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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO EXTRATO
ETANOLICO DE Arnica montana

EVALUATION OF THE IN VITRO ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
ETHANOLIC EXTRACT OF Arnica montana

Priscila Josiene Fortes de Oliveiral, Aline Corréia Ribeiro?, Soraia Chafia
Naback de Moura®!

RESUMO: Introdugéo: A Arnica montana é uma planta medicinal da familia
Asteraceae que tem origem na Europa, usada em todo o mundo. Possui
propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e antimicrobianas, devido a
presenca de lactonas sesquiterpénicas, incluindo a helenalina. Estudos sobre
sua eficacia como agente antimicrobiano, especialmente contra bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mostraram resultados divergentes.
Objetivo: Determinar a possivel acdo antimicrobiana da Arnica montana no
combate as bactérias Gram positivas e negativas, e identificar a presenca de
flavondides. Método: Para a identificacdo dos flavonodides foi feita a reacdo de
Shinoda. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi testada com as cepas
padronizadas Escherichia coli e Staphylococcus aureus pelo método de difuséo
em agar,utilizando a tintura in natura e diluida. Resultados: A reacdo de
Shinoda revelou a presenca de flavondides no extrato da Arnica montana, mas
apesar disso, a tintura ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, 0 mesmo foi encontrado em
estudos anteriores que nao ecidenciaram atividade antimicrobiana significativa
da Arnica montana em contextos semelhantes. Fatores como a complexidade da
avaliacdo de substancias antimicrobianas e a falta de um grupo de controle nos
experimentos foram destacados como possiveis explicacées para os resultados
negativos encontrados. Conclusédo: O estudo revelou que a tintura de Arnica
montana adquirida no comércio local ndo foi eficaz contra as bactérias testadas,
devido a fatores como a qualidade da planta e o processo de extracdo. Apesar
de seu uso tradicional, a eficacia da arnica como agente antimicrobiano néo foi
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confirmada em estudos experimentais, contudo se faz necessario continuar a
pesquisa e explorar outras fontes de possiveis antimicrobianos para lidar com a
ameaca da resisténcia bacteriana.

Descritores: Arnica montana, flavonoéides, a¢éo antimicrobiana.

ABSTRACT: Introduction: Arnica montana is a medicinal plant from the
Asteraceae family that originates in Europe it is used throughout the world. It has
anti-inflammatory, analgesic and antimicrobial properties, due to the presence of
sesquiterpene lactones, including helenalin. Studies on its effectiveness as an
antimicrobial agent, especially against bacteria such as Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, have shown divergent results. Objective: To determine
the possible antimicrobial action of Arnica montana in combating Gram positive
and negative bacteria, and identify the presence of flavonoids. Method: To
identify the flavonoids, the Shinoda reaction was performed. The evaluation of
the antimicrobial activity of Arnica montana was tested with the standardized
strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus using the agar diffusion
method, using the fresh and diluted tincture. Results: The Shinoda reaction
revealed the presence of flavonoids in the Arnica montana extract, but despite
this, the tincture did not show antimicrobial activity against the bacteria
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, the same was found in previous
studies that also found no evidence of activity significant antimicrobial activity of
Arnica montana in similar contexts. Factors such as the complexity of evaluating
antimicrobial substances and the lack of a control group in the experiments were
highlighted as possible explanations for the negative results found. Conclusion:
The study revealed that the Arnica montana tincture purchased locally was not
effective against the bacteria tested, due to factors such as the quality of the plant
and the extraction process. Despite its traditional use, the effectiveness of arnica
as an antimicrobial agent has not been confirmed in experimental studies,
however, it is necessary to continue research and explore other sources of
possible antimicrobials to deal with the threat of bacterial resistance.

Keywords: Arnica montana, flavonoids, antimicrobial action.

INTRODUCAO

A Arnica montana é uma planta medicinal da familia Asteraceae,
popularmente conhecida como arnica verdadeira, arnica das montanhas,
originada da Europa, utilizada em diversas partes do mundo. No Brasil, 0 nome
arnica é atribuido também para outras espécies da familia Asteraceae,

principalmente algumas do género Lychnophora®.



A arnica pode ser utilizada por via oral e tépica, como anti-inflamatorio,
analgésico, rubefasciente em (traumatismos, entorses, artrites, nevralgias,
hematomas), como antialérgico anti-eczematoso, adstringente, anti-bacteriano e
anti-micotico. Seus principios ativos s@o encontrados nas flores e estédo
presentes nos Oleos essenciais, nos &alcoois terpénicos, acidos fendlicos,
arotendides, flavonodides, taninos, cumarinas, sais de magnésio, entre outros?,

Apresenta como marcadores quimicos as lactonas sesquiterpénicas do
tipo helenalina em sua composicdo, com a¢fes antibacteriana, antiprotozoaria,
anti-inflamatéria, antitumoral, citotoxica, quimioprofilaticas contra a
esquistossomose?.

