desafios sanitarios na avicultura.

2.3.1 Resisténcia bacteriana
De acordo com Pinho et al. (2024), a falta de controle no uso de antibioticos pode

ocasionar o surgimento de bactérias resistentes, o que compromete a eficacia dos tratamentos
com o passar do tempo. As bactérias, quando expostas repetidamente aos mesmos antibioticos,
comecam a se adaptar, evoluindo para formas resistentes, conhecidas como superbactérias.
Isso torna os tratamentos mais dificeis, j& que os patdogenos resistentes exigem o uso de
medicamentos mais fortes ou alternativas terapéuticas, o que pode aumentar os custos.
Segundo Guo et al. (2022), no caso da A. paragallinarum, a resisténcia aos antibidticos pode
resultar em infec¢des persistentes ou recidivas mais graves, impactando negativamente o
desempenho das aves e dificultando o controle sanitario nas criagoes.

Guo et al. (2022), ainda contribui ponderando que, embora ainda sejam utilizados no
tratamento de doencas em aves, muitos antibidticos sdo proibidos durante o periodo de
postura devido ao risco de contaminagdo dos ovos com residuos medicamentosos. Outros,
mesmo permitidos, exigem um periodo de caréncia especifico entre a ultima aplicacdo ¢ a
comercializacdo dos ovos, para garantir que os residuos estejam abaixo dos limites de
segurancga estabelecidos pelos 6rgdos reguladores. O descumprimento dessas normas pode
comprometer a qualidade dos produtos e trazer prejuizos economicos ao produtor, além de
dificultar a comercializagdo em mercados que excluam elevados padrdes sanitarios.

A consequéncia direta da resisténcia bacteriana nas fazendas ¢ o aumento dos custos
com tratamentos veterinarios segundo Shelkamy et al. (2024), a perda de produtividade e o
risco de surtos mais graves que desativam medidas de conten¢do mais rigorosas (Rojas
Montero e Sandoval Ganoza, 2021; Castillo, 2022; Colque, 2023; Vera et al., 2024). Por isso,
¢ essencial que haja estratégias para o uso de antibidticos, tomando os devidos cuidados
sanitarios e priorizando alternativas de prevengdo, como a vacinag¢ao, o manejo adequado e a
biosseguridade. Essa abordagem reduz a pressdo seletiva sobre as bactérias e contribui para a

manuten¢ao da eficacia dos tratamentos disponiveis.

2.4 Tratamento alternativo

O avango da medicina tradicional proporcionou inumeras conquistas no combate as
infec¢des bacterianas, especialmente com o desenvolvimento de antibidticos. No entanto, o

uso excessivo e, muitas vezes, inadequado desses medicamentos tem contribuido para uma
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preocupante situacdo, que ¢ o caso da resisténcia bacteriana (Guo et al., 2022). Diante disso,
cresce o interesse por tratamentos alternativos que possam complementar ou, em alguns casos,

substituir os antibidticos de forma eficaz.

Uma das abordagens que surgem ganhando destaque no ambito dos tratamentos
alternativos € o uso de fitoterapicos, definidos como substancias bioativas extraidas de plantas
com propriedades terapéuticas, incluindo a¢do antibacteriana. As plantas medicinais
desempenham um papel relevante na medicina tradicional, principalmente em comunidades
com acesso restrito aos servicos de saide convencionais, onde se configuram como

alternativas viaveis e de baixo custo no tratamento de diversas doencas (Silva, Gomes, ¢

Siqueira, 2021).

Além disso, as plantas produzem uma variedade de metabdlitos secundarios que
possuem atividades biologicas de grande importancia terapéutica (Rezende et al., 2016).
Esses compostos, que incluem alcaloides, flavonoides, terpenoides, fendis e outros, sio
frequentemente responsaveis pelas propriedades antimicrobianas das plantas. Ao contrario dos
metabolitos primarios, que estdo envolvidos no crescimento e desenvolvimento da planta, os
metabolitos secundarios tém funcdes de defesa contra patogenos, herbivoros e outros
estressores ambientais, conferindo as plantas uma vantagem na sobrevivéncia. Esses
compostos bioativos tém mostrado grande potencial na inibi¢ao do crescimento de uma ampla
gama de microrganismos, incluindo bactérias resistentes, tornando-se uma alternativa

promissora na luta contra a resisténcia bacteriana.

A utilizacdo desses recursos naturais tem sido historicamente associada a medicina
popular, mas vem sendo cada vez mais reconhecida pela comunidade cientifica, a medida que
estudos aprofundados demonstram sua eficacia e seguranca. Essa validacdo académica
fortalece a integracao entre o conhecimento tradicional e a medicina baseada em evidéncias, o
que ¢ particularmente importante diante do desafio crescente da resisténcia bacteriana as
bactérias. Nesse contexto, a ampliagdo das pesquisas sobre fitoterdpicos e os metabolitos
secundarios de plantas revela-se fundamental para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais acessiveis, sustentaveis e culturalmente integradas (Almeida e Oliveira,

2017).

2.4.1 Extratos de plantas



16

Extratos sdo preparagdes concentradas obtidas a partir de partes de plantas, podendo
ser apresentados nas formas liquida, semissélida ou em pd. Sua producdo segue protocolos
especificos descritos na literatura cientifica, baseando-se em processos fisico-quimicos de
transferéncia de massa. Durante a extragdo, solventes apropriados interagem com o material
vegetal, promovendo a solubilizacdo e a separacdo de compostos bioativos, como alcaloides,
flavonoides e taninos, responsaveis pelas propriedades terapéuticas da planta. Esses extratos
concentram os principios ativos de interesse, configurando-se como formas padronizadas e
eficazes para aplicacao medicinal ou em pesquisas experimentais (Sa-Filho ef al., 2021).

Os extratos vegetais podem ser obtidos por diferentes métodos de extracdo, cada um
escolhido de acordo com a natureza da planta e dos compostos desejados. A maceragdo ¢ um
dos métodos mais tradicionais, consistindo no contato prolongado da droga vegetal com um
solvente a temperatura ambiente. J& a infusdo envolve a adigdo de agua fervente sobre a
planta, sendo ideal para partes mais delicadas, como flores e folhas. Por sua vez, a decocgao ¢
utilizada principalmente para partes mais rigidas, como cascas e raizes, onde a 4gua atinge a
ebulicdo ja em contato com o material vegetal. A digestdo ¢ um processo semelhante a
maceracao, porém realizado sob aquecimento controlado (entre 40 e 60 °C), o que acelera a
extracdo dos compostos. A percola¢do consiste na passagem continua do solvente por uma
camada de planta moida, sendo um método eficiente para extragdes mais completas. Por fim,
a destilacdo, geralmente feita com agua ou alcool, permite a extragao de oleos essenciais e
compostos volateis por meio do aquecimento e posterior condensagao dos vapores (Veggi,
2009). Esses métodos sdo amplamente utilizados na obtencdo de extratos com finalidades
terapéuticas, farmacéuticas ou experimentais.

Os metabolitos secundarios, produzidos de forma especifica por cada espécie vegetal,
desempenham papéis cruciais nas interagdes ecoldgicas e fisiologicas das plantas (Rezende et
al., 2016). Esses compostos nao estdo diretamente ligados ao crescimento e desenvolvimento
primario da planta, mas sdo essenciais para sua adaptagdo e sobrevivéncia no ambiente.
Participam de processos como a polinizagdo, ao atrair agentes polinizadores por meio de
aromas e cores, além de exercerem fun¢des defensivas contra herbivoros, patdogenos e
estresses ambientais. Substancias como alcaloides, flavonoides, terpenoides e taninos sdo
exemplos de metabolitos secundarios com reconhecida atividade bioldgica. A obtengdo desses
compostos, por meio da extragdo vegetal, permite concentra-los em extratos padronizados que
retém suas propriedades terapéuticas. Dessa forma, os extratos vegetais tornam-se importantes

fontes de principios ativos com potencial farmacologico, representando uma alternativa
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promissora e sustentdvel ao uso de farmacos sintéticos, especialmente no combate a
resisténcia microbiana (Séa-Filho et al., 2021).

