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RESUMO

As espécies Solidago chilensis e Porophyllum ruderale per-
tencem a familia Asteraceae e sdo conhecidas popularmente
como arnica. Os estudos sobre as espécies S. chilensis, nativa
da América do sul, e da P, ruderale, nativa do Brasil, confir-
mam que possuem atividades bioldgicas. Popularmente sdo
utilizadas como cicatrizante, anti-inflamatorio, antifungico, an-
tibacteriano, calmante e no tratamento de: hipertensao arterial,
leishmaniose, edemas e traumatismos, por sua vez tém grande
importancia na area da saude tendo formas de usos diversos,
porém ha poucos estudos em relag@o a sua atividade antimi-
crobiana. O objetivo do presente trabalho foi analisar a acao
antimicrobiana in vitro das espécies S. chilensis ¢ P. ruderale,
verificar a presenga dos compostos quimicos Taninos, Antra-
quinonas, Saponinas ¢ Flavonoides, bem como comparar com
os resultados descritos na literatura sobre a Arnica montana.
A tintura mae foi obtida a partir de uma mistura hidroalcoli-
ca. Foram testadas cepas-padrao (ATCC) de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, a metodologia utilizada foi a do
disco difusdo em agar, utilizando-os impregnados com 10 pL
de tintura mée e colocados nas placas com micro-organismos
previamente semeados. Quanto ao método do disco difusdo em
agar, observou-se que as bactérias S. aureus e E. coli ndo sao
resistentes a concentracao de 10 pL de tintura mae de S. chi-
lensis e P. ruderale. No teste do perfil fitoquimico dos vegetais,
foram comprovadas: (1) a presenga de taninos e flavonoides
nas duas espécies; (2) a presenga de saponinas apenas na S.
chilensis e (3) a auséncia de antraquinonas nas duas amostras.
As espécies S. chilensis ¢ P. ruderale nao foram eficazes no
controle microbiano.

Palavras-Chave: Antimicrobiano. S. chilensis. P. ruderale.
Asteraceae. Plantas medicinais.

1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas com potencial terapéutico sdo
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utilizadas pelo homem, hoje complementa a medicina tradicional (AMATO
etal, 2007), o conhecimento sobre as plantas medicinais e sua aplicabilidade
as vezes € o unico recurso terapéutico de muitas populagcdes (MACIEL et
al, 2002).

Atualmente h4 uma variedade de medicamentos fitoterdpicos com
diversas finalidades, podendo ndo ser considerada terapéutica, devido ao
uso irregular (MARTINS et al, 2009).

As pesquisas com plantas medicinais estdo sendo realizadas com
maior intensidade, devido o desenvolvimento da tecnologia e o interesse
em confirmar o uso empirico desses medicamentos fitoterapicos (ARNOUS
et al, 2005).

Compostos quimicos so sintetizados pelas plantas a partir de nu-
trientes, agua e luz, estes podem provocar alguma reagdo no organismo,
dependendo do grau de toxidade dos principios biologicamente ativos e da
dosagem utilizada (FONSECA, 2001).

As plantas do género Solidago e Porophyllum pertencem a familia
Asteraceae (Compositae) (LORENZI et al, 2002), considerada uma das
maiores do reino vegetal. A espécie Solidago chilensis ¢ a unica espécie
do género registrada no Brasil é considerada invasora e sucede a Arnica
montana, pois as propriedades medicinais sao similares (CORREIA et al,
1998). Popularmente S. chilensis ¢ conhecida por arnica-brasileira, erva-lan-
ceta (CORREIA et al, 1998), arnica-do-mato, arnica-silvestre, erva federal
(ROCHA, 2006).

A espécie Porophyllum ruderale é originaria da América do Sul es-
tando distribuida nas diversas regides do Brasil como Parana, Santa Catarina,
Sdo Paulo, Minas Gerais, Para, Mato Grosso, Espirito Santo, Bahia e Rio
Grande do Sul (FONSECA, 2001). Pode ser chamada de varias maneiras, a
saber Arnica Paulista (FONSECA et al, 2006), couve-cravinho, erva-fres-
ca, erva-de-veado, arnica-brasileira, arnica-do-campo, arruda-de-galinha,
cravo-de-urubu e picao-branco (FONSECA, 2001).

