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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DE Ageratum conyzoides L.
SOBRE CEPAS ISOLADAS DE Listeria monocytogenes in vitro

RESUMO - A listeriose, uma doenga grave causada pela bactéria Listeria monocytogenes, é
caracterizada por infecgOes severas em humanos e ruminantes, sendo adquirida
principalmente por ingestdo de alimentos contaminados. Diante do desafio crescente do
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (AMR), hd um interesse significativo da
comunidade cientifica em explorar novas moléculas antimicrobianas naturais. Nesse contexto,
os Oleos essenciais de plantas, conhecidos por suas propriedades terapéuticas, emergem como
potenciais agentes antimicrobianos, despertando interesse para seu uso alternativo ou
complementar aos antibidticos tradicionais. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana, composi¢ao quimica e citotoxicidade do dleo essencial de Ageratum
conyzoides Linnaeus (Asteraceae). As partes aéreas da planta A. conyzoides (folhas e flores)
foram submetidas a hidrodestilacdo em aparelho clevenger acoplado a um banho
ultratermostatico Quimis, extraindo-se o 6leo essencial (OE), isolado com rendimento de
0,7%. O O6leo essencial de A. conyzoides (OEAc) foi posteriormente analisado, e sua
composicdo quimica determinada por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa (GC-
MS). A atividade antimicrobiana, avaliada contra quatro cepas de L. monocytogenes (L.
monocytogenes ATCC 7644 e tr€s cepas de origem alimentar), foi determinada pelo método
de microdiluicao, e o efeito citotéxico do OE foi analisado frente a macréfagos murinos RAW
264.7, utilizando o ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazdlio (MTT). A andlise por GC-MS permitiu a identificacdo de seis componentes
quimicos presentes no dleo essencial de A. conyzoides (100% da composicao quimica total).
Do total de constituintes volateis identificados, dois constituintes, Precocene I (79,85%) e B-
Cariofileno (13,55%), foram identificados como compostos majoritirios. Os demais
componentes foram Acetato de bornila (1,55%), y-Elemeno (2,88%), B-Sesquifelandreno
(1,37%) e B-Nerolidol (0,80%). A andlise da atividade antibacteriana revelou que o OEAc
investigado exibe propriedade antimicrobiana moderada a forte, com valores de Concentragdo
Inibitoria Minima (CIM) variando de 31,25 a 250 pg/mL. Apresentou também significativa
citotoxicidade contra as células RAW 264.7 (CCsp: 35 pg/mL). Assim, dado as suas
propriedades antibacterianas, o Oleo essencial de A. conyzoides mostra-se como uma
promissora nova fonte de antimicrobianos naturais, que auxiliardo no desenvolvimento de
novas alternativas para o tratamento da Listeriose e estratégias inovadoras de enfrentamento a
resistentes antimicrobiana.

Palavras-chave: Ageratum conyzoides, atividade antimicrobiana, 6leo essencial






Xiil

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL FROM Ageratum conyzoides L.
ON ISOLATED STRAINS OF Listeria monocytogenes in vitro

ABSTRACT - Listeriosis, a serious disease caused by the bacterium Listeria monocytogenes,
is characterized by severe infections in humans and ruminants, and is mainly acquired through
ingestion of contaminated food. Faced with the growing challenge of the development of
antimicrobial resistance (AMR), there is significant interest from the scientific community in
exploring new natural antimicrobial molecules. In this context, plant essential oils, known for
their therapeutic properties, emerge as potential antimicrobial agents, arousing interest in their
alternative or complementary use to traditional antibiotics. Therefore, this study aimed to
evaluate the antimicrobial activity, chemical composition and cytotoxicity of the essential oil
of Ageratum conyzoides Linnaeus (Asteraceae). The aerial parts of the A. conyzoides plant
(leaves and flowers) were subjected to hydrodistillation in a Clevenger apparatus coupled to a
Quimis ultrathermostatic bath, extracting the essential oil (EO), isolated with a yield of 0.7%.
The essential oil of A. conyzoides (EOAc) was subsequently analyzed, and its chemical
composition determined by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The
antimicrobial activity, evaluated against four strains of L. monocytogenes (L. monocytogenes
ATCC 7644 and three strains of food origin), was determined by the microdilution method,
and the cytotoxic effect of EO was analyzed against RAW 264.7 murine macrophages, using
the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) colorimetric
assay. GC-MS analysis allowed the identification of six chemical components present in the
essential oil of A. conyzoides (100% of the total chemical composition). Of the total volatile
constituents identified, two constituents, Precocene 1 (79.85%) and p-Caryophyllene
(13.55%), were identified as the majority compounds. The other components were Bornyl
acetate (1.55%), y-Elemene (2.88%), B-Sesquiphellandrene (1.37%) and -Nerolidol (0.80%).
Analysis of antibacterial activity revealed that the investigated OEAc exhibits moderate to
strong antimicrobial property, with Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values ranging
from 31.25 to 250 pg/mL. It also showed significant cytotoxicity against RAW 264.7 cells
(CCso: 35 ug/mL). Thus, given its antibacterial properties, A. conyzoides essential oil appears
to be a promising new source of natural antimicrobials, which will help in the development of
new alternatives for the treatment of Listeriosis and innovative strategies to combat
antimicrobial resistance.

Keywords: Ageratum conyzoides, antimicrobial activity, essential oil
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1. INTRODUCAO

E inegdvel o fato de a medicina moderna estar alicercada no uso de antibiéticos. Pois
permitiram o desenvolvimento e execu¢do de procedimentos médicos complexos, como, por
exemplo, cirurgias invasivas e o tratamento de pacientes com cancer, modificando o
paradigma terapéutico (KAMARUZZAMAN; KENDALL; GOOD, 2017).

Entretanto, devido ao uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, a resisténcia
antimicrobiana (AMR) passou a representar um grande problema para a medicina veterindria
e humana ao tornar estes compostos menos eficazes ou mesmo ineficazes (PALMA;
TILOCCA; RONCADA, 2020). A resisténcia bacteriana configura-se quando o agente
antimicrobiano, em sua dosagem farmacologicamente indicada, ndo atinge concentracao que
consiga inibir efetivamente o crescimento da bactéria ou matd-la (SCHWARZ; LOEFFLER;
KADLEC, 2017). Os antibidticos exercem pressao seletiva sobre as bactérias, selecionando
aquelas que apresentem genes que codifiquem meios de resistir ao efeito bactericida dos
antibidticos. Tornando-as as precursoras das proximas geragdes de bactérias resistentes
(MUNITA; ARIAS, 2016; SCHWARZ; LOEFFLER; KADLEC, 2017). Assim que os genes
para a resisténcia a antibidtico sdo selecionados, os mesmos podem ser transmitidos para
outras bactérias, por divisdo do microrganismo ou transferéncia horizontal de genes
(ALVAREZ-MARTINEZ; BARRAJON-CATALAN; MICOL, 2020).

A listeriose, doenga causada pela bactéria Gram-positiva Listeria monocytogenes,
patégeno intracelular facultativo, caracteriza-se por grave infeccdo em humanos e outras
espécies animais (p. ex. bovinos, ovinos e caprinos) (NIGHTINGALE ez al., 2004). E
adquirida através da ingestdo de alimentos contaminados e afeta principalmente animais
imunocomprometidos, com gestantes, idosos e recém-nascidos como grupos de risco para a
infeccdo. Manifesta-se clinicamente como gastroenterite, meningite, encefalite, infec¢des
uterinas e septicemia (KOTZAMANIDIS et al., 2019; NOORDHOUT et al., 2014).

Diante desse cendrio, hd um significativo interesse da comunidade cientifica na busca
por novas moléculas antimicrobianas, seja para uso terapéutico alternativo ou complementar
aos antibidticos tradicionais (CHANDRA et al., 2017). Sob esta perspectiva, os produtos
antimicrobianos de origem natural, especialmente aqueles obtidos de plantas, suscitam grande
interesse cientifico devido a sua grande variedade quimica e propriedades terap€uticas
intrinsecas, como a baixa toxicidade, elevada eficicia farmacoldgica, além de viabilidade
econdmica (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; SHIN; PRABHAKARAN; KIM,

2018). Os 6leos essenciais (OEs), mistura complexa de metabdlitos secunddrios das plantas e
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encontrado em vdrias partes das mesmas (sementes, flores, folhas, caules, cascas e raizes),
apresentam propriedades antifiingicas, anticancerigenas, antiviral, anti-inflamatéria e
antimicrobiana, sdo potenciais fontes de descoberta de novos compostos bioativos e
desenvolvimento de agentes antimicrobianos (MITTAL; RANA; JAITAK, 2018).

Ageratum conyzoides Linnaeus (1753) (Asteraceae), planta medicinal, nativa da
América tropical, com propriedades analgésicas, antioxidantes, anticancerigenas,
antidiabéticas, antibacterianas, antifingicas, esquistossomicidas, antiprotozodrias, anti-
inflamatodrias e cicatrizantes (JAYASUNDERA et al., 2021; RAFE, 2017), é considerada uma
excelente candidata para investigacdes dos efeitos antimicrobianos de compostos naturais no
controle de infec¢des bacterianas de L. monocytogenes e do processo de desenvolvimento de

resisténcia a antibidticos.
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2. FUNDAMENTA(;AO TEORICA
2.1. Listeriose

2.1.1. Etiologia

Listeria monocytogenes € uma dentre as 26 espécies que constituem o género Listeria
(contando ainda com espécies como L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L.
marthii e L. rocourtiae). L. ivanovii € L. monocytogenes sao as de maior importancia para a
satde animal. L. ivanovii esta relacionada predominantemente a infecgdes em ruminantes, € L.
monocytogenes & associada ao desenvolvimento de doengcas em animais ndo humanos
(predominantemente ruminantes) € humanos (MAFUNA et al., 2022; ORSI; BAKKER;
WIEDMANN, 2011).

E uma bactéria Gram-positiva, ndo formadores de esporos, em forma de bastonete,
com cerca de 0,5 um de largura e 1 — 1,5 um de comprimento, saprotréfica, patogénica
facultativa, ubiqua, que pode ser isolada do solo e da dgua, que, ao entrar em contato com 0
hospedeiro animal, pode gerar grave doenga (SAUER; HERSKOVITS; O’RIORDAN, 2019).
Tem facil disseminacdo por ser um patégeno altamente resistente e adaptivel a condi¢des
ambientais adversas, como alta concentracdo de sal (at¢ 10% de NaCl), ampla faixa de
temperatura (0-45 °C), pH de 4,3 a 9,6, baixa atividade de dgua (Aw de 0,90) e condi¢des de
anaerobiose (RADOSHEVICH; COSSART, 2017; WIKTORCZYK-KAPISCHKE et al.,
2021).

As espécies de Listeria possuem proteinas de superficie especificas, como antigenos
somaticos (O) (separados em 15 subtipos [I — XV]) e flagelares (H) (quatro subtipos [A — D]),
os quais possibilitam a identificacdo imunoldgica e sorotipagem (GORSKI, 2008; LIU, 2006).
Mediante determinagcdo das combinagdes especificas dos antigenos O e H, as cepas de L.
monocytogenes sao divididas em 13 sorotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d,
4e, e 7) (WIKTORCZYK-KAPISCHKE; SKOWRON; WALECKA-ZACHARSKA, 2023),
agrupadas em quatro linhagens filogenéticas (I-IV) (MAURY et al., 2017), seis
genoserogrupos, mais de 170 complexos clonais (CCs) e 300 sublinhagens (SLs) (DISSON;
MOURA; LECUIT, 2021).

Destas, as linhagens evolutivas 1 (1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, e 7) e linhagem II (1/2a, 1/2c,
3a e 3c) (KWONG et al., 2016), ambas de diversas fontes, respondem pela maioria dos
isolados — principalmente isolados humanos (linhagem 1) e alimentares, instalacdes de
processamento de alimentos e de ambientes naturais (linhagem II) (HURLEY et al., 2019;

ORSI; BAKKER; WIEDMANN, 2011). Normalmente os isolados filogeneticamente
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classificados nas linhagens IIl e IV, sdo obtidos de ruminantes, como consequéncia de
possiveis adaptagdes a estes hospedeiros (ORSI; BAKKER; WIEDMANN, 2011).

