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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi pesquisar uma possivel agdo antimicrobiana in vitro da Arnica
montana. Foram testadas cepas-padrdo (ATCC) de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Candida albicans pelos métodos de diluicdo seriada
em caldo (Concentracdo Inibitéria Minima) e difusdo em &gar. Extrato etandlico de A. montana foi
empregado nas seguintes concentragdes finais: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 € 0,78 mL/mL,
sendo os testes realizados em duplicata. Nos experimentos de diluicdo em caldo todas as cepas
apresentaram crescimento nas diferentes concentracdes de arnica, com excecdo de B. subtilis frente
a 100uL/mL. Na difusdo em &gar ndo houve inibi¢do de crescimento dos microrganismos testados,
com excec¢do de P. aeruginosa; entretanto, essa bactéria também teve seu crescimento inibido quando
se utilizou disco de papel impregnado somente com etanol. Nas condi¢des experimentais A. montana
ndo demonstrou acdo que possa indicar sua utilizagdo como antimicrobiano.

Palavras-chave: Arnica Montana; Antimicrobiano; Antibiograma.

Abstract

The aim of this work was to search in vitro antimicrobial activity of Arnica montana. It has
been tested standard strains (ATCC) of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis and Candida albicans by broth
serial dilution (Minimal Inhibitory Concentration) and agar diffusion test. Ethanolic extract
of A. montana was used in the following final concentrations: 100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.13;
1.56 and 0.78 mL/mL. All tests were carried out in duplicate. In serial dilution assay all
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strains have presented growth at the different concentrations of A. montana, with exception
of B. subtilis against 100puL/mL. In agar diffusion test did not have inhibition of the
microorganisms, unless P. aeruginosa was tested; however, this bacterium also was inhibited
when only ethanol was used. In these experimental conditions A. montana did not
demonstrate good action against tested microorganisms.

Keywords: Arnica Montana; Antimicrobial activity; Antibiogram.

INTRODUCAO

Plantas com potencial terapéutico séo
empregadas pelo homem desde a antiguidade e tém
se mostrado como uma alternativa & medicina
tradicional (1, 2); portanto, é justificavel a
identificagdo dos componentes ativos e as atividades
bioldgicas das plantas ja em uso (3, 4).

A Arnica montana € uma planta herbacea
perene, de aproximadamente 70 cm de altura, da
familia das Asteraceae e nativa das montanhas da
Sibéria e da Europa Central (1). Atualmente, sua
ocorrénciaespontanea é muito rara, sendo cultivada
em diversos paises, visando sua utilizacdo
terapéutica (1).

Sua atividade regeneradora de tecidos é
conhecida desde tempos remotos e, ainda hoje,
sua utilizagdo € indicada para novos fins
terapéuticos (2, 3). E postulado que a arnica
tenha: 1) acdo analgésica com efeitos no sistema
nervoso central, provavelmente decorrentes da
elevacdo do limiar da dor; 2) anti-inflamatoria, por
bloqueio da liberacdo de histamina, o que
compromete a permeabilidade vascular aumentada
e 3) antiedematosa, pela aceleracdo do tempo de
reabsorcdo do edema (5). No entanto, existem
controvérsias que apontam para a possibilidade de
seu efeito bioldgico se restringir apenas a atividade
antiedematosa (6). Também se questiona sua acéo
analgésica, pois pacientes que sofreram exerese de
molares, ndo mostraram diferencas quando se
comparou 0 emprego de arnica e placebo (7).

O uso topico de arnica é indicado nas
mais diversas enfermidades, particularmente
naquelas com processos inflamatorios associados
(2,5, 6); entretanto, sua utilizagdo sistémica carece
de comprovacdo experimental (2). E defendido
que 0 uso sistémico deva ser restrito, uma vez que
preparacdes da planta apresentam alta toxicidade
e podem provocar irritacdo da mucosa gastrica,
hepatotoxicidade, taquicardia e depressao (8).