O pesquisador Rocha (2006) afirma que a espécie S.chilensis
apresenta em sua composic¢ao quimica os flavonoides, alcaldides, acidos
organicos, 6leos essenciais, saponinas, cumarinas e taninos. De acordo
com Martins e colaboradores (2009) as espécies S. chilensis e P. rude-
rale possuem 0s mesmos compostos, sendo estes: arnicina, carotendi-
des, arnidiol, arnilenediol, isoarnilenediol, arnisterina, fulina, inulina,
quercetina3-monoglucosideo, quercetina3-glicogalcturonico e lactonas
sesquiterpénicas.

Popularmente as diferentes espécies de arnica S. chilensis ¢ P.
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ruderale sao utilizadas de diversas maneiras como cicatrizante e antii-
nflamatorio no tratamento de feridas, traumatismo e escoriagdes (BRU-
MATI et al [200-?], ROCHA, 2006). Também ¢ descrito seu uso como:
antifingico, antibacteriano, calmante e no tratamento de hipertensdo
arterial, leishmaniose, edemas e traumatismos, apos picada de serpentes e
nas doencgas reumaticas, assim como de inflamacgdes do aparelho genital,
dores em geral, machucadura interna causada por batidas (FONSECA et
al, 2007).

A preparacdo caseira das espécies de arnica tem qualidades de
medicacdo amarga, estomaquica, adstringente, cicatrizante e vulneraria
(curativa de feridas e chagas). A arnica ¢ uma planta considerada toxica
e deve ser administrada internamente com estrita indicagdo ¢ monitora-
mento médico; ¢ extremamente utilizada no tratamento de contusdes em
substituicdo a arnica-verdadeira (Arnica montana L.). Também ¢ indicada
na medicina veterinaria, na qual suas inflorescéncias secas sdo queimadas
e utilizadas no tratamento de uma doenca bacteriana que afeta cavalos e se
caracteriza pelo inchago dos ganglios no pescogo. E mais comum no uso
humano por via tdpica, destinada como primeiro tratamento de traumatismo
e contusdes, por meio da aplicagdo direta da tintura extraida sobre a area
afetada, ou macerando suas folhas ou rizomas com alcool, e aplicando-a
na area lesionada (LORENZI ef al, 2002). As espécies do género Poro-
phyllum estao sendo bastante utilizadas na medicina popular, porém poucas
espécies sao estudadas no que refere aos aspectos quimico e agrondomico
(FONSECA et al, 2007).

Segundo Amato e colaboradores (2007), a 4. montana tem
grande capacidade de regeneracao de tecidos e, atualmente, hé estudos
que relacionam sua acdo analgésica no sistema nervoso central com
a probabilidades da elevacdo do limiar da dor e a sua agdo anti-infla-
matodria com o bloqueio da liberagdo de histamina o que provocaria o
comprometendo da permeabilidade vascular causando uma reabsor¢ao
rapida do edema.

O pesquisador Santos (2006) afirma que as propriedades farmaco-
logicas da arnica estdo distribuidas em diferentes partes da planta, porém
para que ocorra a a¢ao analgésica € necessaria a extra¢ao das propriedades
presentes na raiz e para acgdo antiinflamatoria e também analgésica € ne-
cessario extrair as propriedades presentes nas folhas, ou seja, para que haja
uma acao analgésica, podem-se utilizar os principios biologicamente ativos
presentes tanto na raiz quanto nas folhas. Segundo Lopes (2003) o caule
nao possui propriedades farmacologicas.
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O objetivo do presente trabalho foi analisar a acdo antimi-
crobiana in vitro das espécies S. chilensis e P. ruderale ¢ verificar a
presencga dos compostos quimicos taninos, antraquinonas, saponinas ¢
flavonoides e comparar com os resultados descritos na literatura sobre
a Arnica montana.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao da Tintura Mae

A tintura-mae foi obtida a partir de uma mistura hidroalcdlica,
na qual plantas frescas totais, colhidas nas Faculdades Integradas Maria
Imaculada, foram lavadas primeiramente com agua da torneira e depois
com agua destilada. Foram colocadas para secagem por dois dias a tem-
peratura ambiente, num recipiente coberto por um pano e em seguida
encaminhadas a estufa de secagem por um periodo de quatro dias, a
temperatura de 45°C.

