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COMPOSITION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OILS OF Senecio crassiflorus var. crassiflorus. The
essential oils of leaves, aerial and underground stems of Senecio crassiflorus var. crassiflorus were extracted by hydrodistillation
and their analyses were performed by GC/MS. Qualitative and quantitative differences have been found between the analyzed parts.
The main compounds of the essentials oils of the leaves were found to be oxygenated sesquiterpenes, while the oils from the aerial
and underground stems showed sesquiterpene hydrocarbons as major constituents. Furthermore, the essential oils were tested against

Staphylocccus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Bacillus cereus. The essential oil of the leaves was shown

to be the most active.
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INTRODUCAO

Senecio crassiflorus (Poir.) DC var. crassiflorus (Asteraceae)
é uma erva psamdfila que cresce no litoral sul do Brasil, sendo
conhecida popularmente como macela-graida,' “boleo”? e marga-
rida-das-dunas.? Para esta espécie jd foi descrita a presenca de
sesquiterpendides do tipo isodaucano,* alcaldides pirrolizidinicos®
e o sesquiterpeno germacreno D.°

Virias espécies pertencentes ao género Senecio sao utilizadas
na medicina popular no combate a infecgdes, embora apresentem
toxicidade reconhecida devido a presenca de alcaldides pirroli-
zidinicos.” Uma vez que apresentam uma atividade metabdlica es-
pecial, os vegetais superiores sdo capazes de produzir substancias
antibidticas utilizadas como mecanismo de defesa contra predagio
por microrganismos, insetos e herbivoros.®

O presente trabalho relata a andlise da composi¢do do 6leo
essencial de diferentes 6rgdos vegetais de S. crassiflorus var.
crassiflorus, bem como a avalia¢do de sua atividade antibacteriana.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

Senecio crassiflorus (Poir.) DC. var. crassiflorus foi coletada
em abril de 2006 em Capao da Canoa, RS. A espécie foi identificada
pelo Prof. Dr. N. I. Matzenbacher, do Programa de P6s-Graduagio
em Botéinica da UFRGS. Material testemunha encontra-se deposi-
tado no herbédrio do Departamento de Biologia da UFSM sob o
registro n° SMDB 10132.

*e-mail: berta.heinzmann@gmail.com

Obtencio do dleo essencial

A extrac@o do 6leo essencial das folhas (4,2 kg), caules aéreos
(1,4 kg) e caules rizomatosos (0,5 kg) de S. crassiflorus var.
crassiflorus foi realizada pelo método de hidrodestilacdo, utilizan-
do o aparelho de Clevenger modificado® por 3 h. Os éleos essenci-
ais tiveram os seus volumes determinados para cdlculo do rendi-
mento em relagdo ao material vegetal fresco (% v/m), sendo arma-
zenados em frascos de vidro vedados e conservados a -18 °C até o
momento das andlises.

Identificacio dos constituintes dos 6leos essenciais

As andlises foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM) em um sistema hifenado
Agilent 6890, equipado com um detector seletivo de massas série
5973. Parametros de andlise: split inlet 1:100; gds carreador: He
(ImL/min); coluna capilar de silica fundida HPSMS (Hewlett
Packard, 5% fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm, espessura do
filme: 0,25 um); programa de andlise: 40 °C (Ti) por 4 min, 40-
260 °C, 4 °C/min; temperatura do injetor: 220 °C; temperatura da
interface: 250 °C; energia de ionizacdo: 70 eV; banco de dados:
NIST, 1998.

Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados com
base no indice de retengdo (IR), determinados através da utilizacio
de uma curva de calibragdo de uma série homdloga de n-alcanos
(C4-C,,) injetados nas mesmas condi¢des cromatograficas das amos-
tras e nos modelos de fragmentagdo dos espectros de massas, sen-
do ambos comparados com dados da literatura.'