Cepas bacterianas pertencentes a linhagens I e II, como supracitado, também podem
ser isoladas de animais (CZUPRYNSKI; KATHARIOU; POULSEN, 2010), como
demonstrado por Garcia et al. (2016), ao isolarem duas cepas de L. monocytogenes a partir de
amostras clinicas de bovinos com listeriose entérica: uma do sorotipo 1/2b (linhagem I) e
outra do sorotipo 1/2¢ (linhagem II). Resultados consistentes com os achados de Rocha et al.
(2017), que evidenciaram a capacidade de invasdo e multiplicagdo intracelular em trofoblastos
bovinos por L. monocytogenes ATCC (American Type Culture Collection) 7644 (cepa do
sorogrupo 1/2c, isolada originalmente de humano (DUCEPPE; CARRILLO; HUANG,
2017)).

Em estudo para determinar a prevaléncia de Listeria spp. em ruminantes leiteiros € no
ambiente agricola de fazendas espanholas (10 fazendas de criacdo de bovinos, cinco de ovinos
e quatro de caprinos), durante os anos de 2018 a 2020 (3.251 amostras), Palacios-Gorba et al.
(2021) obtiveram 425 isolados de Listeria spp., com L. innocua (64,7%) como a espécie mais
prevalente, seguida por L. monocytogenes (30,6%). Onde as cepas de L. monocytogenes
pertenciam as linhagens I (70%) e II (30%). Cendario semelhante ao apresentado por
Cardenas-Alvarez et al. (2022), que a partir de dados do sequenciamento do genoma completo
de 73 isolados de L. monocytogenes de casos de listeriose em ruminantes (bovinos [64,4%],
ovinos [23,3%] e caprinos [12,3%]), os caracterizam como pertencentes a trés linhagens
distintas: linhagem I (31,5%); linhagem 1I (53,4%); e linhagem III (15,1%). Ao comparar as
linhagens com as manifestacdes clinicas, notaram ainda que a frequéncia da infeccdo em sua
forma neuroldgicas de apresentacdo foi significativamente maior nas linhagens I e III, e que a
linhagem II estava significativamente associada a infecc¢oes fetais.

De um total de 520 amostras de alimentos analisadas por Bouymajane et al. (2021),
2,9% foram positivas para L. monocytogenes, independe do tipo de alimento avaliado. Dos
isolados, 60% pertenciam ao sorogrupo 1/2a, 1/2c, 3a e 3c; 13,3% pertenciam ao sorogrupo
1/2b, 3b, 4b e 4d; e 26,6% ndo pertenciam a nenhum dos sorogrupos estudados. Os isolados
de L. monocytogenes apresentaram alta resisténcia a amoxicilina/dcido clavulanico (67,0%),
eritromicina (60,0%), sulfametoxazol (40,0%), ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprim
(33,0%), tetraciclina (20,0%), -cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina, amicacina,
estreptomicina e vancomicina (7,0%). Destas, 66,7% das cepas isoladas de L. monocytogenes
eram resistentes a trés ou mais classes de antibidticos (multirresistentes [MDR]). E sensiveis a

penicilina e ao imipenem (100%) (BOUYMAIJANE et al., 2021). Em uma pesquisa anterior,
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Gomez et al. (2014), mediante andlise de 206 isolados de L. monocytogenes, advindos de
produtos alimenticios e de ambientes de processamento de carne, identificaram que as cepas
de L. monocytogenes apresentaram fenétipo de resisténcia a oxacilina (100%) e a
clindamicina (35%). E foram altamente sensiveis a cloranfenicol (100%), ciprofloxacina
(99,5%), tetraciclina (99,5%) e penicilina G (96,1). A resisténcia a um ou dois
antimicrobianos foi detectada em 34,5% dos isolados e a multirresisténcia em 2,9% dos

isolados de L. monocytogenes.
2.1.2. Epidemiologia

L. monocytogenes foi isolado pela primeira vez por E.G.D. Murray, R.A. Webb e
M.B.R. Swann em 1924. E a partir do inicio da década de 1980, ao analisar uma série de
surtos em humanos na América do Norte e Europa, a Listeriose foi reconhecida formalmente
como uma importante infecc@o transmitida por alimentos (LI et al., 2018; MURRAY; WEBB;
SWANN, 1926).

Avaliando o ciclo epidemiolégico da Listeriose humana, entende-se que este
microrganismo € um contaminante comum de uma variedade de produtos alimenticios crus e
processados, incluindo leite e produtos lacteos, produtos a base de carne, ovos, frutos-do-mar,
frutas frescas, vegetais e outros alimentos prontos para o consumo (RTE, do inglés ready-to-
eat) e que a ingestdo de pequenos nimeros de L. monocytogenes ocorre com frequéncia em
populagcdes humanas (FERREIRA ef al., 2014; SCHLECH, 2019; ZHU; GOONERATNE,;
HUSSAIN, 2017).

O ciclo epidemioldgico da Listeriose em ruminantes tem a contaminacao de alimentos
ou racdes de origem vegetal, 4gua e pasto como a principal via de transmissdo. A silagem
pouco acidificada (possibilitando abundante replicagdo bacteriana) representa a principal
fonte de contaminagdo. Os ruminantes (sauddveis ou ndo), ao eliminarem L. monocytogenes
em suas fezes, permitem a contaminacdo e persisténcia bacteriana no ambiente
(NIGHTINGALE et al., 2005).

Dentre os surtos de origem alimentar causados por L. monocytogenes em humanos,
30% podem ser atribuidos ao consumo de carne RTE, por contamina¢do do produto em
diferentes etapas da cadeia produtiva, particularmente carne bovina e suina (DEMAITRE et
al., 2020). Ressalta-se que a maioria dos surtos de Listeriose estd associada ao consumo de
alimentos RTE, por trés fatores, a saber: 1) suportam o crescimento de L. monocytogenes; ii)
sdo consumidos sem receber nenhum tratamento antibacteriano; e iii) tem longa vida util

refrigerada (QUEREDA et al., 2021).



28

Estima-se que esse patégeno cause aproximadamente 1.460 hospitaliza¢des a cada ano
nos Estados Unidos, resultando em 260 mortes. Diversos surtos de Listeriose humana foram
relatados em vdrios paises, incluindo os Estados Unidos, Canadd, Chile, Alemanha, Reino
Unido, Japao, Austrdlia (FERREIRA et al., 2014), Colombia (que até 2018 somou 42 surtos,
com 1.255 pessoas contaminadas) (MUNOZ; RODRIGUEZ, 2021) e Africa do Sul (com o
surto de maior propor¢do ja relatado, no ano de 2018, com 937 casos e 216 mortes)
(QUEREDA et al., 2021).

A European Food Safety Authority (EFSA) informou que em 2013, 1.763 casos
humanos confirmados de Listeriose foram relatados em 27 estados-membros da Unido
Europeia (EU) — 0,44 casos por 100.000 habitantes; em 99,1% dos casos os pacientes foram
hospitalizados; e taxa de mortalidade foi de 15,6% (BUCHANAN et al., 2017).

De 2010 a 2021 os Estados Unidos da América sofreram uma série de 95 surtos de
Listeriose de origem alimentar (1.007 pessoas doentes; 889 hospitalizacdes; e 165 mortes)
(CDC, 2024b). No ano de 2022 o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) relatou
quatro surtos de Listeria ligados a cogumelos, carnes, queijos, sorvete (com 55 pessoas
doentes; 50 hospitalizagdes; e 2 6bitos). J4 em 2023 os géneros alimenticios implicados em
surtos foram saladas embaladas (19 doentes; 18 hospitalizacdes; 0 mortes; distribuidos em 16
estados diferentes do pais); p€ssegos, nectarinas e ameixas (11 doentes; 10 hospitalizacdes; 1
morte; em 7 estados); e sorvete (2 doentes; 2 hospitalizacdes; 0 morte; em 2 estados) (CDC,
2024a).

No Brasil, mesmo com dados limitados sobre a contaminagdo por L. monocytogenes,
pois a Listeriose ndo é uma doenga de notificacdo compulsoria, a ocorréncia deste patdgeno
em carcacas de bovinos, no ambiente de processamento e em seus cortes finais, além de
varios outros alimentos, foi relatada em diferentes regides do Brasil. Com trabalhos
demonstrando a presenca de L. monocytogenes em equipamentos e instalacdes de frigorificos
e produtos carneos no Sul e Sudeste do Brasil (CAMARGO et al., 2017; IGLESIAS et al.,
2017; SANTOS, Jucilene Sena; BIDUSKI; SANTOS, 2021).

2.1.3. Patogenia

L. monocytogenes ao ser ingerida pelos animais, e colonizar o trato gastrointestinal,
pode invadir o tecido intestinal e transpor a barreira gastrointestinal, replicando-se nos
linfonodos mesentéricos, baco e figado mediante transloca¢do bacteriana viabilizada por
macréofagos, causando listeriose invasiva (em suas formas septicémica, feto-materna e/ou

neuroldgica); ou, no limen intestinal, competir com a microbiota e ser eliminado no ambiente
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através das fezes, sem causar sintomatologia aparente em portadores subclinicos ou causar
enterite autolimitada (LECUIT, 2020; WHITMAN et al., 2020).

Determinados grupos de animais, em especial aqueles imunocomprometidos,
estressados, gestantes, jovens e/ou idosos, sdo grupos de risco para a infec¢do por L.
monocytogenes (KUHN; SCORTTI, VAZQUEZ-BOLAND, 2008).

L. monocytogenes invade e prolifera-se no interior de macréfagos e células epiteliais
ndo fagociticas. Sobrevivem ao vacuolo fagossdmico através da secrecdo de uma toxina
formadora de poros (listeriolisina O [LLO]) e duas fosfolipases (PIcA, PlcB) que rompem a
membrana vacuolar, promovendo a translocacdo de L. monocytogenes para o citoplasma da
célula hospedeira (MATLE; MBATHA; MADOROBA, 2020). No citosol a bactéria se
replica rapidamente e ainda adota estratégias para evitar respostas imunes inatas
citoplasmaéticas, dentre elas, a polimerizagdo da actina através de sua proteina de superficie
indutora da montagem de actina (ActA), permitindo a propagacdo da infeccdo de L.
monocytogenes para as células vizinhas por possibilitar a motilidade intracelular desta
bactéria (LECUIT, 2020; PIZARRO-CERDA; COSSART, 2018).

Outro fator determinante da viruléncia bacteriana € o fato de ser formadora de
biofilmes. Considerando que os biofilmes sdo agregados de células bacterianas envolvidos em
uma matriz polimérica extracelular, tal arranjo resulta em vantagens para as bactérias: 1)
protecdo contra compostos presentes no ambiente externo; ii) maior disponibilidade de
nutrientes e coopera¢ao metabdlica entre os microrganismos; € iii) obteng¢do, por transferéncia
horizontal de genes, de caracteristicas genéticas evolutivamente favordveis (por exemplo,
genes de resisténcia a antibidticos) (FERREIRA et al., 2014). Associando o primeiro
elemento benéfico do biofilme e a capacidade de osmoadaptacdo, a L. monocytogenes resiste
a agente sanitizantes, possibilitando sua facil multiplicagio em diferentes superficies,
aumentando a chance de surtos de listeriose por meio de alimentos contaminados (LOPES-

LUZ et al., 2021).
2.1.4. Sinais clinicos

A Listeriose pode se manifestar clinicamente em quatro formas principais: 1) entérica,
2) septicemia, 3) infec¢des do sistema nervoso central (SNC) e 4) infeccdes feto-maternas.
Mesmo infrequente, a disseminagdo sist€émica bacteriana pode ainda afetar outros sitios,
resultando em endocardite, infec¢Oes osteoarticulares, mastite e infec¢des cutineas

(CHARLIER et al., 2014; CZUPRYNSKI; KATHARIOU; POULSEN, 2010).
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Em ruminantes, infeccdo entérica por L. monocytogenes, geralmente resulta em quadro
assintomdtico, com elimina¢do dos microrganismos junto as fezes por logo periodo de tempo
(CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; ZUNDEL; BERNARD, 2006). Quando clinicamente
evidente, os animais afetados podem apresentar letargia, depressdo, decubito com
incapacidade de se levantar, hipertermia, atonia ruminal, anorexia e diarreia mucofibrinosa
(GARCIA et al., 2016).