Apos a secagem foram maceradas por um periodo de 21 dias para
a liberagdo dos principios ativos, seguida de prensagem e filtracdo. O ex-
trato foi filtrado para comprovar a esterilidade, no qual foram utilizados
filtros com membrana de 22 micras. Para comprovagao da esterilidade dos
extratos de S. chilensis e P, ruderalle, foram utilizados os meios de cultura:
Batata Dextrose Agar, Mac Conckey, Agar Agar, Sabouraud Dextrose Agar,
Mueller Hinton e Agar sangue. Com o auxilio de um swab estéril, os dois
extratos foram semeados sobres as placas de petri com os respectivos meios
e incubados na estufa a 37° C, por um periodo de 24 a 48 horas. As placas
de petri ndo apresentaram crescimento microbiano, comprovando assim a
esterilidade dos extratos.

Depois de comprovado a auséncia de micro-organismos dos
extratos foram realizados testes no laboratorio de microbiologia das
Faculdades Integradas Maria Imaculada (FIMI), quanto a agdo da tin-
tura-mae assim obtida (PREPARATION OF HOMEOPATHIC DRUG,
2007). (Figural).
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Figura 1 — Processos para obteng@o da tintura-mae hidroalcolica

Fonte: Autores, 2010

Legenda: A - Processo de colheita, B — lavagem com agua da torneira, C — Lava-
gem com agua destilada, D — secagem em temperatura ambiente, E — Tamizacao,
F — Masceracgao.

2.2 Micro-organismos

A atividade antimicrobiana da S. chilensis (arnica brasileira) e P
ruderale (arnica paulista) foi testada em cepas de micro-organismos Gram
positivos e Gram negativos respectivamente: Staphylococcus aureus (INCQS
ATCC 25923) e Escherichia coli INCQS ATCC 25922). A sele¢@o dos mi-
cro-organismos baseou-se em experimentos similares realizados por outros
pesquisadores (ALI-SHTAYEH et al., 1998; NARDY et al., 2000; KLAAS
etal., 2002). Todos os testes foram realizados em triplicata ¢ no mesmo dia.

2.3 Obten¢ao do Inoculo

Os ino6culos das cepas Gram positivas e Gram negativas foram
obtidos por meio do repique em Brain Heart Infusion Agar (BHI-Difco) os
quais foram incubados na estufa bacteriologica por periodo de 24 a 48 horas
a uma temperatura de 37 °C a 37,5 °C. Apds o crescimento, a concentragao
da suspensdo foi ajustada ao tubo 0,5 da Escala de Mc Farland. (NCCLS,
2002). (Figura 2).
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Figura 2 — Repique dos microrganismos do meio BHI.

Fonte: Autores, 2010

2.4 Método do disco difusao em agar

Segundo a técnica de Bauer e Kirby (1996) os discos impregnados
com as tinturas maes em analise foram adicionados sobre o meio com agar
contido nas placas de petri nos quais foram semeados os respectivos micro
-organismos a serem analisados.

O preparo dos discos de papel absorvente seguiu a técnica descrita
na Farmacopéia Brasileira (1988), sendo utilizados discos de papel secos
e estéreis, medindo 11mm de didmetro, neste foram transferidos 10uL da
tintura mae de arnica com auxilio de uma pipeta de volume regulavel.

Na sequéncia as placas contendo Agar Mueller Hinton e Agar
Sangue, preparadas antecipadamente, foram retiradas da geladeira até atin-
girem a temperatura ambiente. Com um swab estéril, o inéculo bacteriano
foi distribuido uniformemente sobre a superficie do agar, sendo que no
Agar Mueller Hinton foi semeado o inoculo de E. coli e no Agar sangue
foi semeado o inoculo de S. aureus. Ficaram em repouso em temperatura
ambiente por aproximadamente 3 minutos.
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Os discos, previamente impregnados com a tintura mae, foram
distribuidos no centro da superficie do Agar, com o auxilio de uma pinga
esterilizada. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por
24 horas. Os testes foram realizados em triplicata e no mesmo dia (BAUER;
KIRBY, 1996) (Figura 3).