A concentragdo dos constituintes foi calculada através da drea
integral de seus respectivos picos, relacionada com a drea total de
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todos os constituintes da amostra, obtida pela andlise utilizando o
cromatdgrafo gasoso (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem dos componentes do 6leo essencial dos
diferentes 6rgdos vegetais de S. crassiflorus var. crassiflorus

IR * Componente Folhas Caules Caules
aéreos rizomatosos

1330 d-elemeno - - 0,20
1385 B-burbuneno - - 0,90
1414 [-cariofileno - - 0,70
1451 humuleno 0,55 2,2 2,9
1470 Y-gurjuneno - - 0,80
1471 alo-aromadendreno - 0,33 -
1476 germacreno D 6,1 59 48
1485 B-eudesmano - 2,4 1,9
1491 biciclogermacreno 0,24 0,90 1,1
1494 o-muuroleno 0,34 - -
1503 germacreno A - 0,70 0,70
1514 d-amorfeno 3,8 1,4 3,6
1528 0-cadineno 0,34 3,4 4.1
1533 (Z)-cadina-1,4-dieno - 0,55 1,1
1537 NI - 1,2 1,7
1554 germacreno B 3,0 22 24
1575 germacreno D-4-ol 0,58 0,42 -
1584 o6xido de cariofileno 0,26 - -
1593 NI 0,65 - -
1602 viridiflorol 2,1 - -
1625 1-epi-cubenol 0,59 - -
1643 T-muurolol 25 1,9 2,0
1655 a-cadinol 56 3,6 5,7
1692 NI 0,45 - 0,60
Total identificado 98,9 98,8 97,7

*[ndice de Retencdo Experimental; NI: Composto Nio Identificado

Avaliacio da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais foi avaliada
utilizando a metodologia de microdilui¢do em caldo, com base no
documento M7-A6 (CLSI/NCCLS) para bactérias.!!

Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram ativadas em
agar Mueller-Hinton durante 24 h a 35 + 2 °C.

Ap6s este subcultivo, procedeu-se a padronizacdo do indculo,
que consistiu na preparaciio de uma suspensio bacteriana em sali-
na, cuja turvagio fosse similar ao tubo 0,5 da Escala McFarland (1
x 108 UFC/mL). A seguir, esta suspensao foi diluida a 1 x 10° UFC/
mL em caldo Mueller-Hinton, e volumes de 100 UL foram entdo
homogeneizados nos pogos de uma placa de microtitulacdo, com
100 UL do caldo Mueller-Hinton acrescido de diferentes concen-
tracdes dos dleos essenciais, resultando num indéculo final de 5 x
10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C durante 24 h.

Os dleos foram solubilizados inicialmente em dlcool etilico de
forma a obter-se uma soluc@o estoque de 164 x 10° pg/mL. As
concentragdes finais dos 6leos no meio de cultura foram 8200; 4100;
2050; 1025; 512,5; 256,3; 128,1; 64,1; 32,0; 16,0 pg/mL. Os testes
foram efetuados em triplicata. Como revelador foi utilizado cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazélio.”” O controle negativo foi realizado com
o caldo Mueller-Hinton. O controle positivo foi efetuado com 100
UL do caldo Mueller-Hinton acrescido de 100 UL do indculo
bacteriano padronizado. O controle do produto consistiu em 180
UL do caldo Mueller-Hinton e 20 puL da solugdo estoque. Foram
testadas quatro cepas bacterianas catalogadas e um isolado clinico
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(Tabela 2). O isolamento da cepa de Bacillus cereus foi realizado a
partir de uma cultura de sangue de paciente internada no HUSM
(Hospital Universitdrio de Santa Maria), de 25 anos de idade, do
sexo feminino, com diagndstico de endocardite bacteriana.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) € definida como a
menor concentragdo capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano, nos pocos de microdiluicdo conforme detectado a olho
nu, enquanto que a concentragdo bactericida minima (CBM) € a
menor concentracdo em que o composto é capaz de agir como
bactericida. Apds a leitura da CIM nos pogos onde nado foi observa-
do crescimento bacteriano, realizou-se o repique para placas com
agar Mueller-Hinton. A auséncia de crescimento bacteriano, ap6s
48 h de incubagdo, determinou a CBM.

Tabela 2. Resultados das CIMs e CBMs em pg/mL encontradas
para os Oleos essenciais procedentes das folhas, caules aéreos e
caules rizomatosos de S. crassiflorus var. crassiflorus conforme as
cepas bacterianas ensaiadas

Cepa ATCC Folhas Caules Caules
aéreos rizomatosos

CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Staphylococcus 4100 8200 8200 > 8200 > 8200 > 8200

aureus

ATCC 25923

Escherichia coli > 8200 >8200 > 8200 > 8200 > 8200 > 8200

ATCC 25922

Pseudomonas > 8200 >8200 > 8200 > 8200 > 8200 > 8200

aeruginosa

ATCC 27853

Bacillus cereus 1025 1025 2050 4100 8200 8200

ATCC 14579

Bacillus cereus 2050 >8200 4100 > 8200 8200 8200

isolado clinico

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 6leos essenciais dos trés 6rgdos vegetais de Senecio
crassiflorus var. crassiflorus divergem quanto a sua coloragao, ren-
dimento, composi¢do e atividade antibacteriana. Enquanto que o
rendimento do dleo essencial das folhas, de coloragdo amarela-
clara levemente esverdeada, foi de 0,023%, a extracdo dos caules
aéreos forneceu um dleo de coloragdo amarela-clara, com rendi-
mento aproximado de 0,033%. Ja no caso dos caules rizomatosos,
foi obtido um 6leo de coloragdo amarela muito clara que, devido
ao baixo rendimento, ndo foi quantificado.