Para Rezende et al. 2016, os metabodlitos secundarios apresentam uma impressionante
diversidade quimica e funcional, com mais de 50 mil compostos ja identificados em
angiospermas. Esses metabolitos sdo sintetizados em distintos compartimentos celulares por
meio de quatro principais vias biossintéticas: a via do acetato-malonato, a via do acido
mevalonico, a via do metileritritol fosfato e a via do acido chiquimico. Cada uma dessas rotas
metabolicas € responsavel pela formacao de diferentes classes de compostos bioativos. Entre
0s grupos mais representativos estdo os terpenos, as substancias fendlicas e os compostos
nitrogenados, amplamente conhecidos por suas atividades antimicrobianas, antioxidantes e
farmacologicas. Outros grupos relevantes incluem os derivados de acidos graxos e os
policetideos aromaticos, que também desempenham fungdes ecologicas e terapéuticas
importantes. Essa complexa biossintese reflete a adaptabilidade evolutiva das plantas e seu
potencial como fonte de principios ativos para aplica¢gdes medicinais e industriais.

As plantas medicinais desempenham um papel fundamental nas praticas de saude de
diversas culturas ao redor do mundo, sendo utilizadas ha milhares de anos como tratamentos
naturais para uma ampla gama de doencas. Em muitas comunidades rurais, especialmente em
paises em desenvolvimento, essas plantas continuam a ser a principal fonte de cura e
prevengdo, sendo amplamente utilizadas no dia a dia das pessoas (Palombo, 2011). A
utilizacao das plantas medicinais € uma tradi¢ao que foi transmitida de geragao em geragao, e
seu conhecimento continua a ser uma parte vital da cultura local. Para muitos, especialmente
em areas onde o acesso a tratamentos médicos modernos ¢ limitado ou inexistente, essas
plantas representam uma alternativa acessivel e eficaz. Além disso, o uso dessas ervas ¢
muitas vezes associado a praticas holisticas que consideram o equilibrio entre o corpo € o
ambiente. A crescente valorizacdo da medicina tradicional e o interesse pela fitoterapia nos
ultimos anos tém destacado a importancia dessas praticas antigas, que continuam a oferecer
solucdes para problemas de satide em diversas partes do mundo.

Ainda segundo Palombo (2011), os remédios naturais vindos de plantas medicinais
apresentam uma fonte de recursos que realmente atuam no organismo, € muitos desses
compostos serviram de base para o desenvolvimento de medicamentos modernos. Hoje, com
o aumento da resisténcia de microrganismos aos tratamentos tradicionais, como antibioticos e
antivirais, cresce novamente o interesse em encontrar novas formas de combater infecgoes.
Esse cenario tem sido feito por cientistas e profissionais da saude para que se tenham mais

atengdo para as plantas medicinais, buscando nelas solugdes mais eficazes e naturais para
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enfrentar doengas que ja ndo respondem bem aos tratamentos atuais. E um resgate do
conhecimento antigo aliado a ciéncia moderna, com o objetivo de cuidar melhor da satde das
pessoas.

Para Mala, Lalouckova e Skirivanova (2021), os extratos vegetais, possuem uma
variedade de compostos, que podem ter um efeito terapéutico mais robusto do que os
ingredientes isolados. Embora os medicamentos industriais puros, compostos de plantas ou
sintetizados em laboratorio, sejam frequentemente escolhidos para o tratamento de doengas
bacterianas devido a sua alta atividade antimicrobiana, eles muitas vezes apresentam uma
desvantagem significativa. Quando comparados aos extratos brutos das plantas, esses
compostos isolados geralmente tém uma atividade mais limitada, mesmo quando
administrados em doses semelhantes ao principio ativo. Isso demonstra que, ao contrario dos
compostos isolados, os extratos vegetais, com sua composi¢do mais complexa, podem

oferecer um impacto terapéutico mais eficaz e abrangente.

2.4.2 Extrato de Angico (4. colubrina (Vell.) Brenan)
A A. colubrina ¢ uma arvore nativa do Brasil que pode ser encontrada principalmente

no cerrado (Pessoa et al., 2012). Essa espécie endémica da américa do sul ¢ conhecida por sua
madeira de excelente qualidade, caracterizada por ser extremamente densa, muito dura e de
textura média, o que a torna bastante valorizada para diversos usos, como na construcao civil
e na fabricacdo de moveis resistentes (Mota et al., 2017; Souza, 2018). Sua distribui¢ao
natural abrange uma ampla faixa do territorio brasileiro, ocorrendo nas regides Nordeste,
Sudeste e Sul do Brasil, refletindo sua capacidade de adaptagdo a diferentes condigdes
climaticas e de solo (Pessoa et al., 2012). Além de sua importancia econdmica, a A. colubrina
também possui relevancia ecoldgica, contribuindo para a manutengao da biodiversidade nos
ecossistemas em que ocorre.

Mota et al. (2017), descreve que as cascas da arvore de Angico, t€ém sido amplamente
utilizadas na medicina popular devido as suas propriedades terapéuticas. Tradicionalmente,
sdo empregadas no tratamento de infec¢des respiratdrias e pulmonares, bem como para o
combate a diarreias. Além do uso empirico, diversos estudos fitoquimicos, farmacoldgicos e
toxicoldgicos foram realizados com extratos das cascas dessa espécie, visando entender
melhor seus compostos bioativos. Entre os componentes mais investigados estdo os taninos,

cujos efeitos potenciais para a satide tém sido objeto de andlise em pesquisas cientificas,
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oferecendo um panorama mais detalhado sobre os beneficios e possiveis riscos do uso
medicinal dessa planta (Souza, 2018; Delices et al., 2023).

No trabalho de Mota et al. (2017), fica registrado que a casca da 4. colubrina,
apresenta uma composicao quimica rica e diversificada, o que favorece sua valorizagdo para
fins industriais e medicinais. Dentre os principais componentes estruturais, destaca-se a
lignina, que lhe confere resisténcia e rigidez. Outro componente relevante sdo os taninos,
amplamente conhecidos por suas propriedades adstringentes, que a torna uma planta
promissora para a extracao desses compostos. Além disso, a casca possui um alto teor mineral,
resultado da presenca constante de cristais de oxalato de célcio, que sdo facilmente
visualizados, especialmente nas células do parénquima. Essa complexa estrutura quimica
evidencia o potencial da casca do angico tanto para aplicagcdes farmacoldgicas quanto

industriais.

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O desenvolvimento deste estudo seguiu o método descrito por Gowrishankar et al.
(2021), no qual foram realizadas buscas de informagdes em bases de dados cientificos (tais
como Google Scholar, PubMed, Science Direct, Web of Science e Scielo) que direcionaram
para a obtencao de fitoligantes e macroléculas alvos. Dessa forma o trabalho seguiu as etapas

descritas abaixo.

3.1 Levantamento dos Fitoquimicos

No levantamento bibliografico dos principais fitoquimicos presentes na casca de A.
colubrina foram considerados apenas os compostos que possuem estrutura quimica conhecida
e disponivel em bancos de dados publicos. A pesquisa realizada nas bases de dados cientificas
utilizou os termos "Anadenanthera colubrina" e “fitoquimicos”.

A caracterizagdo fitoquimica realizada por Costa et al. (2020) demonstrou que a casca
de A. colubrina apresenta elevada riqueza em compostos fendlicos e flavonoides, destacando-
se substancias amplamente reconhecidas por suas propriedades bioldgicas. Por meio de
analises cromatograficas, os autores identificaram diversos fitoconstituintes, conforme
Quadro 1, que apresenta cada composto, sua identificagdo no banco de dados PubChem, e a
formula molecular. Esses compostos pertencem principalmente as classes dos flavonoides e
acidos fendlicos, metabolitos secundarios frequentemente associados a atividades

antioxidantes, anti-inflamatodrias e antimicrobianas.



Quadro 1 — Compostos identificados em 4. colubrina.
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Composto PubChem CID Formula Molecular
Catequina 9064 Ci5H1406
Acido clorogénico 1794427 Ci6H1809
Acido galico 370 C7H6Os
Hesperidina 10621 C28H34015
Isorhamnetina 5281654 Ci16H1207
Morina 5281670 CisH1007
Miricetina 5281672 Ci5H100s
Naringina 442428 C27H32014
Acido p-cumérico 637542 CoHs03
Quercetina 5280343 Ci5H1007
Acido rosmarinico 5281792 CisH160s
Rutina 5280805 C27H30016
Acido siringico 10742 CoH100s
Vitexina 5280441 C21H20010

Fonte: Dados da pesquisa (2026).