Assim como em ruminantes, em humanos, a infeccdo gastrointestinal pode ser
assintomdtica. Em caso de apresentacdo clinica, os sinais mais observados sdo leve
gastroenterite autolimitada, febre e diarreia. A bacteremia, em raros casos de complicacdo,
pode ocorrer com pacientes imunossuprimidos. Entretanto, comumente a recuperacdo €
completa (HUANG; LU; YANG, 2023; LEPE, 2020).

Caso supere a barreira gastrointestinal, a L. monocytogenes inicia a fase de bacteremia,
atingindo figado e baco pela corrente sanguinea. Com possivel disseminagdo sistémica e
colonizacio bacteriana de outros 6rgdos, principalmente placenta e sistema nervoso central
(SNC) (BUYCK et al., 2018; DHAMA et al., 2015).

A septicemia em ruminantes tem 0s animais jovens como um grupo de risco, com
hipertermia, anorexia e diarreia como sinais clinicos. Em humanos a listeriose septicémica,
mais comumente associada a infec¢des nesta espécie, pode resultar em complicacdes fatais
(coagulacdo intravascular disseminada e faléncia de multiplos 6rgios) (BAGATELLA;
TAVARES-GOMES; OEVERMANN, 2022).

A L. monocytogenes manifesta um tropismo caracteristico pela unidade feto-
placentdria (KUHN; SCORTTI; VAZQUEZ—BOLAND, 2008). Ha um aumentado do risco de
que mulheres gravidas sejam infectadas por L. monocytogenes, € a imunossupressao durante a
gravidez parece oferecer uma explicacdo para o aumento da suscetibilidade ao patégeno. A
infeccdo materna na espécie humana é geralmente assintomdtica, com aumento das taxas de
aborto, parto prematuro, natimortos e morte fetal (CRAIG er al., 2019; POULSEN;
CZUPRYNSKI, 2013).

Em ruminante a infec¢do materna promove abortos, morte fetal, retengdo placentédria
(terceiro trimestre de gestacdo) e potenciais graves complicacdes para as gestantes (distocia,
metrite e septicemia) (BAGATELLA; TAVARES-GOMES; OEVERMANN, 2022).

Ha ainda riscos a satde dos bebés recém-nascidos, com a listeriose neonatal podendo
ser subdividida em duas formas distintas: 1) de inicio precoce (1-6 dias) e 2) de inicio tardio
(7-28 dias). No primeiro cendrio, acredita-se que os bebés sejam infectados no utero, durante

a fase de bacteremia nas gestantes, por via hematogénica, inalacdo e ingestdo de liquido
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amnidtico infectado. Logo apds o nascimento, o quadro clinico do neonato configura-se por
desconforto respiratério, pneumonia, septicemia e, em circunstancia excepcionais, meningite
e/ou miocardite. A listeriose neonatal de inicio tardio (transmissdo durante o parto ou
nosocomial) € menos habitual e manifesta-se inespecificamente (aproximadamente 14 dias
apés o nascimento) mediante febre, irritabilidade, anorexia, diarreia e letargia
(MADJUNKOV; CHAUDHRY; ITO, 2017; POSFAY-BARBE; WALD, 2009).

A infec¢do do SNC € relatada em muitas espécies, representando um problema
significativo para humanos e ruminantes domésticos. Em ruminantes apresenta elevada
morbidade e mortalidade entre os animais infectados (KOTZAMANIDIS et al., 2019).

Entre as espécies afetadas hd semelhancas quanto as caracteristicas patoldgicas das
lesdes, porém as manifestagdes neuropatoldgicas sao distintas, indicativo de que a resposta do
sistema imunoldgico das espécies hospedeiras ao parasita estrutura-se de maneira diversa
entre as espécies (OEVERMANN et al., 2010).

Neurolisteriose em humanos tem uma maior propensdo a se manifestar como
meningite (inflamacdo das meninges) e meningoencefalite (inflamacdo das meninges e do
tecido cerebral), ao contrdario de apresentacdes clinicas com infeccdo do tronco cerebral
(rombencefalite) e formacdo de abscessos cerebrais. Em contraste, em ruminantes a
rombencefalite € o fenotipo principal, meningite/meningoencefalite sdo formas clinicas raras
(HENKE et al., 2015). Os sinais clinicos, resultado das lesdes do SNC, manifestam-se
tipicamente como déficits unilaterais ou bilaterais (em menor nimero de casos) do tronco
cerebral e dos nervos cranianos (DISSON; LECUIT, 2012). Desenvolvendo assim, déficits
proprioceptivos, caminhada propulsiva, movimentacdo circular, queda ipsilateral da orelha,
palpebra, e 1dbio, mandibula caida, tonus mandibular deficiente, hipersalivacdo, inclina¢ao da
cabeca, nistagmo, anorexia, desidratagcdo, etc. As manifestacdes clinicas variam de acordo
com a localizacdo das lesdes no tronco cerebral e nos nervos cranianos (V-XII) (BOILEAU;

GILLIAM, 2017; OEVERMANN et al., 2010).
2.1.5. Diagnostico

O diagnéstico da infecc@o por L. monocytogenes tem por base a anamnese (para a
determinacdo de fatores epidemioldgicos significativos; por exemplo, sinais neuroldgicos ou
abortivos, onde animais tem alimentacdo a base de silagem, é sugestivos de Listeriose),
sintomatologia clinica, exames laboratoriais auxiliares (citologia, cultura, exame

histopatolégico, testes soroldgicos) e diagnésticos diferenciais (MIDDLETON, 2017).
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O diagndstico laboratorial, com o isolamento do microrganismo, baseia-se no cultivo
de amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue, tecido cerebral, baco, figado, fluido
abomasal, a depender dos sinais clinicos, das lesdes e dos tecidos disponiveis. As amostras
relacionadas a aborto e septicemia podem ser semeadas em agar sangue, dgar sangue seletivo
e dgar MacConkey (aerobiamente, 37 °C por 24 a 48 horas). Isolamento a partir do tecido
cerebral necessita de cultivo enriquecimento a frio (4 °C) e subcultivado semanalmente por
até trés meses (QUINN et al., 2011). A deteccdo de L. monocytogenes por cultura do LCR
tem aplicabilidade limitada, por apresentar capacidade de recuperacdo deficiente do
organismo em bovinos e ovinos e a demora da cultura bacteriana antemortem em relacdo a
duracdo da doenca neuroldgica (NAGY, 2017).

A andlise citolégica do LCR, caracterizada por aumento da concentracdo total de
proteinas (geralmente > 40 mg/dL) e contagem de células nucleadas (geralmente > 12
células/mL), com predomindncia de células mononucleares, ¢ a técnica diagndstica
antemortem que melhor fundamenta o diagndstico presuntivo de listeriose neuroldgica
(BOILEAU; GILLIAM, 2017).

Animais com listeriose neurolégica normalmente apresentam parametros
hematolégicos e bioquimicos séricos dentro dos limites normais. Determinadas condi¢des
resultam em anormalidades desses parametros, a saber, estresse (neutrofilia madura e
linfopenia), desidratacdo (elevadas concentracdes séricas de nitrogénio ureico, creatinina,
fosforo ou proteinas totais ou hematdcrito) ou anorexia (disturbios eletroliticos,
hiperbilirrubinemia). A acidose metabdlica € frequentemente observada em ruminantes com
listeriose, apesar disso, ndo € sinal patognomoOnico, uma vez que ndo se limita a sialorreia
desta condi¢do clinica (MORIN, 2004).

Ha varias técnicas soroldgicas aplicdveis ao diagnéstico da listeriose, tais como, teste
de soroaglutinacao, teste de fixacdo do complemento e ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay). Em exames post mortem, ensaios de PCR (Polymerase Chain Reaction) com
o gene hly, codificador da listeriolisina O, foram eficientes no diagndstico da listeriose ao
amplificarem adequadamente o DNA genOmico bacteriano derivado de amostras extraidas do
tronco cerebral de caprinos e ovinos (HEADLEY et al., 2013a) e do telencéfalo, tdlamo,
medula oblonga e cerebelo de bovinos (HEADLEY et al., 2013b). Entretanto, de modo geral,
em caso de listeriose encefdlica em ruminantes, a sorologia ndo tem aplicacdo na rotina
clinica-diagndstica (BOILEAU; GILLIAM, 2017). A metodologia do uso de PCR conciliada
a imunoensaio com IgG anti-LLO (ELISA) possibilita a deteccdo mais rdpida e eficaz da L.

monocytogenes ainda na fase inicial da infecdo, antes da soroconversdo, quanto em uma fase
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posterior (BRUGERE-PICOUX, 2008). Contudo, normalmente, o imunodiagndstico tem sua
utilidade reduzida, motivado pela ocorréncia de titulos positivos em animais sauddveis e pela

reatividade cruzada com Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Trueperella

pyogenes (NARAYANAN, 2022).
2.1.6. Tratamento, Prevengdo e Controle

As opcdes terapéuticas atuais da Listeriose incluem antimicrobianos e cuidados de
suporte inespecificos e corticoterapia. A Listeriose septicémica, em fase inicial da infecg¢do,
responde a terapia sistémica com ampicilina ou amoxicilina. J4 na infeccdo nervosa o uso de
antimicrobianos tem acao reduzida (WALLAND et al., 2015).

As espécies de Listeria apresentam suscetibilidade a uma ampla gama de agentes
antimicrobianos. Resistentes intrinsecamente ou natural a um nimero limitado de compostos
antimicrobianos, e suscetiveis ou intermedidriamente resistentes a aminoglicosideos,
carbapenémicos, cefotiam, cefoperazona, cefalosporinas de primeira e segunda geracao
(cefaclor, cefazolina), cloranfenicol, dalfopristina/quinupristina, glicopeptideos, lincosamidas,
macrolideos, penicilinas (exceto oxacilina) e tetraciclinas. Desenvolvimento de resisténcia
adquirida a compostos antimicrobianos ¢ um evento raro. No entanto, a pressdo seletiva
imposta pelo uso excessivo de agentes antimicrobianos resultou em membros deste género
adquirindo muta¢gdes no gene alvo e genes codificadores de resisténcia (LUQUE-SASTRE et
al., 2018).

Medidas de controle devem compreender a redugdo ou suspensdo do fornecimento de
silagem de pouca qualidade. E imperativo ainda a minimizacio dos fatores estressores
atuantes na propriedade. E animais infectados devem ser isolados, e o descarte do material

infectante deve ser realizado de maneira adequada (NARAYANAN, 2022).

2.2. Ageratum conyzoides L.

2.2.1. Taxonomia

Classificacao taxondmica do A. conyzoides (CHAHAL et al., 2021; CHO; CHHANG;
KIM, 2016; SIMPSON, 2019):

Dominio: Eukarya

Reino: Plantae

Filo: Spermatophyta

Subfilo: Angiospermae

Classe: Dicotyledonae
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Subclasse: Asteridae

Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Ageratum

Epiteto especifico: conyzoides

Nome da espécie: Ageratum conyzoides

2.2.2. Descricao

O género Ageratum, do qual Ageratum conyzoides faz parte, tem seu nome originado a
partir dos termos gregos, “a” (prefixo gramatical que indica negacdo) e “geras” (significando
"velhice" ou "envelhecimento"), referindo-se desse modo a longevidade das flores das plantas
deste género. Por ter semelhancas com a planta Inula helenium, que tem “kényz” como nome
grego, a denominagdo “conyzoides” foi estabelecida (JOHNSON, 1971; OKUNADE, 2002).
A. conyzoides é tipicamente conhecida como Billy goat weed ou Goat weed na Austrilia;
Manrubio na Colombia; Bokkruid ou Indringer-ageratum na Africa do Sul; Adwolo nos
paises da Africa Oriental; Gundhaubon ou Mahakaua na India; Barba de chivo na Espanha;
Agerato, Camard japé€, Catinga de bardo, Catinga de bode, Erva de Sao Jodo, Maria preta e

Mentrasto no Brasil (VELEZ—GAVILAN, 2022).