Os resultados da andlise da composi¢do quimica dos dleos essen-
ciais de S. crassiflorus var. crassiflorus encontram-se na Tabela 1.

Diferencas quali e quantitativas podem ser observadas nos
constituintes majoritdrios dos dleos essenciais das folhas, quando
comparados aos dleos dos demais 6rgaos vegetais analisados (Ta-
bela 1). Enquanto no 6leo das folhas prevalecem os sesquiter-
pendides oxigenados ¢i-cadinol e T-muurolol (81,0%), nos caules
dereos e rizomatosos predominam os germacrenos D e B,
sesquiterpendides ndo oxigenados (81 e 72%, respectivamente).

Quanto a atividade antibacteriana (Tabela 2), o 6leo essencial
das folhas destaca-se por demonstrar atividade contra um maior
ndmero de microrganismos ensaiados (S. aureus e as duas cepas de
Bacillus cereus), bem como por apresentar valores de CIM e CBM
menores e, portanto, mais efetivos. Esta maior atividade provavel-
mente esteja relacionada a grande quantidade de sesquiterpendides
oxigenados presente neste 6leo essencial. Os dlcoois, a exemplo
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do a-cadinol e do T-muurolol, sio compostos que apresentam
atividade bactericida conhecida frente a células vegetativas, agin-
do como agentes desnaturantes de protefnas, solventes ou agentes
desidratantes.” Segundo Griffin ef al.," os constituintes dos 6leos
essenciais contendo um grupamento fenélico ou alcodlico exibem
efeitos inibitérios mais pronunciados sobre o crescimento micro-
biano, seguidos dos aldeidos e cetonas.

A comparacdo da atividade antibacteriana dos 6leos dos caules
aéreos e rizomatosos (Tabela 2) mostra que o primeiro apresentou
maior atividade contra as duas cepas de B. cereus ensaiadas. Os
resultados indicam que os constituintes menos abundantes devem
ser considerados na atividade antibacteriana destes 6leos, ja que
seus componentes majoritirios sdo os mesmos. Burt" descreveu
que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais constitui um
efeito sinérgico de todos os seus constituintes, e isto deve ocorrer
no caso do dleo dos caules aéreos.

A atividade antimicrobiana do germacreno D, constituinte prin-
cipal do 6leo dos caules aéreos e rizomatosos, ji foi avaliada pelos
métodos de difusdo em dgar'® e microdiluicdo em caldo.'”'® Este
composto apresentou-se inativo em concentragdes de até 5000 pg/
mL frente a diferentes microrganismos, entre eles Escherichia coli
ATCC 25922. O mesmo pode ser evidenciado para os dleos essen-
ciais obtidos a partir dos dois 6rgdos vegetais, que também foram
inativos frente a esta cepa (Tabela 2). O germacreno D € um cons-
tituinte de ocorréncia freqiiente em espécies de Senecio,"” fato que
pode ser explicado por este composto ser considerado um precur-
sor da biossintese de muitos outros compostos de estrutura
sesquiterpendide.' No entanto, este constituinte ndo é adequado
como marcador quimiotaxondmico, uma vez que, além de ser pou-
co abundante em vdrias espécies do género,**' é de ampla distri-
bui¢do na natureza e € instdvel.”> Dados de literatura indicam que
altas temperaturas, como as utilizadas na extragdo dos dleos essen-
ciais por hidrodestilacdo, podem levar a degradagdo do germacreno
D ou induzir um rearranjo molecular, originando outros compos-
tos de natureza sesquiterpenoidica, considerados artefatos.?