A elevada concentracdo desses metabolitos bioativos contribui para o potencial
farmacologico atribuido a espécie, especialmente devido a capacidade dos compostos
fendlicos de neutralizar espécies reativas de oxigénio, modular atividades enzimaticas e
interferir em processos fisioldgicos de microrganismos patogénicos. Segundo Costa et al.
(2020), o extrato da casca apresentou expressiva atividade antioxidante e elevada capacidade
de inibigdo enzimatica, caracteristicas atribuidas a presenga desses fitoconstituintes. Dessa
forma, a identificacdo dessas moléculas forneceu a base para a selecdo dos ligantes utilizados
neste estudo de docking molecular, permitindo investigar seu potencial de interacdo com a
proteina LpxR e sua possivel aplicacdo no controle de bactérias patogénicas.

Os fito-ligantes identificados na literatura foram consultados no banco NCBI
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), de onde foram obtidas as conformacdes
tridimensionais (3D) no formato .SDF. Esses arquivos foram convertidos e preparados para a
analise de docking molecular.

A macromolécula utilizada neste estudo foi a proteina LpxR, cuja estrutura

tridimensional foi obtida no Protein Data Bank (PDB: 3FID), devido a indisponibilidade de




21

estruturas cristalograficas da proteina LpxR de A. paragallinarum em bancos de dados
estruturais, foi utilizada neste estudo a estrutura homoéloga da LpxR de Salmonella enterica
serovar Typhimurium (PDB: 3FID). A utilizacdo de proteinas homologas ¢ uma abordagem
amplamente empregada em estudos de modelagem molecular quando a estrutura
tridimensional da proteina-alvo ndo estd disponivel. Essa estratégia baseia-se no principio de
que proteinas pertencentes a mesma familia funcional tendem a conservar elementos
estruturais essenciais, especialmente os residuos envolvidos na atividade catalitica. No caso
da LpxR, os aminoacidos Asn9, Aspl0, Thr34 e His122 formam um sitio ativo altamente
conservado entre bactérias Gram-negativas, sendo responsdveis pelo mecanismo de
deacilagdo do lipidio A do lipopolissacarideo (LPS) (Rutten et al., 2009).

Além disso, membros da familia Pasteurellaceae, a qual pertence 4. paragallinarum,
compartilham mecanismos conservados de biossintese e modificacdo do LPS, refor¢ando a
plausibilidade biolégica da utilizacdo da LpxR de S. Typhimurium como modelo estrutural
para avaliagdo preliminar da interagdo dos fitoconstituintes de A. colubrina. Dessa forma, a
estrutura 3FID constitui uma referéncia adequada para a prospeccao in silico de possiveis
inibidores da atividade da LpxR (Raetz et al., 2007).

A LpxR ¢ uma proteina integral da membrana externa de bactérias Gram-negativas
pertencente a familia das [B-barrel hidrolases. Sua estrutura ¢ formada por doze fitas 3
antiparalelas organizadas em um barril transmembrana, conformagdo caracteristica de
proteinas envolvidas no transporte € na modificagdo de componentes da membrana externa
bacteriana (Rutten et al., 2009).

Funcionalmente, a LpxR atua como uma deacilase do lipidio A, promovendo a
remo¢dao de cadeias acila do lipopolissacarideo (LPS), molécula fundamental para a
estabilidade da membrana externa e para a interacdo da bactéria com o hospedeiro. Essa
modificagao estrutural do LPS influencia diretamente propriedades como permeabilidade da
membrana, resisténcia a fatores ambientais e reconhecimento pelo sistema imunologico.
Dessa forma, a LpxR desempenha papel importante nos processos de adaptacdo e

sobrevivéncia bacteriana em diferentes condi¢des ambientais (Rutten et al., 2009).

3.2 Preparacio das Estruturas Moleculares

As estruturas quimicas dos fitoquimicos foram otimizadas utilizando o software
MGLTools 1.5.6, onde foram adicionadas cargas de Gasteiger ¢ removidas moléculas de
agua, além da definicdo de graus de liberdade rotacional dos ligantes. Apds essa preparagao,

os arquivos foram salvos no formato. PDBQT, compativel com o software de docking.
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3.3 Selecao e Preparacio da Proteina-Alvo

Como alvo molecular, foi selecionada a proteina LpxR uma proteina que desempenha
um papel relevante na viruléncia de bactérias Gram-negativas, atuando na modificagao do
lipidio A presente na membrana externa. Dada a limitacdo de dados cristalograficos
especificos da espécie, foi utilizada uma proteina homoéloga essencial a viruléncia de A.
paragallinarum, (Li et al., 2023; Roumia et al., 2025) obtidas no Protein Data Bank (PDB).

A estrutura da proteina foi mantida rigida durante toda a simulacdo. A preparagao da
proteina também foi feita no MGLTools 1.5.6, com a adicdo de hidrogénios polares e

remocao de moléculas de agua e ligantes nao desejados.

3.4 Testes de Ancoragem Molecular (Docking)

A simula¢@o de ancoragem molecular foi realizada com o software AutoDock Vina 4.0
(Trott e Olson, 2010). Os parametros do grid box foram definidos com base nas coordenadas
do sitio ativo da enzima, obtidas na literatura utilizando os parametros da grade do mapa nas
dimensdes X, y € z com valores de 80, 80 e 60 respectivamente, o espagamento em (angstrom)
no centro x foi 32.701, no centro y 17.191 e no centro z 30.809. A simula¢do executada se deu

mantendo a proteina como estrutura rigida e os ligantes como flexiveis.

3.5 Visualizacao das Interacoes Moleculares

Apbs o processo de acoplamento, os resultados foram analisados com base na
afinidade de ligagdo (valores de binding energy, em kcal/mol). Os complexos formados entre
a proteina e os ligantes foram visualizados por meio do software PyMOL, para observagao
tridimensional das interagdes. Também foi utilizado o LigPlot+ para a geracdo de diagramas
bidimensionais, evidenciando os tipos de ligacao, como interacdes hidrofobicas e ligacdes de

hidrogénio.

3.6 Predicao de Alvos Moleculares e Toxicologica

Os alvos moleculares dos fitoconstituintes foram preditos utilizando a plataforma
SwissTargetPrediction, uma ferramenta baseada em similaridade estrutural 2D e 3D que
estima os alvos proteicos mais provaveis para pequenas moléculas bioativas a partir de dados
experimentais previamente conhecidos (Daina, Michielin e Zoete, 2019). Essa abordagem
permitiu avaliar o potencial farmacologico dos compostos e identificar possiveis mecanismos

de acdo relacionados a atividade bioldgica observada. A toxicidade predita foi avaliada usando
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a ferramenta ProTox-III, verificando a classe toxicologica e possiveis efeitos adversos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de abordagens in silico para avaliar a interacao entre compostos bioativos
de A. colubrina e a proteina LpxR representa uma estratégia promissora para a identificacao
de potenciais inibidores de bactérias patogénicas para aves. Essa enzima promove alteracdes
estruturais no lipopolissacarideo, o que influencia diretamente a interagao da bactéria com o
sistema imune do hospedeiro. Ao modificar o lipidio A, a LpxR pode reduzir o
reconhecimento por receptores imunologicos, contribuindo para a evasdo da resposta imune e
favorecendo a persisténcia da infec¢cdo (Moscoso et al., 2025).

A analise de docking molecular permite verificar se os fitoconstituintes sdo capazes de
interagir diretamente com os residuos cataliticos N9, D10, T34 e H122, considerados
essenciais para o funcionamento da proteina (Rutten et al., 2009). Assim, compostos que
apresentem elevada afinidade de liga¢do e interagdo com esses residuos podem atuar como
candidatos a agentes antimicrobianos, interferindo na modificagdo do lipidio A e
comprometendo processos relacionados a sobrevivéncia e viruléncia de 4. paragallinarum.
Dessa forma, a LpxR destaca-se como um alvo molecular relevante para a prospeccao de
novas substancias de origem natural voltadas ao controle da coriza infecciosa aviaria.

A analise dos fitoquimicos identificados na casca de 4. colubrina demonstrou elevado
potencial de interacdo molecular com a proteina-alvo LpxR, enzima associada a viruléncia e
resisténcia bacteriana em bactérias Gram-negativas. A abordagem utilizada seguiu estratégias
semelhantes as descritas em estudos recentes de docking molecular aplicados a proteinas da
via Raetz, especialmente aqueles envolvendo proteinas da familia Lpx, nas quais compostos
fenolicos demonstraram capacidade de estabilizagdo no sitio catalitico, a exemplo do trabalho
de (Alanazi et al., 2025).