Foi demonstrada a agdo antiparasitaria da
arnica, que possui compostos ativos contra
Plasmodium falciparum (9) e com atividade estendivel
ao Tripanossoma brucei e Tripanossoma cruzi (10). A
despeito dessaatividade, pouco temssido investigado
em relacdo a sua atividade frente a patdgenos de
ocorréncia mais comum. Dentre 0s poucos estudos
reportados, sua agdo foi avaliada contra
microrganismos orais e foi verificada uma inibi¢do
moderada de algumas espécies de estreptococos
cariogénicos (11). Como as comunidades médica e
veterindria tém assistido a um crescimento nas
taxas de resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos e a uma necessidade veemente de
novas moléculas terapéuticas, o objeto central desse
estudo foi a pesquisa experimental da atividade
antimicrobiana de Arnica montana frente cepas-
padrdo bacterianas e de Candida albicans.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos

A atividade antimicrobiana da A. montana
foi testada em cinco espécies de bactérias:
Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC-27853), Enterococcus faecalis (ATCC-
29212), Escherichia coli (ATCC-25922) e Bacillus
subtilis (ATCC-6633), e um fungo, Candida albicans
(NTCC-10231). A selecdo dos microrganismos
baseou-se em experimentos similares realizados
por outros pesquisadores (4, 12-14). Todos o0s
testes foram realizados em duplicata.

Tintura-mae de arnica
Foi utilizado extrato etandlico comercial

de arnica, proveniente do Laboratério Boiron
(Franca). A tintura-mae é obtida a partir de uma
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mistura de agua e &lcool, na qual plantas frescas
totais sdo maceradas por um periodo de 10 a 21 dias,
paraaliberacdo dos principiosativos. Apds prensagem
e filtracdo, sdo realizados testes pelo laboratdrio,
quanto a acdo da tintura-mée assim obtida (15).

Concentragdo inibitéria minima (CIM) /
Concentracdo bactericida minima (CBM)

A CIM foi determinada através de testes de
diluicdo seriada em caldo. O indculo constituiu-se de
coldnias de bactérias, incubadas por 24--48 horas em
Brain Heart Infusion Agar (BHI-Difco), diluidas em
solucdo fisiolégica 0,85% e a concentracdo da
suspensdo ajustada ao tubo 0,5 da Escala de Mc
Farland (4, 11, 16). O crescimento de C. albicans foi
obtido em Sabouraud Dextrose Agar (Difco) (4). Os
ensaios de diluicdo em caldo foram realizados
empregando-se Mieller Hinton Broth (Difco) para o
crescimento de bactérias (11, 16) e Sabouraud Dextrose
Broth (Difco) (4) para C. albicans, sem adigcdo de
solugdes-tampéo (4, 11, 16). A tintura-mée de arnica
foi diluida de forma a se testar as seguintes
concentragdes finais: 100,00puL/mL; 50,00uL/mL;
25,00uL/mL; 12,50pL/mL; 6,25uL/mL; 3,13uL/
mL; 1,56uL/mL e 0,78uL/mL.

Realizagéo do teste

Uma vez que ndo ha padronizagdo para a
deteccdo de sensibilidade dos microrganismos a
extratos de plantas, adaptou-se o que ha descrito na
literatura na realizacdo deste projeto (4, 11, 16).
Utilizaram-se oito tubos contendo caldo Mieller
Hinton, nos quais foram realizadas diluicGes seriadas
narazéo de 1:2. No primeiro tubo foram distribuidos
4,0mL do meio e nos demais 2,0mL. Adicionou-se ao
primeirotubo 0,4mL de tintura-méae de Arnicamontana
e, ap6s homogenizacdo, transferiu-se 2,0 mL ao
segundo tubo e assim sucessivamente até o oitavo,
obtendo-se entdo as concentragdes de arnica (16)
referidas acima. Mais dois tubos foram empregados,
no nono foi adicionado meio de cultivo e 100puL/mL
de élcool etilico de cereais 70% (diluente da tintura
de arnica) e no décimo apenas o meio de cultivo, para
controle positivo do crescimento microbiano (11,
16). A cada um dos tubos foram adicionados 10uL/
mL do in6culo do microrganismo (16). As bactérias
e fungos foram incubados a 37°C respectivamente,
durante 24 e 48 horas (4, 11, 16).