O humuleno, que ocorre em maior concentragio nos 6leos dos
caules aéreos e rizomatosos da espécie em estudo, ja foi identifica-
do no dleo essencial das folhas de S. grisebachii Baker.** Para este
composto, bem como para o o-cadinol, constituinte majoritdrio do
dleo essencial das folhas de S. crassiflorus var. crassiflorus a lite-
ratura relata propriedades citotoxicas.>2¢

As propriedades citotoxicas detectadas para os dois compostos
sugerem que estes sejam constituintes ativos dos dleos avaliados
neste estudo. No entanto, o0 mesmo efeito citotoxico, responsdvel
pela atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e/ou de seus
componentes, pode provocar efeitos adversos sobre o trato
gastrintestinal, quando administrados em altas doses por via oral.”

A atividade dos 6leos essenciais provenientes dos trés orgaos
vegetais frente as cepas de B. cereus € um fato a ser considerado,
uma vez que os esporos deste bacilo Gram-positivo constituem célu-
las de resisténcia frente a determinados desinfetantes, anti-sépticos
e aos antimicrobianos.” Quanto ao isolado clinico de B. cereus, este
mostrou-se menos suscetivel ao 6leo essencial das folhas e dos cau-
les, em comparacio a cepa catalogada da mesma bactéria. Estes re-
sultados confirmam sua maior viruléncia e ndo surpreendem, uma
vez que isolados clinicos freqiientemente se mostram resistentes in-
clusive aos antimicrobianos de utilizagéo terapéutica.”

Concentragdes inibitérias minimas de aproximadamente 8000
png/mL para S. aureus ja foram evidenciadas para o dleo essencial
das folhas de S. graveolens Weed.*® Entretanto, a CBM foi muito
superior a encontrada neste estudo para o 6leo essencial das folhas
S. crassiflorus, o que sugere que este possui agdo bacteriostdtica e
bactericida.
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As bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa, ao con-
trdrio das bactérias Gram-positivas utilizadas nos testes, foram re-
sistentes as concentragdes dos trés 6leos testados. Estes resultados
concordam com os existentes na literatura, os quais relatam uma
maior suscetibilidade das bactérias Gram-positivas frente aos ex-
tratos vegetais.'> Segundo Holley e Patel,’’ a membrana dual apre-
sentada pelas bactérias Gram-negativas forma um envelope com-
plexo, protegendo-as contra a a¢do de agentes antimicrobianos. Uma
vez que a caracteristica comum dos compostos voldteis de plantas
€ sua natureza hidrofébica, ndo surpreende que estudos direcionados
a elucidagdo de seu mecanismo de acdo antimicrobiana geralmen-
te indiquem a membrana celular como primeiro alvo.*

O mecanismo de ag¢@o dos compostos terpénicos ndo estd total-
mente elucidado. Alguns estudos indicam que a atividade anti-
bacteriana pode ser conferida pela lipofilia dos hidrocarbonetos de
estrutura terpénica, que permite sua parti¢do nos lipidios da mem-
brana celular, aumentado sua permeabilidade e desestabilizando a
estrutura da célula bacteriana.® Esta propriedade poderia facilitar
a penetracdo de agentes antimicrobianos convencionais no interior
da célula, aumentando assim sua atividade.** No entanto, estudos
realizados por Griffin e al.' indicam que a baixa solubilidade dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos em dgua estaria relacionada a sua
baixa atividade antimicrobiana, enquanto que os sesquiterpendides
oxigenados apresentariam uma maior atividade, explicada pela ca-
pacidade de formar pontes de hidrogénio. Por outro lado, o efeito
de alguns terpendides sobre a captaciio de oxigénio e a fosforilagdo
oxidativa da célula bacteriana também podem concorrer para sua
atividade.

CONCLUSOES

A composicdo do 6leo essencial de Senecio crassiflorus var.
crassiflorus variou conforme a parte do vegetal do qual este foi
obtido. A varia¢do qualitativa e quantitativa foi pequena entre os
6leos obtidos dos caules aéreos e rizomatosos, sendo mais signifi-
cativa quando comparada com o 6leo obtido das folhas.

Os dleos essenciais obtidos dos diferentes 6rgdos vegetais apre-
sentaram atividade antibacteriana diversa. A cepa de B. cereus ATCC
14579 foi a mais suscetivel a acdo antimicrobiana de todos os dleos,
demonstrando maior sensibilidade frente ao 6leo essencial das folhas.
O dleo das folhas foi o que apresentou maior inibigao frente as cepas
Gram-positivas testadas. Ndo foi evidenciada atividade de nenhum
oleo frente as cepas Gram-negativas nas concentragdes testadas, o que
permite aferir-lhes atividade bacteriana de estreito espectro.
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