Os compostos avaliados apresentaram diferentes padrdes de interagdo com residuos
aminoacidicos importantes da cavidade ativa da proteina, indicando diferentes graus de

afinidade e estabilidade conformacional.

4.1 Interacdes Moleculares dos Compostos Avaliados

De acordo com Rutten et al. 2009, os residuos Asn9 (N9), Asp10 (D10), Thr34 (T34)e
His122 (H122) compdem uma regido catalitica importante da enzima, associada ao
mecanismo de deacilagdo do lipidio A. da proteina LpxR. Portanto, neste estudo, a analise dos

complexos foi direcionada para verificar se os fitoquimicos avaliados interagiram direta ou
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indiretamente com esses residuos cataliticos ou com regides proéximas ao sitio ativo da
proteina.

A andlise dos complexos proteina-ligante revelou diferengas significativas tanto na
afinidade de ligagao quanto no padrao de interagdo com os residuos cataliticos da proteina
LpxR. Embora a energia de ligag@o seja um importante indicador da estabilidade do complexo
formado, a localizagdo das interacdes dentro da cavidade catalitica e a convergéncia
conformacional das poses obtidas pelo docking, avaliada por meio dos valores de RMSD
(Root Mean Square Deviation), constituem fatores determinantes para estimar o potencial
inibitério dos compostos avaliados.

O 4cido rosmarinico apresentou a maior afinidade de ligagdo entre todos os compostos
analisados (-9,3 kcal/mol), indicando elevada estabilidade energética do complexo formado.
Entretanto, ndo foram observadas interagoes diretas com os residuos cataliticos classicos Asn9,
Aspl0, Thr34 e His122. Além disso, o elevado valor de RMSD observado para a segunda
melhor pose (16,530 A) sugere a existéncia de orientacdes alternativas bastante distintas
dentro da cavidade proteica. Esses resultados indicam que o composto se estabiliza
preferencialmente em regides adjacentes ao sitio ativo, podendo influenciar a conformacao
global da proteina sem necessariamente bloquear diretamente o mecanismo catalitico da LpxR.

A morina também apresentou elevada afinidade (-8,3 kcal/mol), porém suas intera¢des
ocorreram predominantemente em regides periféricas da proteina. Apesar da auséncia de
contato direto com os residuos cataliticos, o baixo RMSD da segunda pose (1,712 A)
demonstra boa convergéncia conformacional, sugerindo ocupagdo consistente da mesma
regido de ligagdo. Situacdo semelhante foi observada para a miricetina (-6,9 kcal/mol),
isorhamnetina (-7,0 kcal/mol) e acido p-cumarico (-6,8 kcal/mol), que apresentaram RMSD
inferiores a 2 A para suas poses alternativas, indicando estabilidade estrutural satisfatoria
mesmo na auséncia de interacao direta com o nucleo catalitico.

A quercetina apresentou afinidade relativamente elevada (-7,9 kcal/mol), porém exibiu
RMSD elevado (16,632 A), indicando a presenca de multiplas orientacdes possiveis no
interior da proteina. Esse comportamento sugere menor especificidade de ligacao, apesar da
boa energia de interacdo observada. De maneira semelhante, a catequina apresentou a menor
afinidade de ligagdo dentre os compostos avaliados (-6,4 kcal/mol), mas demonstrou interagao
direta com Asn9 e His122, dois residuos importantes para a atividade catalitica da LpxR.
Contudo, o elevado RMSD da segunda pose (10,217 A) indica menor estabilidade
conformacional quando comparada aos compostos mais promissores.

Entre todos os ligantes analisados, a naringina destacou-se por apresentar
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simultaneamente elevada afinidade molecular (-8,1 kcal/mol), interagdo direta com todos os
principais residuos cataliticos da proteina (Asn9, Aspl0, Thr34 e Hisl22) e excelente
convergéncia conformacional, evidenciada pelo baixo RMSD da segunda melhor pose (1,521
A). Esse conjunto de caracteristicas sugere forte ocupagio da cavidade catalitica e elevada
probabilidade de interferéncia direta na atividade enzimatica da LpxR, tornando-a um dos
compostos mais promissores identificados neste estudo.

Resultados igualmente relevantes foram observados para o acido clorogénico (-7,2
kcal/mol), acido galico (-7,3 kcal/mol) e vitexina (-7,1 kcal/mol), que estabeleceram
interagdes diretas com os residuos Asn9, Asp10, Thr34 e His122, além de contatos com o ion
Zn301. O acido galico apresentou um dos menores RMSD observados entre todos os
compostos avaliados (0,040 A), enquanto a vitexina apresentou RMSD de 1,859 A, indicando
elevada estabilidade conformacional. O d4cido clorogénico apresentou RMSD moderado
(3,701 A), mas manteve interagdo direta com todos os residuos cataliticos, reforgando seu
potencial como inibidor da proteina.

A rutina (-7,7 kcal/mol) e a hesperidina (-7,6 kcal/mol) também demonstraram perfil
promissor, interagindo com Asn9, Aspl0, Thr34 e Zn301. Apesar da auséncia de interacao
direta com His122, a participa¢ao dos demais residuos cataliticos sugere forte associagdo com
a regido funcional da proteina. A rutina apresentou RMSD moderado (2,783 A), enquanto a
hesperidina exibiu valor mais elevado (5,699 A), indicando maior flexibilidade
conformacional e diferentes possibilidades de acomodag¢ao no interior da cavidade de ligagao.

O éacido siringico apresentou afinidade intermediaria (-7,5 kcal/mol) e ndo interagiu
diretamente com os residuos cataliticos classicos. Contudo, exibiu excelente estabilidade
conformacional, com RMSD de apenas 0,123 A para a segunda melhor pose, indicando forte
convergéncia das solugdes obtidas pelo algoritmo de docking. Esse comportamento sugere
que o composto possui uma regido de ligacdo preferencial bem definida, embora localizada
fora do nucleo catalitico principal.

De modo geral, os resultados demonstram que afinidade molecular, ocupacao do sitio
catalitico e estabilidade conformacional nem sempre apresentam correlacao direta. Enquanto
compostos como acido rosmarinico e quercetina exibiram elevada afinidade energética, seus
altos valores de RMSD e a auséncia de interagdo direta com os residuos cataliticos sugerem
atuacdo predominantemente periférica. Por outro lado, compostos como naringina, acido
galico, vitexina, acido clorogénico, rutina e hesperidina combinaram afinidades favoraveis
com interagdes diretas na regido catalitica e valores de RMSD compativeis com elevada

estabilidade estrutural. Considerando conjuntamente esses pardmetros, a naringina destacou-
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se como o candidato mais promissor para a inibicdo da LpxR, seguida pelo 4cido gélico,
vitexina, acido clorogénico, rutina e hesperidina, os quais representam alvos prioritdrios para

futuras validagdes experimentais in vitro € in vivo conforme Quadro 2 a seguir.

Quadro 2 — Afinidade de ligacdo e interacdo com residuos cataliticos da LpxR

Ligante Afinidade RMSD L.b. RMSD u.b. | Residuos cataliticos
kcal/mol observados no complexo
Acido 9.3 16,530 19,431 Nao interagiu diretamente com
rosmarinico N9, D10, T34 ou H122
Morina -8,3 1,712 6,420 N3o interagiu diretamente
Naringina -8,1 1,891 Asn9, Aspl0, Thr34, His122 e
1,521
Zn301
Quercetina -7,9 16,632 19,124 Nao interagiu diretamente;
proxima de Tyr33
Rutina -7,7 2,783 8,537 Asn9, Aspl0, Thr34 e Zn301
Hesperidina -7,6 5,699 11,404 Asn9, Aspl0, Thr34 e Zn301
Acido -7,5 0,123 3,447 Nao interagiu diretamente
siringico
Acido galico -7,3 0,040 2,402 Interacdo com Asn9, Asp10,
Thr34, His122 ¢ Zn301
Acido 7,2 3,701 9,186 Asn9, Asp10, Thr34, His122 e
clorogénico Zn301
Vitexina -7,1 1,859 2,275 Asn9, Asp10, Thr34, His122 e
Zn301
Isorhamnetina | -7,0 1,589 7,134 Asn9 proximo, sem ligagcdo
direta clara
Miricetina -6,9 1,851 6,960 Nao interagiu diretamente
Acido p- -6,8 1,647 2,277 Nao interagiu diretamente
cumarico
Catequina -6,4 10,217 12,355 Asn9 e His122

Fonte: Dados da pesquisa (2026)

4.2 Interagdes com sitios ativos

A analise dos diagramas 2D demonstrou que os ligantes acido clorogénico, naringina,
vitexina e acido galico apresentaram o padrao mais relevante de interagdo com o sitio ativo,
pois se posicionaram em contato com os residuos cataliticos Asn9, Aspl0, Thr34 e His122,
além de interagirem com o centro metalico Zn301. Esse resultado ¢ importante porque esses
residuos sdo descritos por Rutten et al. (2009) como fundamentais para a atividade catalitica
da LpxR.