2.2.3. Caracteristicas botanicas

A. conyzoides (Fig. 1 e Fig. 2A) € uma pequena planta herbacea tropical, anual, ereta,
pubescente, delgada, ramificagcdes moderadas, que cresce até aproximadamente 1 m de altura.
Raizes fracamente fixadas ao solo, com coloragdo variando de amarela a marrom (Fig. 2B). O
caule (Fig. 2E) € aéreo, cilindrico, recoberto por tricomas (a coloracdo do caule € verde ou
marrom, dependo da idade das plantes, se jovens ou adultas, respectivamente) (SANTOS et

al., 2016).

FIGURA 1 - Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) (ALA, 2023).
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Folhas simples, opostas, pecioladas, verdes, ovais ou romboide-oval, ponta aguda, 1—
10 cm de comprimento e 0,5-7 cm de largura, cobertas por tricomas esbranquicados (pelos
finos e brancos), com margem crenada, nervuras proeminentes, dpice agudo e base oblonga
ou atenuada, glandulares dorsalmente (Fig. 2C). A inflorescéncia (Fig. 2D) contém 30 a 70
flores de cor branca, roxa ou azul claro, dispostas em corimbo terminal de inflorescéncia e sdao
autoincompativeis. O fruto é aquénio, linear-oblongo, 0,15-0,2 cm de comprimento, preto de
angulos agudos (5 angulos), glabro com papo escamoso, facilmente disperso pelo vento e por
animais (CHAHAL er al., 2021; LIM, 2014). As sementes sdo fotoblasticas positivas,
germinando, preferivelmente, em solos imidos e bem drenados, sob temperatura 6tima entre
20-25 °C (KONG, 2006).

A. conyzoides, por evolutivamente apresentar fatores que lhes conferem resisténcia a
doengcas — elevadas taxas de crescimento, ciclos de vida curtos, tolerdncia a fatores
climédticos adversos e alelopatia —, € uma espécie de planta altamente adaptdvel a diversas
condi¢des ecoldgicas e ambientais (KOHLI et al., 2006; PAUL et al., 2022).

il g
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FIGURA 2 - Ageratum conyzoides L. (Asteraceae). (A) Planta em seu habitat; (B) Raiz (ro); (C) Folhas tnicas
(le), face abaxial (ab) e adaxial (ad); (D) Inflorescéncias (flo); (E) Caule (ste) e folhas (le). Barras: B, Ce D =2
cm; E =5 cm (SANTOS et al., 2016).
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2.2.4. Habitat e Distribuicao

Planta nativa da América Central e do Sul, distribuindo-se pelas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Erva daninha com elevada capacidade de invadir e adapta-se a
diferentes ecossistemas. Caracteristica que permitiu a esta planta disseminar-se por varios

paises da Asia, Africa, America e Austrdlia (KAUR ez al., 2023).

2.2.5. Constituintes fitoquimicos

A. conyzoides possui uma ampla gama de metabdlitos secunddrios, distribuidos entre
algumas classes quimicas, incluindo Terpenos (Mono e Sesquiterpenos), Cromenos,
Cumarinas, Flavonoides, Esterois, Acidos Fendlicos e Alcaldides (FAQUETI; SANDJO;
BIAVATTI, 2017; KAMBOJ; SALUJA, 2008; TAMBUNAN; BAHTIAR;
TJANDRAWINATA, 2017).

Foram previamente identificados diversos compostos da classe dos Monoterpenos,
incluindo o/B-pineno, canfeno, Sabineno, a-Terpineno, Limoneno, 1,8-Cineol, Linalol,
Acetato de Bornila e Timol. No que diz respeito aos Sesquiterpenos, destacam-se [/d-
Elemeno, a-Humulene, Germacreno D, Biciclogermacreno, B-Sesquifelandreno, (E)-B-
farneseno, B-Cariofileno, Oxido de cariofileno, (E)-Nerolidol e o/B-Copaeno (KOUAME et
al.,2018; NENAAH; IBRAHIM; AL-ASSIUTY, 2015).

Os Cromenos, que constituem a classe preponderante de compostos no 6leo essencial
de A. conyzoides (OEAc), sdo caracterizados por dois representantes principais: o Precoceno
I, identificado como o componente predominante no 6leo essencial dessa espécie, € o
Precoceno II (ABDELKADER; LOCKWOOD, 2011). Lima et al., (2005), detectaram alta
concentragdo de Precoceno I (95,4%) no OE das folhas de A. conyzoides da regido nordeste
do Brasil. Resultados condizentes com os achados de Padalia, Verma e Sundaresan (2010),
em que o OEAc da regido de Kumaun Himalaya, India, caracterizou-se pela elevada
concentragdo de Cromenos (59,2%) — Precoceno II (42,5%) e Precoceno 1 (16,7%).

Bayala et al. (2014), caracterizando a composi¢do quimica dos OEs de plantas
aromadticas, relataram a presenca de 13 componentes (98,79%) no OEAc. Destaca-se o fato
que a fracdo croménica do OEAc continha Precoceno II, correspondendo a 82,10% da
composicao total. Além disso, em andlises por GC-MS, um total de 43 compostos foram
identificados no OE de A. conyzoides, destes, Precoceno I (26,70%), Germacreno D (16,60%),
B-Cariofileno (15,20%) e Precoceno II (10,70%), foram identificados como compostos

majoritarios (ABDELKADER; LOCKWOOD, 2011).
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2.2.6. Atividades farmacoldgicas

2.2.6.1. Atividade analgésica

Extrato de A. conyzoides (planta inteira) em ensaio com bradicinina (BK II),
neuropeptideo enddgeno implicado na mediacdo da dor no sistema nervoso central de
mamiferos, demonstrou potencial analgésico ao inibir a ligacdo do radioligando ao receptor de
BK II (83 + 6%). Porém, apds a adi¢do de polivinilpirrolidona (PVP) devido a possivel
adsor¢do de compostos polifendlicos por PVP, o extrato perdeu atividade, sugerindo que o
efeito inicial fosse resultado de ligagdo ndo especifica dos taninos. Entretanto, é possivel que
compostos bioativos também tenham sido descartados (SAMPSON et al., 2000).

Extrato etandlico de A. conyzoides (500 mg/kg de peso corporal) apresentou atividade
antinociceptiva significativa (p < 0,001), inibindo 45,18% das contor¢des induzidas por acido
acético em camundongos avaliados (HOSSAIN et al., 2013). Dewan et al. (2013) também
confirmaram o potencial analgésico do extrato etandlico das folhas de A. conyzoides, em
modelo de contor¢des induzidas por dcido acético em camundongos (p < 0,05).

A administracdo intragdstrica do extrato de polimetoxiflavonas de A. conyzoides (100
mg/kg de peso corporal) reduziu significativamente (p < 0,001) as respostas nociceptivas (das
fases neurogénica e inflamatdria) induzidas por formalina, prostaglandina E2 (PGE2) e
citocina pré-inflamatéria (interleucina-1f (IL-1B)) em comparagdo com o grupo controle em

modelo experimental com camundongos (FAQUETI et al., 2016).

2.2.6.2.  Atividade anti-inflamatoria

O extrato hidroalcodlico (HAE) das folhas de A. conyzoides (250 mg/kg de peso
corporal) apresentou efeito antiinflamatério em modelos com ratos com inflamac¢ao subaguda
(granuloma induzido por pellets de algodao), inibindo em 38,8% (p < 0,05) o crescimento do
tecido granulomatoso; e cronica (artrite induzida por formaldeido), com reducdo significativa
(p < 0,05) no volume do edema induzido (MOURA et al., 2005).

Mello et al. (2016), utilizando modelo experimental com ratos, reportaram
propriedades antiinflamatérias do extrato bruto (CE) de A. conyzoides, fracdes obtidas do CE
(fragcdo de etanol (EtOH-F), fracao hexanica (HEX-F), subfracido de acetato de etila (EtOAc-
F) e subfracdo de diclorometano (DMC-F)) e seus compostos isolados (5’-Metoxi nobiletina
(MeONOB), 1,2-benzopirona e eupalestina), frente a mediadores pré-inflamatoérios (IL-17A,
IL-6, TNF, IFN-y e NOx) e enzimas pro-inflamatérias (MPO e ADA). CE, HEX-F, EtOAc-F,
DCM-F, EtOH-F, MeONOB, 1,2-benzopirona e eupalestina reduziram significativamente
MPO (p < 0,05), ADA (p <0,01) e NOx (p < 0,05). CE, EtOH-F, MeONOB, 1,2-benzopirona
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e eupalestina, inibiram significativamente os niveis de IL-17A, IL-6, TNF e IFN-y (p < 0,05).
CE, EtOH-F e 1,2-benzopirona, aumentaram os niveis de IL-10 (p < 0,05).

A atividade anti-inflamatério, mediante inibicdo da NOS, pela fracdo acetato de etila
(CIso: 4,78 ng/mL) e extrato etandlico (Clso: 92,05 ng/mL) de A. conyzoides ja foi relatada
(LEVITA et al., 2021). Os autores atribuiram a atividade inibitéria contra iNOS aos
flavondides identificados no extrato etandlico e fracdo acetato de etila.

Em estudo experimental com ratos com osteoartrite induzida, Bahtiar et al. (2017),
demonstraram que o extrato etandlico de folhas de A. conyzoides € eficiente em prevenir a
inflamacdo e a degradacgdo tecidual. A acdo anti-inflamatério € devido a inibi¢do da citocina
pré-inflamatéria Fator de necrose tumoral-a (TNF-0) por a¢do da Quercetina, membro dos
flavonoides, presente dentre os metabdlitos secundarios do extrato. E mediante a diminui¢do
da expressdo de Metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9), também observada no estudo, ha

reducdo do potencial de destrui¢do do tecido cartilaginoso.

2.2.6.3. Atividade antioxidante

Extrato etandlico de A. conyzoides apresentou atividade antioxidante significativa.
Como atividade eliminadora de radicais livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) do extrato
de A. conyzoides, exibiu 91,72% de inibi¢do dos radicais a 100 ug/mL (Clso: 18,91 pg/mL);
atividade sequestrante de 6xido nitrico (NO) méxima foi 77,55% a 100 pg/mL (Clso: 41,81
pug/mL); capacidade redutora, com absorvancia mdxima foi de 2,011 na concentracdo de 100
pg/mL; e capacidade quelante de fons Fe** a 100 ug/mL de 66,039% (Clso: 74,8 pg/mL)
(HOSSAIN et al., 2013). Jonville et al. (2011), por sua vez, reportaram uma significativa
inibicdo de NO (Clso: 40 pg/mL) pelo extrato diclorometano (DCM) da parte aérea de A.

conyzoides.