Para uso externo, a tintura deve ser utilizada somente diluida em agua a
fim de evitar dermatites com formacéo de eczema. Seus efeitos colaterais e
farmacologicos ocorrem pela presenca de lactonas sesquiterpénicas expressas
em helenalina®.

O predominio de microrganismos como Escherichia coli (bactéria Gram-
negativa) e Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva) resistentes a
inimeros antimicrobianos vém aumentando significativamente devido ao uso
extensivo e indiscriminado®.

Estudos realizados para determinacdo da atividade antimicrobiana da
Arnica montana in vitro com 0s microrganismos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus demonstraram divergéncias em seus resultados. Sendo
assim, é de real importancia o aprofundamento de estudos a respeito da planta
para obtencao de resultados mais conclusivos que comprovem a real eficacia da
Arnica montana®?®,

Devido ao uso abusivo e descontrolado dos antimicrobianos, se faz
necessario o estudo de fitoterapicos, como uma alternativa no combate a
bactérias Gram positivas e negativas, visto que essas podem causar doencas
graves na populacdo por meio de contaminacéo de alimentos e agua.

O objetivo do presente estudo foi determinar a possivel acéo
antimicrobiana da Arnica montana no combate as bactérias Gram positivas e
negativas, e identificar a presenca de flavonoides.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi feita através do método de
difusdo em &gar técnica de impregnacgéo de disco, utilizando o extrato etandlico

in natura e diluido de Arnica montana.



METODOS

A tintura da Arnica montana foi adquirida em farméacia de manipulacéo,
sendo produto comercializado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
A tintura atende a todas as especificacdes exigidas concernentes ao seu controle
de qualidade conforme analises realizadas pelo fornecedor.

Teste de identificacdo genérica dos flavondides

Reacgdo de Shinoda: Em um tubo de ensaio contendo 2mL do extrato
etandlico de arnica foram adicionados 6 fragmentos de magnésio metalico e 1mL
de acido cloridrico concentrado. O desenvolvimento de coloracdo vermelha
indica a presenca de flavonéides®.

Avaliacao da atividade antimicrobiana
Microrganismos utilizados

Foram utilizadas as cepas padronizadas ATCC (American Type Culture
Collection) obtidas no laboratoério de Microbiologia da UNIPAC, sendo da espécie
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), para o
teste de difusdo em agar, que analisou a sensibilidade a partir do extrato

etandlico para avaliagcao antimicrobiana.

Método de difusdo em agar

O teste para identificacédo da atividade antimicrobiana foi feito pelo método
de difusdo ema &agar, em duplicata. As placas contendo Agar Mueller Hinton
foram preparadas e deixadas em repouso em temperatura ambiente, em seguida
foram acondicionadas sob refrigeracéo entre 2° e 8°C até o uso.

Para iniciar o TSA por impregnacdo do disco difusor, foi feita uma
suspensao direta das cepas em tubos identificados com os respectivos micro-
organismos contendo 3mL de caldo Mueller Hinton e mantidos na estufa
bacteriol6gica durante 24 horas com o objetivo de obter o crescimento das
bactérias. Apds a incubacéo, as amostras foram suspensas em 3mL de solucao
salina (0,9%) até a obtencdo de uma turvacdo 0,5 da escala de Macfarland
(1,5x108 UFC/mL — unidade formadora de col6nias/mL).

Em seguida, as amostras foram semeadas com auxilio de um swab estéril,

na superficie da placa de Petri contendo &gar Mueller Hinton com



aproximadamente 4mm de espessura, de acordo com as recomendacdes da
CLSI 2019 (The Clinical and Laboratory Standards Institute). O procedimento foi
realizado em duplicata.

Com o auxilio de uma pinca flambada e resfriada, os discos impregnados
com atintura-mé&e de arnica in natura e com atintura-méae diluida nas proporcées
(2:2; 1:4; 1:6) foram aplicados sobre a placa de Petri contendo os
microrganismos. Como controle positivo foram utilizados os antimicrobianos
amicacina 30ug, cefoxitina 300ug, ciprofloxacino 500ug e como controle
negativo foi utilizado um disco de papel de filtro umedecido com alcool a 70%.
Logo apo6s a distribuicdo dos discos na superficie das placas, estas foram
mantidas invertidas dentro da estufa bacteriolégica a uma temperatura de 37° C
por um periodo de 24 horas.