A CIM foiamenor concentracdo dearnica
que inibiu o crescimento visivel (turvagédo do meio
de cultivo) (4, 16). A CBM foi determinada
semeando-se a suspensao de cada um dos tubos do
teste de CIM aonde o crescimento bacteriano foi
inibido em agar BHI e incubando-se este material
pelo periodo ja referido; a auséncia de crescimento
indicou acdo bactericida efetiva (16).

Difusdo em &gar

O indculo, as diluicbes de arnica, a
temperatura e 0s tempos de incubacdo foram os
referidos anteriormente; os meios de cultivo foram
os citados, entretanto na forma de &gar.

Realizagdo do teste

Este teste foi realizado segundo a técnica
de Kirby & Bauer, na qual discos impregnados
com a droga a ser ensaiada sdo colocados sobre
umaplacade Petricom agar, onde 0 microrganismo
a ser testado foi semeado (17).

Suspensdo de microrganismos, ao tubo 0,5
daescalade Mc Farland, foi espalhadasobre asuperficie
do 4gar com auxilio de swab estéril; apds 15 minutos,
foram adicionados discos de papel impregnados com
as diluicdes de arnica (17). Discos estéreis de papel de
filtro (didmetro de 6,3mm) foram embebidos, por
cinco vezes consecutivas, com as diferentes diluicoes
datintura-mae (16). Entre cadaum dos procedimentos
foi permitida a evaporagao do solvente a temperatura
ambiente, com excec¢do da Ultima, quando os discos
foram aplicados Gmidos sobre a superficie do agar
(16). A semelhanca do descrito para o teste de diluicdo
em caldo, utilizou-se um disco contendo apenas
alcool etilico de cereais 70%. As placas de bactérias e
fungos foram incubadas a 37°C respectivamente,
durante 24 e 48 horas (4, 11, 16).

Aleiturafoirealizadamedindo-se o didmetro
do halo de inibigdo da droga. Executaram-se provas
com antimicrobianos comerciais, como controle da
sensibilidade dos microrganismos empregados.

RESULTADOS

No teste de CIM, verificou-se que, com
excecdo de B. subtilis frente a 100puL/mL, nédo
houve inibicdo dos microrganismos as concentragdes
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de arnica testadas (Tabela 1). A CBM minima, nesse caso, coincidiu com a CIM, pois quando a suspensao
desse tubo foi semeada em agar BHI, ndo ocorreu crescimento.

TABELA 1 - Comportamento de microrganismos frente diferentes concentracdes
de Arnica montana, em teste de Concentragdo Inibitéria Minima

Concentracgdes de Arnicamontana
Micror- 100pL  50pL 25puL 125uL  6,25pL  3,12pL 1,56 UL
ganismos  /mL /mL /mL /mL /mL /mL /mL /mL

0,78uL  Alcool
Etilico 70%

B. subtilis -
E. faecalis +
S. aureus aF
P. aeruginosa ~ +
+
+

o+ o+

+

E. coli
C. albicans

+ 4+ 4+ 4+ + +
+ o+ o+ +
+ 4+ 4+ 4+ + +
+ o+ o+ 4+ o+ o+
+ 4+ 4+ 4+ + +
+ 4+ 4+ 4+ + +
+ o+ + o+ + o+

*Crescimento: +; Auséncia de crescimento: -

Em relacédo a difusdo em &gar, observou-se inibicdo de P. aeruginosa frente a todas as concentracdes

de arnica e ao etanol (Tabela 2), ndo se verificando diferencas entre o didmetro dos halos das diferentes
concentracOes de arnica e do obtido apenas com o alcool de cereais (Tabela 2).

TABELA 2 - Comportamento de microrganismos frente diferentes concentracdes
de Arnica montana, em teste de difusdo em agar

Concentrac6es de Arnica montana
Micror- 100pL  50pL 25k 12,5uL  6,25pL  3,12pL 1,56 uL
ganismos  /mL /mL /mL /mL /mL /mL /mL /mL

0,78uL  Alcool
Etilico 70%

B. subtilis - - - -
E. faecalis - - - -
S. aureus - - - -
P. aeruginosa  12* 11 10 13
E. coli - - - -
C. albicans - - - -

*Diametro do halo de inibicdo em mm; Auséncia de halo de inibi¢do

DISCUSSAO

Em relacdo a Arnica montana 0s compostos
ativos principais sdo as lactonas sesquiterpénicas,
como a helenalina (1, 3) e, embora ja tenham sido
demonstrados seus efeitos antiedematoso e anti-
inflamatorio, sdo poucos os estudos sobre sua a¢éo
NOS microrganismos.