A vitexina destacou-se por interagir com Asn9, Aspl0, Thr34, His122 e Zn301,

indicando ocupagdo direta da regido catalitica. Embora sua afinidade energética tenha sido
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intermediaria (-7,1 kcal/mol), a localizagdo da interagdo sugere alto potencial funcional, pois
o ligante se acomoda exatamente na regido associada a atividade enzimética conforme

observado na Figura 2.

Figura 2 — Interacdes do complexo vitexina-proteina LpxR.
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Fonte: Imagem gerada pelo Ligplot+.

A naringina também apresentou perfil promissor, com afinidade de -8,1 kcal/mol e
interacdo direta com os principais residuos cataliticos (Figura 3). Esse resultado combina boa
estabilidade energética com contato direto no sitio ativo, sugerindo possivel capacidade de

interferir na func¢do catalitica da LpxR.
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Figura 3 — Interagdes do complexo narigina-proteina LpxR.
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Fonte: Imagem gerada pelo Ligplot+.
O 4acido clorogénico apresentou interagdo ampla com Asn9, Aspl0, Thr34, His122 e
Zn301, demonstrando forte complementaridade estrutural com a regido ativa da proteina

(Figura 4). Sua afinidade de -7,2 kcal/mol indica estabilidade moderada, mas sua posi¢do no

sitio catalitico reforca seu potencial inibitorio.



Figura 4 — Interagdes do complexo 4cido clorogénico-proteina LpxR
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A rutina e a hesperidina também interagiram com Asn9, Asp10, Thr34 e Zn301, mas

sem evidéncia clara de contato direto com His122 (Figura 5). Ainda assim, essas interagdes

sdo relevantes, pois envolvem residuos essenciais ao centro metéalico da cavidade catalitica.
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Figura 5 — Interagdes dos complexos rutina e hesperidina-proteina LpxR.
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Fonte: Imagem gerada pelo Ligplot+

Nem sempre o composto com maior afinidade energética foi aquele com maior
interagdo catalitica. O acido rosmarinico apresentou a melhor energia de ligacdo (-9,3
kcal/mol), porém nao interagiu diretamente com os residuos N9, D10, T34 e H122. Isso
sugere que sua estabilidade pode estar relacionada a uma regiao adjacente ou periférica da
proteina, e ndo necessariamente ao bloqueio direto do sitio catalitico.

Por outro lado, naringina, acido clorogénico e vitexina apresentaram menor energia de
ligagdo quando comparados ao acido rosmarinico, mas demonstraram melhor posicionamento
no sitio ativo. Isso indica que, para avaliar o potencial inibitorio, ndo basta considerar apenas
a afinidade em kcal/mol; ¢ necessario observar também quais residuos foram envolvidos na
interagdo. A multiinte¢cdo dos compostos da planta como aminoacidos da proteina LpxR revela
um potencial de aplicagcdo biotecnoldgica de seus extratos no controle de infecgdes avidrias
por A. paragallinarum tendo em vista que hé possibilidade dessa proteina se tornar inativa
mediante essas interagdes € cumprir seu papel biologico.

Assim, os ligantes mais promissores considerando simultaneamente afinidade e
interagdo catalitica foram:

Naringina — boa afinidade e contato direto com N9, D10, T34, H122 e Zn301.
Vitexina — interacdo completa com os principais residuos cataliticos.

Acido clorogénico — interagdo direta com o niicleo catalitico.

Rutina — interagdo relevante com N9, D10, T34 ¢ Zn301.

Hesperidina — interagdo relevante com N9, D10, T34 e Zn301.

Catequina — interagdo parcial com N9 e H122.
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4.3 Predicao de Alvos Moleculares (SwissTargetPrediction)

A andlise realizada pelo SwissTargetPrediction demonstrou predominancia de
interacdes potenciais dos fitoquimicos avaliados com enzimas, quinases, liases e
oxidoredutases. Esse perfil ¢ particularmente relevante, uma vez que essas classes proteicas
participam de processos biologicos fundamentais para a sobrevivéncia celular, metabolismo
energético, sinalizacdo molecular e mecanismos de viruléncia microbiana (Nelson; Cox,
2022).

As enzimas constituiram a principal classe de alvos preditos para a maioria dos
compostos analisados. Essas proteinas sdo responsaveis por catalisar reacdes bioquimicas
essenciais relacionadas a sintese de biomoléculas, metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas, além de processos associados a replicacao celular. Em microrganismos patogénicos,
diversas enzimas atuam diretamente na biossintese da parede celular, producdo de fatores de
viruléncia e adaptacdo as condi¢cdes impostas pelo hospedeiro (Brock et al., 2010). Dessa
forma, a capacidade dos fitoquimicos de interagir com enzimas sugere um potencial
mecanismo de agdo capaz de comprometer processos metabolicos indispensaveis para a
sobrevivéncia bacteriana.

As quinases também representaram uma importante categoria de alvos preditos. Essas
proteinas catalisam a transferéncia de grupos fosfato entre moléculas e desempenham papel
central na regulagdo de vias de sinalizacdo intracelular. Em bactérias, sistemas regulatorios
dependentes de fosforilagdo controlam a expressao génica, a resposta ao estresse ambiental, a
formacao de biofilmes e diversos fatores relacionados a patogenicidade (Perego e Hoch, 2002;
Capra e Laub, 2012). A interferéncia nessas vias pode resultar na reducdo da capacidade
adaptativa do microrganismo, tornando-o mais suscetivel as defesas do hospedeiro e a agao de
agentes antimicrobianos.

As liases constituiram outra classe frequentemente identificada. Essas enzimas
participam da quebra ou formagao de ligagdes quimicas sem a utilizagdo de dgua ou processos
oxidativos, desempenhando fungdes importantes em vias metabdlicas relacionadas a produgdo
de energia, biossintese de aminoacidos e metabolismo intermediéario (Nelson e Cox, 2022). A
inibicdo dessas proteinas pode provocar desequilibrios metabolicos significativos,
comprometendo a manutengdo celular e reduzindo a capacidade proliferativa dos
microrganismos.

Outro grupo de destaque foi o das oxidoredutases, enzimas responsaveis pelas reagoes
de oxidagdo e redugdo que sustentam processos fundamentais do metabolismo energético

celular. Essas proteinas participam diretamente da respiragdo celular, da manuten¢do do
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equilibrio redox e dos mecanismos de defesa contra espécies reativas de oxigénio. Em
bactérias patogénicas, a atividade das oxidoredutases estd frequentemente associada a
resisténcia ao estresse oxidativo imposto pelo sistema imune do hospedeiro (Imlay, 2013).
Assim, compostos capazes de interferir nessas enzimas podem comprometer a capacidade
bacteriana de neutralizar danos oxidativos, favorecendo a eliminagdo do patégeno.

Considerando que a proteina LpxR avaliada neste estudo também possui atividade
enzimatica relacionada a modificagdo estrutural do lipopolissacarideo bacteriano (Rutten et al.,
2009), os resultados do SwissTargetPrediction reforcam a hipdtese de que os fitoquimicos
presentes em A. colubrina apresentam afinidade preferencial por proteinas cataliticas
envolvidas em processos essenciais a sobrevivéncia microbiana. Essa caracteristica amplia o
potencial bioldgico desses compostos e sugere que seus efeitos antimicrobianos podem
resultar da atuagdo simultanea sobre multiplos alvos moleculares, reduzindo a probabilidade
de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia e aumentando sua relevancia como
candidatos para futuras investigagdes farmacologicas (Daina, Michielin e Zoete, 2019).

Os resultados sugerem que os compostos avaliados possuem capacidade de modular
diferentes vias metabolicas bacterianas, especialmente enzimas relacionadas ao metabolismo
oxidativo e a manutengao estrutural da membrana externa bacteriana.