2.2.6.4.  Atividade hepatoprotetora

A pré-exposi¢ao aos extratos de acetona e n-hexano de A. conyzoides (planta inteira),
avaliados quanto as propriedades protetoras contra hepatotoxicidade induzida por
acetaminofeno (APAP) em ratos Wistar, reduziu significativamente (p < 0,05) os niveis de
Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), Glutationa-S-transferase (GST) e Malondialdeido
(MDA) e aumentou significativamente Superéxido dismutase (SOD), Glutationa (GSH) e
Tidis totais no tecido hepdtico. Indicando assim, propriedades hepatoprotetora dos extratos

(VERMA et al., 2013).
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Fracdo cloroférmica do extrato metandlico de A. conyzoides (CFAC) (100 e 200
mg/kg) demonstrou efeito protetor frente ao disturbio patologico hepético (necrose com
degeneracdo citoplasmética) induzido por glutamato monossédico (MSG). Reduzindo
significativamente o nivel de MDA elevado pelo tratamento com MSG e aumento
significativo das atividades de SOD e glutationa peroxidase (GSH-Px) no soro quando
comparado com o grupo de ratos Wistar tratado com MSG (OLOWOFOLAHAN;
OLORUNSOGOQO, 2021). inibi¢ao do crescimento de células cancerigenas

2.2.6.5. Atividade anticancerigena

O OE de A. conyzoides mostrou atividade antiproliferativa frente as linhagem celulares
de cancer de préstata humano, LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the prostate) (Clso: 0,35 +
0,03 mg/mL), responsiva a andrégenos e com baixo potencial metastatico, e PC-3 (Clso: 0,49
+ 0,08 mg/mL), insensivel a andrégenos e com alto potencial metastitico; e em ambas as
linhagem de células de glioblastoma humano com dispar sensibilidade a radia¢do, SF-767
(ClIs0: 0,43 £ 0,09 mg/mL) e SF-763 (Clso: 0,38 + 0,06 mg/mL) (BAYALA et al., 2014).

Em investigacdo, avaliando a atividade in vitro dos extratos de éter de petréleo,
acetato de etila, n-butanol, etanol e aquosos de A. conyzoides, foi relatado que o extrato de
éter de petrdleo inibiu significativamente o crescimento das linhagens celulares de carcinoma
gastrico humano (SGC-7901) (0,77 mg/mL), adenocarcinoma de célon humano (HT-29)
(0,60 mg/mL) e leucemia de camundongo (P-388) (0,031 mg/mL); acetato de etila inibiu
significativamente o crescimento das linhagens celulares de carcinoma pulmonar humano de
células ndo pequenas (A-549) (0,25 mg/mL), SGC-7901 (0,57 mg/mL), HT-29 (0,29 mg/mL),
P-388 (0,04 mg/mL), carcinoma de mama humano (MDA-MB-231) (0,25 mg/mL) e
carcinoma de préstata humano (DU-145) (0,07 mg/mL); e extrato de etanol demonstrou
significativa capacidade de suprimir a proliferacdao das linhagens celulares de cancer HT-29
(0,37 mg/mL) e P-388 (0,17 mg/mL) (ADEBAYO et al., 2010).

Lin et al. (2020) demonstraram que flavondides, presentes em A. conyzoides, inibiram
significativamente (p < 0,001) a proliferacdo, invasdo, migracdo e clonalidade de células
HeLla de adenocarcinoma cervical humano in vitro (Clso: 334,171 pg/mL). Em ensaio in vivo,
flavonoéides (400 mg/kg) também suprimiram significativamente (p < 0,001) o crescimento
das células HeLLa do tumor xenoenxertado em camundongos.

A parti¢do n-hexano, subextracdo do extrato bruto de A. conyzoides, foi avaliada em
ensaio in vitro de citotoxicidade contra quatro tipos de linhagens celulares de cancer, a saber,

MDA- MB-231 (modelo celular humano de cancer de mama em ultimo estdgio), 4T1 (modelo
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celular altamente metastatico da glandula maméria de camundongo), T47D e MCF7
(linhagens celulares de cancer de mama dependentes de hormonios). Apresentando alta
citotoxicidade contra MDA-MB-231 (Clso: 2,05 pg/mL) e MCF7 (Clso: 2,11 pg/mL). Em
contraste, esta particdo mostrou baixo efeito citotoxico contra 4T1 (Clso: 265 pg/mL) e T47D

(ClIso: 109,70 pg/mL) (HARIONO et al., 2021).

2.2.6.6.  Atividade antiprotozodria

Em estudo conduzido por Nour et al., (2010), os extratos (n-Hexano, Diclorometano
[CH2Cl2], Acetato de etila [EtOAc], Metanol [MeOH] e MeOH insolivel em CH,Cl,) de A.
conyzoides foram avaliados in vitro. O extrato CH2Cl2 demonstrou significativa atividade
antiprotozodria contra Plasmodium falciparum (cepa KI1 resistente a Cloroquina e
Pirimetamina) (Clso: 7,9 pug/mL), Trypanosoma brucei rhodesiense (formas de corrente
sanguinea) (Clso: 0,78 ug/mL), Trypanosoma cruzi (amastigotas intracelulares) (Clso: 29
ug/mL), Leishmania donovani (amastigotas axénicas) (Clso: 3,4 pg/mL). Com cinco
flavonédides metoxilados como constituintes potencialmente ativos — 5,6,7,8,5-pentametoxi-
3,4-metilenodioxiflavona (eupalestina); 5,6,7,5-tetrametoxi-3,4-metilenodioxiflavona;
5,6,7,8,3,4,5-heptametoxi-flavona (5-metoxinabiletina); 5,6,7,3,4,5-hexametoxi-flavona; e 4-
hidroxi-5,6,7,3,5-pentametoxiflavona (age-conyflavona C).

Extratos etandlicos e aquosos de A. conyzoides (folhas e caules) exibiram atividades
antimaldricas (Clso < 100 pg/mL) contra a cepa de P. falciparum (K1) resistente a Cloroquina.
Com leve atividade do extrato etandlico do caule (Clso: 99,7 = 0,6 ug/mL) e do extrato
aquosos das folhas (Clso: 78,4 = 11,5 pg/mL); j4 o extrato etandlico das folhas de A.
conyzoides foi moderadamente ativo (Clso: 31.4 £ 0.1 pg/mL) (CHANIAD et al., 2022).

A coadministracdo do extrato aquoso de folhas de A. conyzoides (doses de 25, 50 e
100 mg/kg) e Cloroquina (5 mg/kg) apresentou capacidade significativa (p < 0,05) de
potencializar a taxa de supressdo e cura em camundongos infectados com Plasmodium
berghei em niveis superiores aos da Cloroquina sem adjuvantes. Quatro dias apds a
inoculacao de P. berghei, os animais tratados com a associa¢cdo apresentaram taxa de redugdo
na ordem de 87,20%, 91,60% e 98,80%, respectivamente as doses do extrato. No 14° dia de
avaliacdo, A. conyzoides (100 mg/kg)/Cloroquina (10 mg/kg), reduziu a parasitemia para O
células de P. berghei/mL (UKWE et al., 2010).
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2.2.6.7. Atividade antimicrobiana

Em andlise da atividade antibacteriana dos OEs de A. conyzoides das flores e dos
caules das plantas, avaliada pelo método de difusdo em disco e determinacdo de zonas de
inibi¢do (IZ), evidenciou-se moderada atividade dos OEs contra cepas de bactérias gram-
positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 (flor IZ = 12,7 £ 0,0 mm; caule [Z =12 + 0,7
mm), S. aureus USSURMI (isolado clinico do Instituto Pasteur da Costa do Marfim) 524C/13
(flor IZ = 9,7 £ 0,0 mm; caule IZ = 9 £ 0,0 mm) e Enterococcus faecalis USSURMI 469C/13
(flor IZ = 8,3 £ 1,4 mm; caule IZ = 8 = 1,4 mm); e baixa ou insignificante atividade
antibacteriana contra as bactérias gram-negativas Klebsiella pneumoniae USSURMI 444C/13
(flor IZ =7 £ 0,0 mm; caule IZ = 6,7 £ 0,0 mm), Shigella sp. USSURMI 434C/13 (flor IZ =
7,7 £ 0,7 mm; caule IZ = 7,7 = 0,0 mm), Escherichia coli ATCC 25922 (flor IZ = 7,7 + 0,7
mm; caule IZ = 7,3 £ 0,7 mm), Citrobacter koseri USSURMI 745C/13 (flor IZ = 7,3 £ 0,7
mm; caule I[Z = 7,3 £ 0,0 mm) e Enterobacter aerogenes USSURMI 746C/13 (flor IZ = 6,7 +
0,0 mm; caule IZ=7,3 £ 0,7 mm) (KOUAME et al., 2018).

O o6leo essencial, extratos brutos e fragdes de A. conyzoides (partes aéreas)
demonstraram atividades antimicrobianas em ensaios que incluiram Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina (MSSA) (ATCC 25923), S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
(ATCC 33591), E. faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 35657) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). OEAc apresentou
potencial antimicrobiano apenas contra MSSA (Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM)/Concentragdo Bactericida Minima (CBM): 3,75/7,50 pwl/mL). O extrato etandlico bruto
de A. conyzoides foi efetivo frente MSSA (CIM/CBM: 2,5/2,5 mg/mL), MRSA (CIM/CBM:
10/20 mg/mL), K. pneumoniae (CIM/CBM: 5/5 mg/mL) e E. coli (CIM/CBM: 25/25 mg/mL).
Atividade inibitéria da fracdo de acetato de etila de A. conyzoides (EtOAc) contra o
crescimento de MSSA (CIM/CBM: 2,5/5 mg/mL), MRSA (CIM/CBM: 5/10 mg/mL), K.
pneumoniae (CIM/CBM: 2,5/2,5 mg/mL) e E. coli (CIM/CBM: 10/10 mg/mL) foi
demonstrada. Fracdo cloroférmica (CHCI3) foi ativa contra MSSA (CIM/CBM: 20/40
mg/mL) e MRSA (CIM/CBM: 20/40 mg/mL). Por sua vez a fragcdo etandlica (EtOH) foi
efetiva contra MSSA (CIM/CBM: 20/20 mg/mL) e K. pneumoniae (CIM/CBM: 10/20
mg/mL) (TRINH et al., 2020).

O extrato metandlico de A. conyzoides (planta inteira) foi testado em 36 cepas
bacterianas (maioria das quais eram fendtipos multirresistentes (MDR)), incluindo 7 cepas

bacterianas Gram-positivas (S. aureus) e 29 Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa,
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Enterobacter aerogenes, Providencia stuartii, K. pneumoniae e Enterobacter cloacae),
inibindo o crescimento de 69,44% (25/36) das cepas testadas. Os valores de CIM variaram de
256 a 1024 pg/mL, com a efetividade das atividades antibacterianas classificadas entre
moderadas e baixas (VOUKENG; BENG; KUETE, 2016). O crescimento de S. aureus
(ATCC 6538) e E. coli (ATCC 15224) também foi inibido pelo extrato de
Metano/Cloroférmio (M/C) de A. conyzoides, com zonas de inibicdo médias de 19,5 + 2.4

mm e 8,1 £0,5 mm, respectivamente (AKHTAR; IHSAN-UL-HAQ; MIRZA, 2018).

2.2.6.8.  Outras atividades farmacologicas

O dleo essencial de A. conyzoides exibiu efeito inibitorio percentual varidvel (20 a
58%) sobre o crescimento fingico de Aspergillus flavus, dependendo da concentragio
aplicada (0,01 a 30 pg/mL), e inibiu completamente a producdo de Aflatoxina Bl em
concentragdes iguais ou superiores a 0,1 pg/mL (NOGUEIRA et al., 2010).

A atividade inseticida do extrato hexanico de A. conyzoides foi relatada contra adultos
de Rhyzopertha dominica, com mortalidade média de 76,0 £ 2,35% e 88,7 + 1,67%, apés 4 e
24h de exposicao ao extrato, respectivamente (MOREIRA et al., 2007).

O extrato hidroalcodlico das folhas de A. conyzoides (HEACL) apresentou atividade
pediculicida, em avaliacdo de sua efetividade no controle de piolhos hematéfagos Pediculus
humanus capitis. HEACL apresentou atividade correlacionada com as diferentes concentragao
de HEACL testadas (5%, 10%, 15% e 20%), entre as quais, as maiores mortalidades médias
(86,7% e 96,7%), para o periodo de tratamento mais eficaz (45 e 60 minutos), foram
observada na concentragdo de 20% (SHAILAJAN et al., 2013).