A emergéncia de microrganismos
multirresistentes tem impulsionado pesquisas de
substancias alternativas, que possam ser empregadas
como antimicrobianos. Dessa forma, diversos 6leos e

extratos de plantas vém sendo testados quanto a sua
capacidade de controlar e inibir o crescimento de
bactérias e fungos (4, 13, 14, 18); entretanto, como
ainda ndo existem técnicas padronizadas para a
execucdo desses testes, resultados de inibicdo
encontrados invitrodever&o ser melhor compreendidos
antesque se possaindicar suaaplicabilidade terapéutica.

Em vista da falta de padronizacéo,
adaptou-se o que ha descrito na literatura para a
realizacdo desta pesquisa. Os microrganismos
utilizados neste projeto sdo frequentemente
escolhidos para testes de sensibilidade (4, 12-14),
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por serem agentes comuns de doencas e/ou
apresentarem alto padrdo de resisténcia aos
antimicrobianos.

A CIM foi obtida pela técnica de
macrodilui¢do, que permite visualizagdo do
crescimento dos microrganismos através daturvacao
do meio de cultura (16). Nesta pesquisa SO se
obteve inibicdo de crescimento de B. subtilis no
teste de CIM, com concentracdo de 100uL/mL de
arnica, ndo se detectando acdo das diferentes
concentracdes da tintura nos microrganismos
experimentados. Na mesma linha, em experimentos
sobre aacdo daarnicaem patdgenos orais, verificou-
se acdo antimicrobiana apenas discreta contra
algumas espécies de Streptococcus (12), Actinomyces
naeslundii e Porphyromonas gingivalis (11). Entretanto,
outros autores encontraram valores aceitaveis de
CIM para Porphyromonas gingivalis, Prevotella sp,
Eikenella corrodens, Peptostreptococcus sp e Actinomyces
sp, indicando a utilizacdo de arnicacomo antisséptico
para higiene da cavidade oral (19). Talvez as
diferencas verificadas entre os pesquisadores
reflitam a falta de padronizagdo para esses testes, 0
que dificulta o cotejamento de resultados.

Quanto ao método de difusdo em agar,
utilizou-se a técnica padrao internacional para testes
de sensibilidade para bactérias frente aos
antibacterianos (17), por ser de extrema facilidade de
execucéo e, se houvesse ocorrido halos de inibigéo
frente a arnica, estes poderiam ser comparados com
0s obtidos com os antibioticos convencionais. Nesta
prova apenas P. aeruginosa teve inibicdo de
crescimento frente aos extratos de arnica; entretanto,
essa bactéria também apresentou sensibilidade ao
alcool etilico de cereais, que é empregado na producdo
da tintura dessa planta. Os didmetros dos halos
obtidos frente & arnica e ao alcool etilico foram
similares, revelando a importancia desse controle
alcodlico pois, se ndo tivesse sido utilizado, seriam
falso-positivos os resultados de inibicdo de P.
aeruginosa pela arnica. lauk et al. (19) verificaram
sensibilidade de bactérias isoladas de doenca
periodontal a arnica empregando extratos etandlicos,
porém ndo utilizaram controle alcodlico, o que gera
davidas se a agdo foi decorrente da planta ou do
alcool. Deve-se ainda aventar que a auséncia de
inibicdo dos microrganismos frente as diferentes
concentragdes de arnica pode ser decorrente da falta
ou pequena difusdo do extrato da planta no égar.

Embora a arnica seja largamente usada
como fitoterapico e homeopatico, nas condi¢Bes
experimentais, ndo se verificou acdo que possa
indicar sua utilizacdo como antimicrobiano.
Entretanto, pesquisas nesse campo devem ser
incentivadas e aprimoradas, na busca de drogas e
principios ativos alternativos, principalmente
devido a crescente aquisicdo de resisténcia pelas
bactérias e fungos aos antimicrobianos
tradicionalmente utilizados.
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