A anélise dos graficos obtidos pelo SwissTargetPrediction revelou que os fitoquimicos
presentes em A. colubrina apresentam ampla diversidade de possiveis alvos moleculares,
indicando potencial farmacoldgico multitarget e relevante atividade bioldgica. Observou-se
predominancia de interacdo com classes proteicas relacionadas ao metabolismo celular,
processos oxidativos, transporte de membrana e regulacdo enzimatica, sugerindo que esses
compostos podem atuar em diferentes vias metabolicas bacterianas.

Os compostos catequina (Figura 6), acido galico (Figura 7) e acido siringico (Figura 8),
apresentaram predominancia expressiva da classe /yase, correspondendo a aproximadamente
66,7% e 80% dos alvos preditos, respectivamente. As liases constituem uma importante classe
de enzimas envolvidas na clivagem ou formagdo de ligacdes quimicas sem a participagdo de
reacoes hidroliticas ou oxidativas, desempenhando papel fundamental em vias metabolicas
relacionadas a biossintese de aminoacidos, produgdo de energia e metabolismo intermediario
bacteriano (Nelson e Cox, 2022). Dessa forma, a elevada frequéncia dessa classe de alvos
sugere que esses compostos possam interferir em processos metabolicos essenciais para a
sobrevivéncia microbiana.

Essa hipotese ¢ reforcada por estudos que demonstraram atividade antimicrobiana

significativa para catequina frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Segundo
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Alkufeidy et al. (2024), as catequinas exercem atividade bactericida por meio da
desestabilizacdo da membrana celular, alteragdes na permeabilidade, interferéncia em vias
metabdlicas e inibicdo de enzimas essenciais ao metabolismo bacteriano. De maneira
semelhante, Mita et al. (2025) relataram que catequinas apresentam atividade contra diversos
microrganismos patogénicos, incluindo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, evidenciando seu potencial como agente antimicrobiano de amplo

espectro.

Figura 6 — Grafico dos alvos proteicos preditos para catequina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026).

O acido galico também possui reconhecida atividade antibacteriana. Alavi et al. (2023)
demonstraram que esse composto ¢ capaz de comprometer a integridade da membrana
bacteriana, interferir na atividade de enzimas metabolicas e reduzir a proliferagcdo celular de
diferentes espécies bacterianas. Esses resultados corroboram a predi¢do obtida neste estudo,
sugerindo que a interacao preferencial com enzimas da classe /yase pode contribuir para os

mecanismos antimicrobianos observados experimentalmente.
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Figura 7 — Grafico dos alvos proteicos preditos para acido gélico.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026).

Embora existam menos estudos especificos sobre o acido siringico, pesquisas
envolvendo 4cidos fenolicos estruturalmente relacionados indicam que esses compostos
atuam sobre multiplos alvos intracelulares, incluindo enzimas metabdlicas associadas a
manutengdo da homeostase celular bacteriana (Lobiuc et al., 2023). Dessa forma, a
predominancia de liases observada na predicdo de alvos sugere que a atividade antimicrobiana
do 4cido siringico possa estar relacionada a interferéncia em rotas metabodlicas criticas para a
sobrevivéncia bacteriana, contribuindo para a reducdo da viabilidade celular e para o

comprometimento da adaptacdo do microrganismo ao ambiente do hospedeiro.
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Figura 8 — Grafico dos alvos proteicos preditos para acido siringico.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026).

O 4cido clorogénico (Figura 9) apresentou distribuicdo mais heterogénea entre
enzimas, proteases, quinases e transportadores eletroquimicos, indicando potencial de
interacdo com multiplos sistemas bioldgicos. Resultado semelhante foi observado para morina
(Figura 10), miricetina (Figura 15), quercetina (Figura 14), rutina (Figura 16) e vitexina
(Figura 11), que exibiram diversidade de alvos envolvendo enzimas, quinases, oxidoredutases,
receptores de membrana e proteinas transportadoras. Esse perfil sugere um possivel
mecanismo de agdo multitarget, no qual um mesmo composto ¢ capaz de atuar
simultaneamente sobre diferentes proteinas e vias metabdlicas celulares. Segundo Lobiuc et al.
(2023), compostos fenolicos frequentemente apresentam atividade bioldgica decorrente da
modulagdo de multiplos alvos moleculares, incluindo enzimas metabdlicas, proteinas
regulatérias e componentes da membrana celular. Essa caracteristica pode aumentar a eficacia
bioldgica dos compostos e dificultar o surgimento de resisténcia microbiana, uma vez que o
microrganismo precisaria desenvolver adaptagdes simultdneas em diferentes vias metabolicas

para contornar seus efeitos.



Figura 9 — Grafico dos alvos proteicos preditos para acido clorogénico.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

Figura 10 — Grafico dos alvos proteicos preditos para morina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)
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Figura 11 — Grafico dos alvos proteicos preditos para vitexina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

A hesperidina (Figura 12) demonstrou predominancia de interacdo com liases e
proteinas relacionadas ao transporte eletroquimico, enquanto a naringina (Figura 13)
apresentou afinidade significativa com proteases e oxidoredutases, proteinas diretamente
relacionadas a manutencgao estrutural ¢ ao metabolismo oxidativo bacteriano. Esses resultados
sugerem que ambos os compostos podem interferir em processos celulares essenciais para a
sobrevivéncia e adaptacdo dos microrganismos.

Estudos tém demonstrado que a hesperidina apresenta atividade antimicrobiana contra
diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, atuando por mecanismos que incluem
alteragdes da permeabilidade da membrana celular, interferéncia em processos metabolicos e
comprometimento do transporte de ions e moléculas através da membrana bacteriana
(Vijayakumar, Muhilvannan e Arun Vignesh, 2022). Dessa forma, a predominancia de alvos
relacionados a liases e sistemas de transporte eletroquimico observada neste estudo pode estar
associada a capacidade da hesperidina de afetar rotas metabolicas fundamentais e mecanismos

de homeostase celular.
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Figura 12 — Grafico dos alvos proteicos preditos para hesperidina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

A naringina, por sua vez, tem sido amplamente descrita como um flavonoide com
atividade antibacteriana e antioxidante, capaz de interferir em enzimas relacionadas ao
metabolismo oxidativo e aos mecanismos de defesa celular contra espécies reativas de
oxigénio. Estudos demonstram que esse composto pode modular a atividade de
oxidoredutases e reduzir a capacidade adaptativa de bactérias submetidas a estresse oxidativo,
além de apresentar potencial inibitério sobre enzimas envolvidas na manutengdo da
integridade celular e na viruléncia bacteriana (Cushnie e Lamb, 2011; Xie et al., 2015). Assim,
a predominancia de proteases e oxidoredutases como alvos preditos para a naringina reforca a
hipdtese de que sua atividade antimicrobiana esteja relacionada a interferéncia simultanea em

processos metabdlicos e estruturais essenciais a sobrevivéncia microbiana.
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Figura 13 — Grafico dos alvos proteicos preditos para narigina.
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Fonte: Gréfico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

Esses resultados corroboram a literatura que descreve flavonoides citricos como
moléculas bioativas capazes de atuar sobre multiplos alvos celulares, contribuindo para a
reducdo da viabilidade bacteriana e dificultando o estabelecimento de mecanismos de
resisténcia antimicrobiana (Cushnie e Lamb, 2011).

Entre os flavonoides analisados, a quercetina, miricetina e rutina destacaram-se pela
elevada variedade de classes proteicas preditas, incluindo quinases, oxidoredutases, enzimas e
receptores acoplados a proteina G. Esses resultados sugerem elevada versatilidade
farmacologica e potencial capacidade de interferir simultaneamente em multiplas func¢des
celulares bacterianas.

A quercetina ¢ um dos flavonoides mais estudados quanto a sua atividade
antimicrobiana. Diversos trabalhos demonstram que esse composto ¢ capaz de atuar sobre
multiplos alvos celulares, incluindo enzimas envolvidas na replicagdio do DNA, proteinas
relacionadas ao metabolismo energético, sistemas de sinalizagdo mediados por quinases e
mecanismos associados a formacdo de biofilmes bacterianos. Além disso, sua capacidade de
interferir no equilibrio oxidativo celular contribui para a reducao da viabilidade microbiana e

da expressao de fatores de viruléncia (Cushnie e Lamb, 2011; Xie et al., 2015).