Propriedades acaricidas do extrato etandlico das partes aéreas (folhas e caules) de A.
conyzoides foram confirmadas. Promovendo entre 76,7-90% de mortalidade contra carrapatos
Rhipicephalus (Boophilus) microplus adultos, resistentes a compostos acaricidas. Implicando

ainda em reducdo da capacidade de oviposi¢do (7,04-31,3%) (KUMAR et al., 2016).

2.2.7. Atividade toxicolégica

Diallo et al. (2014), em estudo de toxicidade com ratos Wistar (animais de ambos os
sexos, divididos em trés grupos de 8 animais cada), demonstraram que o extrato
hidroalcodlico de A. conyzoides (500 e 1000 mg/kg), em administracao oral subcronica (90
dias), pode induzir a efeitos toxicos para o figado, rins e células sanguineas. Os autores
vinculam tais distirbios aos alcaloides totais de A. conyzoides, especificamente aos alcaloides

pirrolizidinicos.
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Palmer e al. (2019), explorando a atividade toxicoldgica do extrato etandlico de A.
conyzoides, livres de alcaloides pirrolizidinicos, reportaram a auséncia de efeitos mutagénico
ou genotdxico no teste de mutacdo reversa bacteriana, aberracdo cromossomica in vitro em
mamiferos teste, ou teste de microntcleo de camundongo in vivo. Verificaram ainda que o
extrato de A. conyzoides desprovido de alcaloides, administrado oralmente a ratos Hsd.Han
Wistar (500, 1.000 e 2.000 mg/kg, por 90 dias consecutivos), no exame histopatologico, nao
ocasionou degenerag¢do, inflamagao e/ou necrose no figado, pancreas, sistema cardiovascular,
trato digestivo, sistema hematopoiético, sistema nervoso central, etc. Sugerindo que a
presenga de alcaloides pirrolizidinicos € um fator determinante para a toxicidade dos extratos

de A. conyzoides.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L. frente a

cepas de Listeria monocytogenes in vitro.
3.2. Especificos

e Analisar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L.

e Determinar a eficiéncia do 6leo essencial de Ageratum conyzoides L. frente as cepas
de Listeria monocytogenes in vitro.

e Correlacionar os componentes majoritdrios de Ageratum conyzoides L. com a
atividade antimicrobiana proposta.

e Avaliar a citotoxicidade do Odleo essencial de Ageratum conyzoides L. frente a

macréfagos murinos RAW 264.7.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cepas bacterianas e condi¢oes de crescimento

As cepas de Listeria monocytogenes utilizadas neste estudo (L. monocytogenes ATCC
7644 e outras trés cepas de L. monocytogenes isoladas de amostras de sorvete) foram cedidas
pelo Laboratério de Microbiologia de Controle de Qualidade de Alimentos e Agua da
Universidade Federal do Maranhido (UFMA) (Sao Luis, Maranhdo, Brasil). O acesso foi
registado sob o nimero A3FADI1C no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimo6nio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado. O caldo Mueller-Hinton foi utilizado para cultura
de L. monocytogenes de acordo com os padrdes do “Clinical and Laboratory Standards

Institute” (CLSI) MO7-A10 (CLSI, 2015).
4.2. Extracao de 6leo essencial

Amostras de Ageratum conizoydes L., 1.000 g de partes aéreas frescas (folhas e
flores), foram coletadas em marco de 2022 no municipio de Santa Rita, estado do Maranhdo
(MA), regido Nordeste do Brasil (latitude 3°08'37.0"S e longitude 44°19'33.0"W), o acesso ao
espécime foi cadastrado sob o n° AA834D0 no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimo6nio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, com exsicata confeccionada e
depositada no Herbario Mar da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) sob o n° de
registro 9099.

O ¢leo essencial de A. conyzoides foi extraido por hidrodestilacio em aparelho
Clevenger acoplado a um banho ultratermostatico Quimis com temperatura inferior a 12 °C.
As partes aéreas da planta foram trituradas e colocadas em frasco conico adicionado de dgua
destilada ultrapura (3 L). Apds 3 horas de destilacao, o 6leo foi retirado da superficie da dgua,
centrifugado e cuidadosamente separado da dgua adicionando sulfato de sédio anidro (JT
Baker Chemical Co.), armazenado em frasco de vidro sob refrigeracdo (4 °C) e protegido da

luz para anélise posterior.
4.3. Caracterizacao do dleo essencial por GC-MS

Os principais componentes do 6leo essencial foram analisados por Cromatografia
Gasosa-Espectrometria de Massa (GC-MS) com a inje¢do de 1 puL. (Auto Injector AOC-20i)
em um GCMS-QP 2010 Ultra (Shimadzu) equipado com uma coluna capilar Rtx-5MS de
silica (Restek, EUA) 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno revestida com

5%-difenil/95%-dimetil-polissiloxano (espessura do filme de 0,25 pum).
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As defini¢cdes de operacdo da temperatura do forno do GC foram de 60 a 240 °C a 3
°C/min, injetor (1:20 split). As temperaturas da linha de transferéncia e da cimara de
ionizacdo foram de 250 °C e 200 °C, respectivamente. O hélio serviu como gas de arraste a
um fluxo constante de 1 puL/min.

Os espectros de massa foram processados por impacto eletronico a 70 eV com
varreduras automaticas na faixa de massa entre 35 e 400 m/z a 0,30 varreduras/s. Os
componentes do 6leo foram identificados com base no tempo e indice de retencdo linear dos
compostos (série de C8—C28 n-alcanos), associado a interpretacdo e comparagdo dos
espectros de massa apresentados nas bibliotecas de dados da literatura (ADAMS, 2017; NIST,
2011).

4.4. Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do dleo essencial de A. conyzoides frente a L.
monocytogenes foi realizada pelo método de microdiluicdo conforme metodologia adaptada
das normas do CLSI (CLSI, 2015).

Inicialmente, o 6leo essencial extraido foi diluido em dimetilsuféxido (DMSO) a 0,1%
e dgua destilada, obtendo-se uma solucdo estoque (com concentra¢do de 10.000 pg/mL). Para
avaliacdo da CIM foram feitas as seguintes dilui¢des seriadas da solucdo estoque do OEAc:
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 ¢ 7,8 pg/mL.

Posteriormente, para a avaliacdo das propriedades antibacterianas do OEAc e
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), os in6culos de L. monocytogenes
(previamente preparados em caldo Mueller-Hinton e padronizados na concentragdo de 1,5 x
10> UFC/mL) foram inoculados nos pogos das placas de microdilui¢do de 96 pogos. Em
seguida, aliquotas de cada uma das concentracdes do OE foram adicionados aos pocos. Como
padrdo antimicrobiano foi empregado a gentamicina (128 a 1 pg/mL) e solu¢do de DMSO a
0,1% utilizada como controle do diluente. No experimento, foram estabelecidos pardmetros
de controle para andlise comparativa: um grupo experimental com indculo bacteriano e
gentamicina (positivo) e outro com apenas o indculo (negativo).

Apo6s os tratamentos, as placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37 °C % 1
°C durante 24 horas. Transcorrido o tempo de incubagdo, 20 puL de solucdo aquosa de
resazurina 3% foi adicionada a cada um dos po¢os da microplaca, e incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente, para indicacdo da viabilidade dos microrganismos, considerando que
as células viaveis e metabolicamente ativas, reduzem a resazurina a resorufina. A conversao

da resazurina (composto permedavel as células, na cor azul) para a resorufina (forma reduzida,
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na cor vermelha/rosa), correlacionada ao crescimento bacteriano, permite a avaliacdo
bioquimica colorimétrica da atividade do metabolismo celular (PEREIRA et al., 2020;
PRABST et al., 2017). A alteracdo da cor da solucdo nos pogos das placas para a coloracdo
vermelha/rosada, indica crescimento microbiano, demonstrando, no presente experimento, a
inatividade do OE empregado; ji4 a coloracdo azul, representa a acgdo
bactericida/bacteriostética, pois houve inibicao do crescimento bacteriano pelo OEAc. A CIM
do OEAc foi entdo determinada qualitativamente com base na observacdo da mudanga de cor
da resazurina. Onde a CIM foi definida como a concentracdo mais baixa da amostra que
inibiu o crescimento visivel de L. monocytogenes. Todos os testes foram realizados em

triplicatas.

4.5. Avaliacao in vitro da citotoxicidade

A toxicidade do OE de A. conyzoides foi avaliada em macréfagos murinos RAW
264.7 (ATCC® TIB-71™) usando ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT). Este ensaio tem por principio a capacidade da
enzima desidrogenase mitocondrial em células vivas, com metabolismo ativo, de reduzir o sal
de tetrazdlio amarelo (MTT) a cristais de formazan insolivel em dgua e colorido (cor roxo
escuro/purpura). Deste modo, a quantidade de formazan produzida € diretamente proporcional
ao numero de células vidveis, sendo medida por alteracdes na absorvancia das amostras (RISS
et al.,2013; VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011). Para tal avaliacdo, células RAW 264.7 foram
semeadas em placas de cultura de 96 pogos a uma densidade inicial de 2 x 103 células/pogo e
cultivadas em 100 pL. de meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Gibco, Gaithersburg, MD, USA), penicilina (U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), incubadas em estufa a 37 °C, 5% de CO: por 4 horas para
adesdo das células. Apds incubagdo o sobrenadante foi descartado e foram adicionadas as
amostras de OEAc diluidas em meio RPMI suplementado e introduzidas nos poc¢os em
diferentes concentracdes do OE (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800 pg/mL) até o volume
final de 100 pL por pogo, e incubadas por mais 48 horas (37 °C a 5% de CO»).

Para controle de crescimento foi utilizado meio de cultura com suspensdo celular e,
para controle positivo, foi utilizado a gentamicina (64 pg/mL). Apds as 48 horas de exposi¢do
ao OEAc o sobrenadante foi descartado e a viabilidade celular foi medida pelo ensaio MTT.
Solucdo de MTT a 10% (5 mg/mL), diluida em 100 pL de meio RPMI, foi adicionada aos
pocos (100 pL) e, mais uma vez, as placas foram incubadas por 37 °C a 5% de CO: por 4

horas.
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Em seguida, o sobrenadante foi removido e 100 uL. de dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adicionados aos pocos para a dissolugdo dos cristais de formazan resultantes. A
viabilidade celular foi avaliada medindo a absorbancias (densidade 6ptica [DO]) dos pocos
em um comprimento de onda de 550 nm com espectrofotometro de microplacas EIx800
(BioTek), onde os valores de densidades 6pticas obtidos foram convertidos em porcentagem
de viabilidade celular dos macrofagos, calculada em relacdo ao grupo controle (seguindo a
seguinte formula: porcentagem de viabilidade celular (%) = (absorvancia da
amostra/absorvancia do controle) x 100). O experimento foi conduzido em triplicata e a
concentragdo citotoxica de 50% (CCso) foi calculada por regressao ndo linear utilizando a
versao 7.0 do software Graphpad Prism para Windows (GraphPad Software, La Jolla,
California, USA).

4.6. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. E os resultados sao expressos
como média = desvio padrdo (DP). A andlise de varidancia (ANOVA) foi realizada para
comparar a atividade citotoxica do 6leo essencial de A. conyzoides. A compara¢do dos grupos
de tratamento foi baseada no teste de Dunnett, onde consideraram-se estatisticamente
significativas as diferencas com valores de p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram
realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla,

California, USA).
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5.1. Caracterizacao quimica do 6leo essencial de A. conyzoides L.
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O ¢leo essencial das partes aéreas de A. conyzoides foi obtido com rendimento de

0,7% (v/p). A composicdo quimica do dleo essencial de A. conyzoides foi determinada por
GC-MS e os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Compostos presentes no 6leo essencial de Ageratum conyzoides L.