O tamanho dos halos de controle positivo e de inibicdo do crescimento

microbiano foram medidos em milimetros, através de uma régua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da reacdo quimica para identificacdo da presenca de
flavondides no extrato da Arnica montana foi satisfatorio. Na reacdo de Shinoda,
observou o desenvolvimento da coloragéao vermelha, confirmando a presenca de
flavondides no extrato da Arnica montana, conforme a figura 1.

Na reacdo Shinoda, os flavondides reagem com o magnésio metélico é
oxidado pelo HCI (acido cloridrico) concentrado, gerando como produto o
hidrogénio molecular, que € eliminado na forma de gas e cloreto de magnésio,

formando os complexos, resultando na coloracéo avermelhada?®.

Figura 1 - Reacéo de identificacdo de flavonoides

Fonte: Arquivo pessoal



A leitura do antibiograma seguiu critérios de analises e interpretacao

conforme o quadro abaixo:

Quando 1- Comportamento de microrganismos frente diferentes
concentracdes de Arnica montana, diametro do halo:

Escherichia coli Staphylococcus aureus
(ATCC 25922) (ATCC 25923)

Tintura Mae - -

Diluigao 1/2 - -

Diluigao 1/4 - -

Diluicéo 1/6 - -

Etanol 70% - -

Amicacina 16mm 20mm

Cefoxitina 26mm 30mm

Ciprofloxacino 32mm 26mm

Legenda: -: Auséncia de halo

Fonte: Dados da pesquisa

Conforme os resultados exibidos no Quadro 1, foi possivel evidenciar que
a tintura da Arnica montana adquirida ndo apresentou atividade antimicrobiana
sobre as linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

De acordo com o estudo de Silveira e colaboradores, o método de difuséo
em agar - técnica de impregnacéo de disco - ndo oferece condi¢des de igualdade
para se comparar substancias com solubilidade e difusibilidade distintas.

Analisando substancias com diferentes capacidades de difusdo e
dissociacdo, algumas substancias apresentam dificuldades de difusdo e
dissociacdo em agar'!l. Diversos fatores influenciam esta técnica como a
presenca de enzimas bacterianas, a composicdo do meio, a difusdo da
substancia no meio, a densidade do in6culo, o periodo de incubacdo, a
temperatura e a estabilidade da substancia em uso??.

A auséncia da acao antimicrobiana sobre as linhagens de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli mostrada neste trabalho se assemelha ao resultado

apresentado por Valcanaia e et al, quando testaram extrato etandlico de Arnica



montana e ndo obteve crescimento significativo, comparado com a tintura de
Lychonofora ericoides (arnica do serrado) que apresentou atividade
antibacteriana®.

Um trabalho feito por Cruz e et al, ndo evidenciaram respostas frente as
concentracdes de duas espécies de Arnica (Solidago chilensis e Arnica paulista)
utilizadas nos testes contra S. aureus e E. coli'3.

J& para Amato e et al um experimento feito com arnica em patégenos
orais, verificaram discreta acdo antimicrobiana contra espécies de
Streptococcus, Actinomyces naeslundii e Porphyromonas gingivalis. Indicando a
utilizacdo de arnica como antisséptico para higiene da cavidade oral*“.

Um estudo conduzido por Lauk e et al, investigaram a sensibilidade de
bactérias isoladas de doenca periodontal a arnica, usando extratos etanélicos de
arnica. No entanto, uma lacuna importante no experimento foi a auséncia de um
controle negativo contendo alcool. Isso levantou davidas entre os pesquisadores,
pois ndo puderam determinar se os efeitos observados foram causados pela

arnica ou pelo alcool presente nos extratos utilizados no experimento™®.

CONCLUSAO

Diante dos resultados elucidados foi possivel comprovar que a tintura de
Arnica montana adquirida no comércio local ndo apresentou eficacia contra as
bactérias avaliadas. Isso pode ser explicado por muitos fatores, como lote da
planta utilizado, eficiéncia do processo extrativo ou garantia de qualidade do
fabricante.

E importante notar que o uso da arnica como medicamento fitoterapico ou
homeopatico € baseado principalmente em tradicbes populares e praticas
historicas, contudo sua eficacia como antimicrobiano nédo foi confirmada em
estudos experimentais. A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tradicionais
€ uma preocupacao crescente na area da saude, o que torna a busca por novas
drogas e principios ativos alternativos uma prioridade.

Portanto, embora a arnica possa nao ter demonstrado propriedades
antimicrobianas no presente estudo e em outros estudos experimentais, é
importante continuar a pesquisa e explorar outras fontes de possiveis

antimicrobianos para lidar com a ameaca da resisténcia bacteriana. A ciéncia



esta constantemente em busca de novas abordagens terapéuticas e substancias

para combater as infeccdes de forma eficaz e segura.
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