40

Fihura 14 — Grafico dos alvos proteicos preditos para quercetina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

De forma semelhante, a miricetina apresenta atividade antibacteriana associada a
modulacdo de enzimas metabdlicas, oxidoredutases e proteinas envolvidas na manutencdo da
integridade celular. Estudos demonstram que esse flavonoide pode interferir em sistemas de
sinalizagdo intracelular e em enzimas relacionadas a adaptagdo bacteriana ao estresse
oxidativo, comprometendo mecanismos essenciais para a sobrevivéncia microbiana (Semwal

et al., 2016). A presenga expressiva de oxidoredutases e enzimas entre os alvos preditos neste

estudo corrobora os mecanismos de a¢ao descritos para esse composto na literatura.
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Figura 15- Grafico dos alvos proteicos preditos para miricetina.
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Fonte: Gréfico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026).

A rutina também tem sido amplamente investigada por suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Evidéncias experimentais demonstram que esse flavonoide
atua sobre diferentes processos celulares, incluindo enzimas metabolicas, proteinas
regulatdrias e mecanismos relacionados a manutencdo da integridade da membrana celular.
Além disso, a rutina apresenta atividade inibitoria sobre sistemas associados a formagao de
biofilmes e a expressao de fatores de viruléncia bacteriana, caracteristicas frequentemente

relacionadas a sua capacidade de modular multiplos alvos moleculares simultaneamente

(Wang et al., 2021).
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Figura 16 — Grafico dos alvos proteicos preditos para rutina.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

A diversidade de classes proteicas observada para esses trés compostos reforca a
hipdtese de um mecanismo de a¢do multitarget. Segundo Wright (2017), moléculas naturais
capazes de atuar sobre multiplos sistemas celulares apresentam menor probabilidade de
induzir resisténcia microbiana quando comparadas a farmacos direcionados a um unico alvo
molecular. Dessa forma, os resultados obtidos pelo SwissTargetPrediction sugerem que
quercetina, miricetina e rutina possuem elevado potencial farmacologico, atuando
simultaneamente sobre diferentes processos metabdlicos e regulatorios essenciais para a
sobrevivéncia bacteriana.

O 4cido p-cumarico (Figura 17) e o 4cido rosmarinico (Figura 18) apresentaram
distribuicdo relativamente equilibrada entre enzimas, proteases, quinases e transportadores,
indicando possivel atuagdo sobre diferentes processos bioquimicos associados a viruléncia e
adaptagdao bacteriana. Esse perfil sugere um mecanismo de ac¢dao multifatorial, capaz de
interferir simultaneamente em diferentes vias metabolicas e regulatdrias essenciais a
sobrevivéncia microbiana.

O acido p-cumadrico tem sido amplamente descrito como um composto fendlico com

atividade antibacteriana contra diversas bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Estudos
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demonstram que esse composto ¢ capaz de alterar a integridade da membrana celular,
comprometer sistemas de transporte de nutrientes e interferir em processos metabolicos
relacionados a producdo de energia e a manutencdo da homeostase celular. Além disso,
observou-se reducdo da formacgdo de biofilmes e da expressdo de fatores associados a

viruléncia bacteriana, sugerindo atuacao sobre multiplos alvos celulares (Lou et al., 2012).

Figura 17- Grafico dos alvos proteicos preditos para acido p-cumarico.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

O é4cido rosmarinico também apresenta reconhecida atividade antimicrobiana e
antioxidante. Diversos estudos demonstram que esse composto pode interferir em enzimas
relacionadas ao metabolismo energético, modular sistemas oxidativos e reduzir a capacidade
de formacao de biofilmes bacterianos. Adicionalmente, sua acdo sobre proteinas envolvidas
em mecanismos de sinalizagdo celular e resposta ao estresse sugere potencial capacidade de
interferir em processos adaptativos importantes para a sobrevivéncia bacteriana em ambientes

hostis (Kernou et al., 2023).
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Figura 18 - Grafico dos alvos proteicos preditos para dcido rosmarinico.
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Fonte: Grafico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026).

A andlise dos alvos moleculares preditos para a isorhamnetina (Figura 19), revelou
predominancia das classes enzimas e lyases, ambas representando 26,7% dos alvos
identificados. Também foram observadas intera¢des potenciais com transportadores ativos
primarios e quinases (13,3% cada), enquanto oxidoredutases, hidrolases e proteinas da familia
citocromo P450 corresponderam individualmente a 6,7% dos alvos previstos. Esse perfil
indica que a isorhamnetina possui potencial para interagir com diferentes sistemas bioldgicos
envolvidos em processos metabodlicos, transporte celular e regulagdo enzimatica (Daina,
Michielin e Zoete, 2019).

A predominancia de enzimas e liases sugere que a isorhamnetina pode atuar sobre vias
metabolicas essenciais, interferindo na sintese, modificacdo ou degradacdo de biomoléculas
importantes para a manutencao celular. Além disso, estudos demonstram que a isorhamnetina
apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante ¢ moduladora de enzimas relacionadas ao
metabolismo celular e ao estresse oxidativo (Seelinger et al., 2008). A presenca de quinases e
transportadores ativos primdrios entre os alvos preditos indica possivel participagdo em
mecanismos de sinalizagdo celular, homeostase e transporte de substincias através das
membranas biologicas. Em conjunto, esses resultados sugerem que a isorhamnetina apresenta

um perfil farmacoldgico multitarget, caracteristica frequentemente associada a compostos
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naturais capazes de atuar simultaneamente sobre diferentes processos biologicos, aumentando
seu potencial terapéutico e reduzindo a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia

microbiana (Wright, 2017; Lobiuc et al., 2023).

Figura 19 - Grafico dos alvos proteicos preditos para isorhamnetina.
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Fonte: Gréfico gerado pelo SwissTargetPrediction (2026)

A distribuicdo equilibrada de alvos observada para ambos os compostos corrobora os
mecanismos descritos na literatura, indicando que suas atividades antimicrobianas
provavelmente resultam da modulacdo simultinea de multiplas proteinas e vias metabolicas.
Essa caracteristica ¢ frequentemente associada a redugcdo da probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia microbiana, uma vez que dificulta a adaptacdo do
microrganismo a um unico mecanismo de agao (Wright, 2017).

De modo geral, os resultados do SwissTargetPrediction indicam que os compostos
bioativos da casca de A. colubrina possuem potencial para interagir com multiplos alvos
moleculares relevantes, refor¢cando os resultados obtidos nas analises de docking molecular. A
predominancia de interagcdes com enzimas, oxidoredutases, quinases € proteases sugere que
esses fitoquimicos podem comprometer processos essenciais da bactéria 4. paragallinarum,

contribuindo para atividade antimicrobiana promissora.



46

4.4 Predicao Toxicologica

A andlise toxicologica pelo ProTox-III indicou perfil relativamente seguro para a
maioria dos compostos avaliados. Os resultados da vitexina demonstraram auséncia de
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade e carcinogenicidade preditas. Entretanto,
foram observadas possiveis atividades relacionadas a nefrotoxicidade e toxicidade respiratoria
moderada, indicando a necessidade de uma avaliacdo quanto a dose eficiente e suas relagdes
com esses efeitos.

O Quadro 3 apresenta os resultados das predigdes toxicoldgicas dos compostos
naturais selecionados, avaliando diferentes pardmetros de seguranca, incluindo
neurotoxicidade, toxicidade respiratdria, cardiotoxicidade, carcinogenicidade,
hepatotoxicidade e citotoxicidade. De maneira geral, os resultados indicam um perfil
toxicolégico favordvel para a maioria dos compostos analisados, uma vez que todos os 14
compostos apresentaram classificacdo inativa para neurotoxicidade, hepatotoxicidade e
citotoxicidade. Esses achados sugerem baixa probabilidade de ocorréncia de efeitos toxicos
relacionados a danos neuroldgicos, hepaticos ou celulares, representando caracteristicas
desejaveis para candidatos a agentes farmacologicos.

Entre os parametros avaliados, a toxicidade respiratoria foi o efeito adverso mais
frequentemente predito, sendo observada em 10 dos 14 compostos estudados. Em contraste, a
cardiotoxicidade apresentou baixa ocorréncia, sendo predita apenas para isorhamnetina e
naringina. Quanto a carcinogenicidade, resultados positivos foram observados para acido
géalico, miricetina, 4cido p-cumdrico e quercetina, enquanto os demais compostos
apresentaram classificag@o inativa para esse parametro.