Compostos Classe TR? IR cal. IR lit. Area %
Acetato de bornila Monoterpenos 14.680 1290 1287 1,55
B-Cariofileno Sesquiterpenos 16.653 1422 1417 13,55
Precoceno I Cromenos 17.256 1467 1461 79,85
v-Elemeno Sesquiterpenos 17.634 1341 1335 2,88
B-Sesquifelandreno | Sesquiterpenos 17.908 1528 1521 1,37
B-Nerolidol Sesquiterpenos 18.320 1573 1564 0,80
Total identificado 100

2 Tempo de retengéo; P Indice de retengdo calculado; © Indice de retencdo de acordo com a literatura (ADAMS,
2017; NIST, 2011).

A andlise GC-MS permitiu identificar a presenca de seis componentes quimicos,
compreendendo 100% da composicdo quimica total do dleo essencial de A. conyzoides
(concentracdes apresentadas como porcentagens relativas da drea de cada pico sobre a area
total). Os compostos majoritdrios do O6leos essencial sdo Precoceno I (7-methoxy-2,2-
dimethyl-2H-chromene) (PubChem compound identifier [CID]: 28619), com uma
porcentagem de 79,85%, seguido por P-Cariofileno ((1R,4E,9S)-4,11,11-trimethyl-8-
methylidenebicyclo[7.2.0]Jundec-4-ene) (PubChem CID: 5281515) com 13,55%. Os demais
compostos estiveram presentes em baixas concentragcdes: Acetato de bornila ((1,7,7-trimethyl-
2-bicyclo[2.2.1]heptanyl) acetate) (PubChem CID: 6448) com taxa de 1,55%, y-Elemeno (2-
Isopropenyl-1-methyl-4-(1-methylethylidene)-1-vinylcyclohexane) (PubChem CID: 6432312)
com 2,88%, B-Sesquifelandreno ((3R)-3-[(2S)-6-methylhept-5-en-2-yl]-6-
methylidenecyclohexene) (PubChem CID: 12315492) com 1,37% e B-Nerolidol (1,6,10-
dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, (E)-) (PubChem CID: 8888) com 0,80% (Tabela 1). As
estruturas quimicas dos constituintes isolados sdo mostradas na Figura 3.

Analisando os compostos presentes no OEAc (Tabela 1) é possivel notar que esses
componentes se distribuem entre duas classes, com Chromenos como a classe dominante
(representando 79,85% do OE: Precoceno I) e Terpenos (Monoterpenos e Sesquiterpenes,
somando 20,15%: B-Cariofileno, Acetato de bornila, y-Elemeno, B-Sesquifelandreno e [-

Nerolidol).
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Visivelmente, Precoceno I foi o composto principal do OEAc, observacio consistente
com os resultados do estudo de Melo et al. (2011), onde examinaram os componentes do
OEAc, determinando que os componentes principais eram Precoceno 1 (74,30%) e pB-
Cariofileno (14,23%). Da mesma maneira, Rosdrio et al. (2019) reportaram que os

componentes majoritarios do OEAc eram Precoceno I (92,75%) e B-Cariofileno (5,1%).

Acetato de Bonilha y-Elemeno

FIGURA 3 - Estrutura quimica em 3D dos componentes isolados no dleo essencial de Ageratum conyzoides.
Acetato de bornila (PubChem CID: 6448); B-Cariofileno (PubChem CID: 5281515); Precoceno I (PubChem
CID: 28619); y-Elemeno (PubChem CID: 6432312); B-Sesquifelandreno (PubChem CID: 12315492) e (-
Nerolidol (PubChem CID: 8888). Esferas representam os elementos quimicos: Hidrogénio (brancas), Carbono
(cinza) e Oxigénio (vermelhas) (KIM et al., 2023).

Estudos anteriores relataram a composicio quimica do OEAc de diferentes
localizacdes geograficas. Patil et al. (2010) (Maharashtra, fndia) e Bayala er al. (2014)
(Ouagadougou, Burkina Faso, Africa Ocidental) relataram que o OEAc destas duas
localidades continham Precoceno 1 (52,18% e 82,09%, respectivamente) como componente
principal. Kumar et al. (2016) (Uttar Pradesh, India), por sua vez, relataram propor¢des quase

equivalente entre Precoceno I (22,14%) e Precoceno II (26,66%). Estudo com OE das partes
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aéreas de A. conyzoides, coletadas na cidade de Ibiuna, Sao Paulo, Brasil, mostrou Precoceno
1 (42,78%) e Precoceno II (46,35%) como os maiores constituintes (NOGUEIRA et al.,
2010).

Pintong et al. (2020) (Chiang Rai, Tailandia) observaram quatorze componentes
quimicos, com semelhancas nos seis tipos de 6leos essenciais de A. conyzoides usados na
investigacdo (divididos considerando a partes das plantas usadas: folha ou flor; e cor das
flores: branca, roxa, branca-roxa), mas com diferencas em suas porcentagens. Os principais
componentes incluiram Precoceno I (13,99% - 61,32%), B-Cariofileno (20,09% - 24,67%) e
Precoceno II (0,87% - 47,49%). Além disso, componentes secundarios, incluiram o-
Cariofileno (1,39%-6,62%), Germacreno D (1,48% - 5,64%), Copaeno (0,08% - 0,52%),
Oxido de cariofileno 0,43% - 0,99%) e 6-vinil-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (0,17% -
0,39%).

Esta quimiovariabilidade da composicdo quimica e concentracdo dos composto,
majoritdrio ou minoritario, do OEAc estar associada com a variedade cultivada (fatores
genéticos), estdgio vegetativo da planta, parte da planta coletada, clima (umidade, variacdo de
temperatura e incidéncia de luz solar), dreas produtoras (composicio quimica do solo),
métodos de extracdo e armazenamento, podendo resultar em diferencas na atividade

antimicrobiana do OE (BENDIFALLAH; MERAH, 2023).

5.2. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de A. conyzoides L.

Os resultados da atividade antimicrobiana do OEAc contra quatro cepas bacterianas de

L. monocytogenes (Gram-positivas) sao mostrados na Tabela 2.

TABELA 2 - Atividade antimicrobiana do dleo essencial de Ageratum conyzoides L.

. . . CIM (ng/mL)
N° | Cepas bacterianas Fonte Sorotipo OFAc cp
1 | L. monocytogenes ATCC 7644 | Isolado humano 1/2¢ 31,25 1,0
2 | L. monocytogenes Isolado alimentar ns 250 1,0
3 | L. monocytogenes Isolado alimentar ns 250 1,0
4 | L. monocytogenes Isolado alimentar ns 62,5 1,0

"5 cepa ndo sorotipada. OEAc: Sleo essencial de Ageratum conyzoides. CP: controle positivo (gentamicina).
OEACc inibiu significativamente o crescimento das cepas de L. monocytogenes, com
valor de CIM de 31,25 pg/mL para L. monocytogenes ATCC 7644. Inibiu ainda o crescimento
dos isolados alimentares (CIM: 250, 250 e 62,5 ug/mL) (Tabela 2). De acordo com Holetz et
al. (2002), a ac¢do antimicrobiana pode ser classificada em i) forte (CIM inferiores a 100

ug/mkL); i1) moderada (CIM entre 100 mg/mL e 500 pg/mL); iii) fraca (CIM entre 500 e 1.000
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ug/mL); ou iv) inativa (CIM superiores a 1.000 pg/mL). Considerando esta classifica¢dao, o
OEACc apresentou atividade antibacteriana moderada a forte contra L. monocytogenes.

Precoceno I é, indiscutivelmente, o composto majoritariamente mais comumente
identificado no OEAc (SHARMA; SHARMA, 2001), tem como propriedades biolégicas mais
bem estabelecidas suas atividades hormonais inseticidas e antijuvenis (AMSALEM et al.,
2014; HADIDY et al., 2022), além de esquistossomicida (MELO et al., 2011) e antifungicas
(RAMADAN et al., 2022). Todavia, pesquisas que avaliem a atividade antibacteriana
particularizada do Precoceno I permanecem escassas.

B-Cariofileno, um hidrocarboneto sesquiterpénico (um dos principais grupamentos dos
constituintes dos OEs vegetais), € frequentemente identificado em OEs (SHAH et al., 2020).
Diversas atividades biologicas de B-Cariofileno ja foram reportadas, como, por exemplo,
propriedades anticancerigenas, analgésicas (AMIEL er al., 2012; FIDYT et al., 2016),
antioxidantes, antifingicas e antibacterianas (DAHHAM et al., 2015; NETA et al., 2016).
Segundo Dahham et al. (2015), B-Cariofileno tem efeito antibacteriano evidenciado contra
cepas bacterianas de Bacillus cereus (MTCC 1307), B. subtilis MTCC 6910), E. coli (MTCC
732), K. pneumonia (MTCC 7028), S. aureus (MTCC 7405) e P. aeruginosa (MTCC 4302)
(CIM variando de 3 a 14 uM). Assim como, segundo Perigo et al. (2016), a presenca de [-
Cariofileno foi associada a atividade inibitéria contra E. coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC
6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Corynebacterium xerosis (ATCC 373).
Com atividade antibacteriana mais pronunciada contra bactérias Gram-positivas do que
bactérias Gram-negativas, em ambos os casos. Jadhav et al. (2013) demonstraram a eficiéncia
do OE de Achillea millefolium contra células sésseis e planctonicas de L. monocytogenes
(isolados bacterianos obtidos de ambientes de processamento de alimentos), que conta com
componente majoritirio o Cariofileno (15,9%) e 1,8-Cineol (12%). Similarmente, Silva et al.
(2022), mostraram que o OE de Tetragastris catuaba foi eficiente no controle do crescimento
planctdnico e formagdo de biofilme de E. faecalis (ATCC 29212) e L. monocytogenes (ATCC
7644), porém, seu componente principal, B-Cariofileno (25,6%), ndo apresentou atividade
inibitoria significativa contra L. monocytogenes.

Acetato de Bornila ja demonstrou ter efeitos sedativos (KUNIHIRO et al., 2017), anti-
inflamatdérios e imunomoduladores (YANG et al., 2014; YANG et al., 2018). Runyoro et al.
(2010), avaliando a atividade antimicrobiana do Acetato de Bornila como componente
principal do OE de Ocimum lamiifolium (30,3%), reportaram a efetividade deste composto
frente S. aureus (ATCC 25923) (CIM 1,95 mg/mL), S. epidermidis (ATCC 12228) (CIM 1,75
mg/mL), E. coli (ATCC 25922) (CIM 4,88 mg/mL), E. cloacae (ATCC 13047) (CIM 3,75
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mg/mL), K. pneumoniae (ATCC 13883) (CIM 3,25 mg/mL) e P. aeruginosa (ATCC 227853)
(CIM 2,30 mg/mL). Nao demonstrando eficacia contra espécies fungicas de Candida — C.
albicans (ATCC 10231), C. tropicalis (ATCC 13801) e C. glabrata (ATCC 28838). v-
Elemeno, em estudos anteriores, indicou apresentar forte atividade antileishmania (Clso: 9,82
+ 0.15 pg/mL) (NUNES et al., 2021) e larvicida (LCso: 10,53 pg/mL a 12.18 pg/mL)
(GOVINDARAJAN et al., 2018). Segundo Tyagi et al. (2015), PB-Sesquifelandreno
demonstrou potencial anticAncer. E as atividades antimaldrica (SAITO et al., 2016),
antiesquistossomica (SILVA, Marcos P.N. et al., 2014) e antileishmania (ARRUDA et al.,
2005; CEOLE; CARDOSO; SOARES, 2017) do terpeno Nerolidol foram previamente
evidenciadas.

Autores divergem quanto ao que se deve a efetividade biolégica dos OEs, se
preponderantemente determinada pelos seus compostos majoritarios (BAKKALI ez al., 2008)
ou ao efeito sinérgico entre seus compostos majoritarios e minoritarios (NETA et al., 2016;
NOUR et al., 2010). Contudo, é possivel definir que a atividade antimicrobiana dos OEs
depende de seus constituintes quimicos, grupos funcionais presentes nos componentes ativos
e pelas suas interagdes sinérgicas (TAMOKOU; MBAVENG; KUETE, 2017). Como
resultante desta relacdo, a depender do OE analisado e sobre qual microrganismos € aplicado,
o centro de forca é deslocado para um dos polos (constituintes quimicos majoritdrios
/interagdes sinérgicas), ou mesmo mantido equidistante entre ambos, estabelecendo assim um
equilibrio de forcas.