Figura 3 — Inoculagdo das placas com micro-organimos e impregnagao com os
discos

Fonte: Autores, 2010

Legenda: — A - Espalhamento dos microrganismos em placa, B - preparagdo dos
discos com tintura mée, C - estufa bacteriologica

2.5 Analise Fitoquimica da Tintura

2.5.1 Taninos

Os taninos sdo componentes polifenolicos, distribuidos em plantas,
alimentos e bebidas. Sdo soltiveis em agua e em solventes organicos polares,
sendo responsaveis pela precipitagdo de proteinas (PANSERA et al, 2003).

O teste de identificagdo para taninos escolhido foi o acetato de chum-
bo. Neste utilizou 5 mL dos extratos de S. chilensis e P. ruderale, juntamente
com 10 mL da solu¢do de acido acético a 10% e 5 mL da solucdo de acetato
de chumbo a 10%. Observou a formagao de um precipitado esbranquigado
que significa presenga de taninos hidrolisaveis (FARMACOPEIA BRASI-
LEIRA, 1988).

2.5.2 Antraquinonas

As plantas medicinais como: cascara-sagrada, fréngula, babosa,
ruibarbo e sene, possuem alguns heterosideos, por exemplo, agliconas deri-
vadas do antraceno. A biossintese da antraquinona da-se da seguinte forma:
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primeiramente ¢ produzido um intermediario de acido poli-B-cetometileno,
que a seguir da origem aos varios compostos aromaticos oxigenados, depois
de condensagdes intramoleculares. Os antrandis e as antronas sdo provaveis
intermediarios na formacdo das antraquinonas (ROBBERS, 1997).

No teste para identificagdo das antraquinonas feita pela reagdo de
Borntriager Direta foi adicionado 5 mL dos extratos de S. chilensis e P. ru-
derale, seguido de 4 mL de hidroxido de amoénio diluido a 10% e também
foi agitado por 2 minutos e filtrado com algodao em tubo de ensaio e 1 mL
da solugdo de NaOH a 10%. Observou apods a reagdo a coloragdo sendo
positiva a presenga da cor réseo-vermelhada (FARMACOPEIA BRASI-
LEIRA, 1988).

2.5.3 Saponinas

As saponinas sdo um grupo de glicosideos comum nas plantas supe-
riores. Em agua as saponinas formam solugdes coloidais que, agitadas, criam
espuma e apresenta gosto amargo. As plantas medicinais que as contém em
geral sdo esternutatdrios e irritantes para as mucosas. A parte sapogeninica
pode pertencer a uma das duas classes quimicas possiveis, esterdide ou
triterpendide, a Ultima ¢ a mais abundantes na natureza e possuem mais
de 360 sapogeninas diferentes, representando 750 diferentes glicosideos.
Como essas agliconas tém grande niimero de atomos de carbono, o que as
torna lipofilicas, a molécula de saponina, devido aos agtcares hidrossoli-
veis, tem uma assimetria hidréfilo-hidrofobica que faz a tensao superficial
dos compostos reduzirem-se em solucdo aquosa, assim formando espuma
mediante agitacdo (ROBBERS, 1997).

O teste utilizado para identifica¢do das saponinas foi Teste qualitativo
de Espuma, realizando a fervura de 5 mL dos extratos de S. chilensis e P.
ruderale com 10 mL de agua destilada por 3 minutos. Em seguida foram
agitados energicamente por 15 segundos, e as solugdes foram deixadas em
repouso por 15 minutos e, assim, realizou a marcagdo com a caneta da altura
da espuma. Verificou a permanéncia da espuma, caso essa mantenha apos
os 15 minutos esta confirmado a presenga de saponinas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

2.5.4 Heterosideos Flavondides

Os flavonodides compdem uma ampla classe de substancias de origem
natural, derivados de benzo-y-pirona, que possuem em sua estrutura anéis
aromaticos C.-C,-C,. Ocorrem no estado livre, mais comumente, como o-
glicosideos, embora exista um niimero consideravel encontrados na natureza
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e, por isso, sdo usados como compostos marcadores quimiossistematicos
(SIMOES, 2003).