Destaca-se ainda que o Acido rosmarinico ¢ o Acido siringico exibiram perfil
totalmente inativo para todos os pardmetros toxicologicos avaliados, evidenciando um
comportamento particularmente promissor sob a perspectiva de seguranca preditiva. Além
disso, a auséncia de predi¢des de hepatotoxicidade e citotoxicidade para todos os compostos
reforca o potencial de seguranca dessas moléculas em relacdo a esses desfechos toxicoldgicos.

De modo geral, embora alguns compostos tenham apresentado atividade em
parametros especificos, principalmente relacionados a toxicidade respiratoria e
carcinogenicidade, a predominancia de resultados inativos nos demais pardmetros sugere um

perfil toxicologico relativamente controlado.

Quadro 3 — Predigao toxicologica
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Composto Neurotoxic | Toxidade | Cardiotoxici | Carcinoge | Hepatoto | Citotoxici
idade respiratori | dade nicidade xicidade | dade
a
Catequina Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Ac. Clorogénico | Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Acido Galico Inativa Ativa Inativa Ativa Inativa Inativa
Hesperidina Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Isorhamnetina Inativa Ativa Ativa Inativa Inativa Inativa
Morina Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Miricetina Inativa Ativa Inativa Ativa Inativa Inativa
Naringina Inativa Ativa Ativa Inativa Inativa Inativa
Ac. p-cumérico | Inativa Inativa Inativa Ativa Inativa | Inativa
Quercetina Inativa Ativa Inativa Ativa Inativa Inativa
Ac. rosmarinico | Inativa Inativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Rutina Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Acido siringico | Inativa Inativa Inativa Inativa Inativa Inativa
Vitexina Inativa Ativa Inativa Inativa Inativa Inativa

Fonte: Dados obtidos no ProTox-3 (2026)

Apesar da predigdo de alguns efeitos adversos em parametros especificos, a
predomindncia de resultados inativos nos principais pardmetros de toxicidade sistémica
sugere um potencial farmacoldgico promissor para aplicacdes futuras. No entanto, esses
achados sao preditivos e reforcam a necessidade de validacdo experimental complementar
para confirmacao da seguranca desses compostos em modelos in vitro e in vivo.

Os resultados obtidos por docking molecular demonstraram que os fitoquimicos
avaliados apresentaram diferentes niveis de afinidade pela proteina LpxR, com energias de
ligacdo variando entre -6,4 e -9,3 kcal/mol. Entre os compostos analisados, o dacido
rosmarinico apresentou a maior afinidade energética, seguido por morina, naringina,
quercetina e rutina. Entretanto, a anélise dos diagramas de interagdo proteina-ligante revelou
que a maior afinidade energética ndo necessariamente correspondeu a melhor ocupacio do
sitio catalitico.

A avaliagdo estrutural dos complexos, considerando os residuos cataliticos descritos
para a LpxR, demonstrou que os compostos: acido clorogénico, naringina, vitexina e acido
gélico apresentaram interacao direta com a regido catalitica formada por Asn9, Asp10, Thr34
e His122, além de interagdes com o centro metalico Zn301. Esses residuos sdo considerados
fundamentais para a atividade enzimatica da LpxR, de modo que a interagao dos ligantes com
essa regido pode indicar potencial interferéncia na funcao catalitica da proteina.

A naringina destacou-se por combinar boa afinidade molecular (-8,1 kcal/mol) com
interagdo direta com os principais residuos do sitio ativo, sugerindo elevado potencial de

inibicdo funcional. A vitexina, embora tenha apresentado afinidade intermediaria (-7,1
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kcal/mol), demonstrou forte complementaridade estrutural com o sitio catalitico, interagindo
com Asn9, Aspl0O, Thr34, His122 e Zn301. De forma semelhante, o acido clorogénico
apresentou interacao direta com os residuos essenciais da cavidade ativa, indicando possivel
capacidade de bloqueio do mecanismo catalitico da LpxR.

A rutina e a hesperidina também apresentaram interagdes relevantes com Asn9, Asp10,
Thr34 e Zn301, sugerindo participagdo importante na estabiliza¢do do complexo no sitio ativo.
J& a catequina apresentou interagao parcial, envolvendo Asn9 e His122, o que indica possivel
contato com a regido catalitica, embora menos abrangente que os demais compostos.

Por outro lado, 4cido rosmarinico, morina, quercetina, miricetina, isorhamnetina, acido
p-cumdrico e acido siringico apresentaram interacdes predominantemente periféricas ou
adjacentes ao sitio ativo, sem contato direto evidente com os quatro residuos cataliticos
classicos. Ainda assim, esses compostos podem contribuir para alteragdes conformacionais ou
estabilizacdo de regides proximas a cavidade ativa, especialmente aqueles com maior
afinidade energética, como o 4cido rosmarinico € a morina.

De modo geral, os resultados indicam que os compostos avaliados apresentam
potencial promissor de interacdo com a LpxR, especialmente aqueles que se ligaram
diretamente aos residuos cataliticos. A presenga de maultiplas ligagdes de hidrogénio,
associada a interacdo com residuos essenciais € com o centro metalico da enzima, sugere que
naringina, vitexina, acido clorogénico, rutina e hesperidina podem atuar como candidatos
mais relevantes para estudos posteriores de inibi¢do da LpxR. Esses achados refor¢am o
potencial dos fitoquimicos de A. colubrina como possiveis agentes antimicrobianos naturais
frente a A. paragallinarum, sendo necessarios estudos complementares in vitro e in vivo para

validacao da atividade biologica observada nas simulagdes in silico.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu avaliar, por meio de abordagens in silico, o potencial
antimicrobiano dos principais fitoquimicos presentes na casca de A. colubrina frente a
proteina LpxR, selecionada como alvo molecular associado a viruléncia de bactérias Gram-
negativas e utilizada como modelo para A. paragallinarum, agente etioldgico da coriza
infecciosa aviaria.

A andlise de docking molecular demonstrou que todos os compostos avaliados
apresentaram capacidade de interagdo com a proteina-alvo, exibindo valores favoraveis de
afinidade de ligacdo. Dentre os fitoquimicos analisados, destacaram-se principalmente o acido
rosmarinico, morina, naringina, quercetina, rutina, hesperidina, vitexina e acido clorogénico,
os quais apresentaram elevada estabilidade nos complexos proteina-ligante e interagdes
relevantes com residuos localizados na regido catalitica da enzima.

A avaliacao estrutural dos complexos revelou que alguns compostos foram capazes de
interagir diretamente com residuos conservados do sitio ativo da LpxR, especialmente Asn9,
Aspl0, Thr34 e His122, considerados essenciais para a atividade catalitica da proteina. Essas
interacdes sugerem potencial capacidade de interferéncia no mecanismo de deacilagdo do
lipidio A, processo importante para a modificacdo do lipopolissacarideo e para a adaptagdo
bacteriana ao ambiente do hospedeiro.

Os resultados obtidos por meio do SwissTargetPrediction indicaram que os compostos
estudados apresentam potencial de interagdo com multiplas classes de proteinas bioldgicas,
especialmente enzimas, quinases, oxidoredutases e liases, evidenciando um perfil
farmacologico diversificado. Além disso, as analises toxicoldgicas realizadas pelo ProTox-II1
demonstraram, de maneira geral, um perfil de seguranca compativel com futuras
investigacdes farmacologicas, embora alguns compostos apresentem potenciais efeitos
adversos que devem ser avaliados experimentalmente.

A associagdo dos resultados de docking molecular, predicao de alvos bioldgicos e
analise toxicologica permitiu identificar a naringina, a vitexina, o dcido clorogénico, a rutina e
a hesperidina como os compostos mais promissores para estudos posteriores, uma vez que
combinaram afinidade molecular satisfatéria com interacdes diretas junto aos principais
residuos cataliticos da proteina.

Dessa forma, os resultados obtidos corroboram o potencial biotecnologico de A.
colubrina como fonte de compostos bioativos com possivel atividade antimicrobiana contra

patogenos aviarios. Embora os dados apresentados sejam provenientes de simulacdes
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computacionais, eles fornecem uma base cientifica consistente para o desenvolvimento de
estudos experimentais in vitro e in vivo que permitam validar a atividade antimicrobiana
desses fitoquimicos e sua aplicacao futura no controle da coriza infecciosa.

Por fim, este trabalho contribui para a ampliacio do conhecimento sobre os
metabolitos secundarios de 4. colubrina, refor¢gando a importancia da prospec¢do de produtos
naturais como alternativa complementar ao uso de antibidticos convencionais € como
estratégia potencial para o enfrentamento da crescente resisténcia antimicrobiana na produgao

avicola.
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