Devido a intrinseca complexidade dos OEs, € dificil atribuir a a¢do antibacteriana
observada neste estudo a apenas um composto especifico. Componentes em concentragdes
mais baixas podem ser importantes na definicdo da atividade bioldgica do OE, além de
potencialmente atuarem em sinergia com os demais componentes da mistura. Ndo obstante, a
propriedade antibacteriana do OEAc, observada neste estudo, pode ser sugestivamente
atribuida aos componentes Precoceno I e [-Cariofileno, uma vez que o potencial
antimicrobiano destes compostos € documentado, como supracitado, e as suas altas
concentragdes observadas (79,85 e 13,55%, respectivamente).

Dada a natureza dos OEs, ha dificuldade em atribuir a atividade antimicrobiana
exclusivamente a compostos majoritarios ou ao sinergismo entre eles (como anteriormente
mencionado) (MASYITA et al., 2022), com estudos sugerido que a acdo antimicrobiana dos
OEs, quanto mistura complexa, sdo mais eficientes do que formulacdes com apenas os
compostos majoritarios, em concentracdo semelhante a encontrada no OE de origem, ou os

compostos individualizados (MELO et al., 2011; NOUR et al., 2010), o que torna ainda mais
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dificil a tarefa de completamente caracterizar o(s) mecanismo(s) de acdao antimicrobiano. A
composi¢ao quimica complexa dos OEs possibilita que multiplos mecanismos de a¢ido sejam
mobilizados para a efetividade das propriedades antimicrobianas dos OEs (SCHNEIDER et
al., 2023).

O principal mecanismo de a¢do antimicrobiana identificado em OEs estar relacionado
a penetragdo da bicamada fosfolipidica da membrana celular pelos componentes dos OEs,
disfungdo estrutural da membrana celular e prejuizo ao metabolismo celular (ALVAREZ-
MARTINEZ et al., 2021; YOUSEFI; KHORSHIDIAN; HOSSEINI, 2020). A
hidrofobicidade dos OEs tem papel fundamental nesta cascata de eventos, ao permitindo-lhes
penetrar através da membrana celular bacteriana (ERSANLI et al., 2023). As alteragdes da
permeabilidade da membrana, como resultado de mudangas nos canais iénicos (Na*, K*, Ca*?
ou CI"), ocasiona a perda da homeostase microbiana, levando a extravasamento de
constituintes intracelulares vitais, como proteinas, eletrélitos, Adenosina Trifosfato (ATP) e
Acido Desoxirribonucleico (DNA), impossibilitando o normal funcionamento do
metabolismo energético celular, progredindo, em ultima instancia, para a morte da célula
bacteriana (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; GUIMARAES et al., 2019; SILVA,
Bruno Dutra et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana, gracas a excepcional plasticidade genética bacterina, que
permite-lhes responder a uma ampla gama de ameacas ambientais (incluindo antibidticos),
exemplifica a enorme capacidade de evolucdo e adaptagdo natural das bactérias (MUNITA;
ARIAS, 2016; PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020). Sob esta perspectiva, o uso de OEs
¢ promissor, devido a sua propriedade intrinseca de atuacdo sobre multiplos alvos,
desencadeando variados modos de ac@o antibacterianos, pela presenca de metabdlitos
secunddrios estrutural e funcionalmente diversos. Dificultando o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana (ALVAREZ-MARTINEZ; BARRAJON-CATALAN; MICOL,
2020; LANGEVELD; VELDHUIZEN; BURT, 2014; SEUKEP et al., 2020). Varios estudos
demonstraram ainda que OEs usados em associacdo com antibiéticos ampliaram fortemente a
atividade antimicrobiana, evidenciando um efeito sinérgico entre os componentes e atribuindo
aos OEs um papel critico no estabelecimento de novas estratégias de enfrentamento da
resisténcia antimicrobiana (APINUNDECHA et al., 2023; MAJEED et al., 2023; NAFIS et
al., 2021).

Observacdes evidenciaram que os Terpenos (mono e sesquiterpenos) € Cromenos
manifestam propriedades antibacterianas por meio da disrup¢do da permeabilizagdo da

membrana bacteriana (GUIMARAES et al., 2019; HUSSAIN et al., 2020; TAMOKOU;
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MBAVENG; KUETE, 2017; TROMBETTA et al., 2005). Mecanismo de acdo demonstrado
em estudo anterior, onde a interacdo entre o B-Cariofileno (sesquiterpeno) e B. cereus (ATCC
14579) levou a alteracdo da permeabilidade da membrana por modificacdo da carga
superficial das células bacterianas; e inducdo do vazamento do conteudo intracelular (dcidos
nucleicos e proteinas), como resultado da formacdo de poros ndo seletivos (MOO et al.,
2020). Isso posto, especulamos que o mecanismo antibacteriano do OEAc se fundamenta

sobre o extravasamento do contetdo intracelular.

5.3. Ensaio de citotoxicidade do 6leo essencial de A. conyzoides L.

A viabilidade celular foi avaliada através das alteragdes colorimétricas no ensaio MTT
de citotoxicidade, investigando o efeito téxico do OEAc nas células RAW 264.7. Neste
estudo, macréfagos RAW 264.7 foram incubados com diferentes concentracdes de OEAc
(6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800 pg/mL) ou gentamicina (64 pg/mL) como controle
positivo, para o esclarecimento do papel que a concentracio do OEAc desempenha na
citotoxicidade/viabilidade celular. A Figura 4 resume os achados quanto a porcentagem de
viabilidade celular ap6s 48 horas de exposicao ao OEAc. Como mostrado na Figura 4, a
viabilidade celular foi afetada significativamente (p < 0,05) pelo OEAc em concentragdes >

100 pg/mL.
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FIGURA 4 - Efeito do dleo essencial de A. conyzoides na sobrevivéncia celular em macréfagos murinos RAW
264.7 com base em ensaios MTT. As células foram expostas a concentragdes crescentes de OEAC (6,25; 12,5;
25; 50; 100; 200; 400; 800 ug/mL) durante 48 h e a citotoxicidade celular foi medida utilizando o ensaio MTT.
Os dados do ensaio de viabilidade celular MTT sdo expressos como porcentagem de ‘Viabilidade celular (%)’ e
foram calculados dividindo o valor da densidade 6ptica (DO) dos sobrenadantes para cada pogo de tratamento
pela DO média de todos os sobrenadantes correspondentes dos pocos de controlo (x100). Os dados sao
representados como média + desvio padrdo (DP) dos experimentos em triplicatas. Para andlise estatistica,
utilizou-se a One-way ANOV A seguida do teste post hoc de Dunnett. * Diferenca estatistica em relagdo ao
controle negativo, p < 0,05. CN: controle negativo. CP: controle positivo (gentamicina [64 pg/mL]).
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A. conyzoides tem sido tradicionalmente aplicado com objetivos medicinais para o
tratamento de uma vasta diversidade de disturbios clinicos, dado as multiplas atividades
farmacoldgicas observadas em seus dleos essenciais, extratos e fracdes (antibacterianas,
antifungicas, analgésicas, anti-inflamatdrias, antioxidante e antitumoral) (YADAV et al.,
2019). Os Oleos essenciais, por apresentarem componentes bioativos, demonstram
importantes propriedades farmacoldgicas, viabilizando assim a sua utilizacdo como agentes
terapéuticos, entretanto, o nivel de citotoxicidade também deve ser cuidadosamente
considerado para aplicacdo terapéutica segura destes compostos (ANDRADE et al., 2014;
CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; MAN et al., 2019).

No presente estudo, o 6leo essencial apresentou citotoxicidade varidvel quando
tratados em diferentes concentragdes (Figura 4). Na dose de 6,25 pg/mL hd a maior taxa de
viabilidade celular (> 90%) apds 48 horas, mas diminuiu gradual, e significativamente (p <
0,05), para = 10% na concentracdo de 800 ug/mL, manifestando a citotoxicidade dose-
dependente do OEAc.

O OEACc exibiu atividade citotdxica in vitro com valor de CCsp igual a 35 ug/mL. Ao
correlacionar esses dados com a classificagdo de toxicidade de substincias in vitro e in vivo
proposta por Halle e Gores (1987) — estruturada ao comparar a Clsp de determinados
compostos com ao valores de DLsyp (dose letal média) correspondentes, ampliando a
previsibilidade da toxicidade sist€mica in vivo —, o OEAc tem sua toxicidade classificada
como pouco toxica (valores de CCso de 20 a 200 ug/mL).

A citotoxicidade dos 6leos essenciais, determinada pelos seus constituintes quimicos,
exerce sua acdo por meio de mecanismos fisico-quimicos semelhantes aos que possibilitam
sua atividade antibacteriana. A atividade citotéxica dos OEs perante células eucaridticas é
definida pela atuacdo sobre a membrana da célula, causando permeabilizacdo e
despolarizacdo das membranas, desbalanceamento i6nico, resultando em disrup¢ao do
gradiente eletroquimico necessdrio para a producdo energética (ATP) (KHRUENGSAI et al.,
2021; REICHLING et al., 2009).

A atividade citotoxica (como demonstrada frente a macrofagos J774.A1 e peritoneais
murinos), assim como outras propriedades farmacoldgicas, varia a depender das estagdes do
ano em que o material vegetal foi coletado para a extracdo do 6leo essencial, ao implicar em
variacdo dos componentes presentes (CARDOSO et al., 2015). Deste modo, fatores que
impliquem em quimiovariabilidade da composi¢cao quimica do OE (fatores genéticos, estagio
vegetativo da planta, parte da planta coletada, clima, etc.) devem sem uniformizados para uma

maior previsibilidade da citotoxicidade.
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O ¢leo essencial de A. conyzoides, aqui avaliado, apresentou significativa atividade
antibacteriana in vitro contra L. monocytogenes, entretanto, para a aplicacdo do OE ou o
desenvolvimento de novos compostos antibidticos, € fundamental o controle preciso da
concentragdo para obtencdo do potencial antimicrobiano e terapéutico desejado, enquanto se
reduz ao minimo possivel a citotoxicidade.

Conforme os dados observados nesta pesquisa, demonstra-se o potencial do OEAc
como fonte de novos e eficientes medicamentos para o tratamento de infec¢des causadas por
L. monocytogenes. Com essa finalidade, investigacdes adicionais em pesquisas subsequentes,
para elucidacdo farmacoldgica do mecanismo molecular subjacente a atividade antibacteriana
do OEAc contra L. monocytogenes; caracterizacdo conclusiva do(s) composto(s)
biologicamente ativo(s) do material de origem vegetal analisado; avaliacdo de citotoxicidade
dos seus componentes majoritdrios e estudos in vivo para avaliagdo da farmacocinética e

farmacodinamica, sdo imprescindiveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A atividade antimicrobiana do OEAc, revelada pelo presente estudo, foi fortemente
eficiente no controle de L. monocytogenes, o que pode estar relacionado as propriedades
antimicrobianas dos fitoquimicos presentes no OE, como Precoceno I e B-Cariofileno. Estes
resultados ddo suporte a conclusdo de que, mediante a potencial adog¢do do OEAc
(controlando a concentragdo para minimizar a citotoxicidade), € possivel o desenvolvimento
de estratégias antimicrobianas inovadoras e alternativas no enfrentamento de infecgdes
bacterianas com L. monocytogenes como agente etioldgico. Estudos adicionais sdo
necessarios para determinar o mecanismo de acdo molecular, fundamental a propriedade
biologica evidenciada, desempenhado pelos componentes biologicamente ativos, para a

tedrica aplicacdo do OEAc.
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