A reacao com cloreto férrico foi o teste de escolha e, neste caso,
transferiu 3 mL dos extratos de S. chilensis e P. ruderale para um tubo de
ensaio e adicionou 2 gotas de cloreto férrico a 4,5%. Observou o apareci-
mento da coloragio verde escuro (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

3 RESULTADOS

3.1 Antibiograma de resisténcia das bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli

No método do disco difusdo em agar observou-se que as bactérias
S. aureus ¢ E. coli ndo sao resistentes a concentragao de 10 pL de tintura
mae de S. chilensis e P. ruderale (Tabela 1 e Figuras 4 e 5).

Tabela 1 — Comportamento de micro-organismos frente as concentragdes de 10 L.
de S. chilensis ¢ P. ruderale, em teste do disco difusdo em agar.

Microrganismos Solidago chilensis Porophyllum ruderale
S. aureus Negativo Negativo
E. coli Negativo Negativo

Diametro do halo de inibigdo em mm; Auséncia de halo de inibiggo.

Figura 4 — Placas do Agar Sangue inoculadas com S. aureus e adicionado 10 pL

de tintura mae de S. chilensis e P. ruderale

Fonte: Autores, 2010
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Legenda: A - Placas de Agar Sangue com crescimento de S. aureus, B - Do lado
esquerdo discos impregnados com P, ruderale e do lado direito discos impregnados
com S. chilensis, C — Placa com disco de P. ruderale, D — Placa com disco de S.
chilensis.

Figura 5 - Placas de Agar Mueller Hinton inoculadas com E. coli e adicionado
10 pL de tintura mae de S. chilensis e P. ruderale

Fonte: Autores, 2010

Legenda: A - Placas de Agar Mueller Hinton com crescimento de E. coli, B
e C - Do lado esquerdo discos impregnados com S. chilensis ¢ do lado direito
discos impregnados com P. ruderale.

3.2 Perfil fitoquimico qualitativo da Arnica

No teste de taninos ocorreu a formacdo de um precipitado es-
branquicado, confirmando a presenga de taninos hidrolisaveis nas duas
espécies de arnica. Em relagdo a presenca de antraquinonas também foi
verifecada nas amostras das duas espécies de arnica. No teste das apo-
ninas a espécie S. chilensis apresentou resultado positivo para presenga
de espumas. Ja a espécie P. ruderale apresentou resultado negativo e nao
houve persisténcia de espuma nessa espécie. Constatou-se a presenca de
flavonoides na amostra das duas espécies, na qual prevaleceu a coloracao
verde-escuro (Tabela 2).
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Tabela 2 — Perfil fitoquimico das espécies Solidago chilensis € Porophyllum ruderale.

Compostos quimicos . Espém_e . Espécie
Solidago chilensis Porophyllum ruderale

Taninos Presente Presente

Antraquinonas Ausente Ausente

Saponinas Presente Ausente

Flavondides Presente Presente

Presenca/auséncia de compostos quimicos.

4 DISCUSSAO

Em relacdo a Arnica Montana, seus principais constituintes ativos
sao os flavonoides quercetina e seus derivados quercetina3-monoglucosideo,
quercetina3-glicogalcturdnico e lactonas sesquiterpénicas, bem como as
lactonas sesquiterpénicas e a helenalina (AMATO et al, 2007).

No que refere a composi¢do quimica das espécies S. chilensis e P
ruderale seus principais constituintes sao flavonoides, alcaldides, acidos
organicos, 0leos essenciais, saponinas, cumarinas e taninos (ROCHA, 2006),
sendo que os testes realizados no Laboratdrio das FIMI, a saponina estava
presente somente na S. chilensis. De acordo com Martins e colaboradores
(2009) as espécies S. chilensis e P. ruderale possuem os mesmos compostos:
arnicina, carotenoides, arnidiol, arnilenediol, isoarnilenediol, arnisterina,
fulina, inulina, quercetina3-monoglucosideo, quercetina3-glicogalcturdnico
e lactonas sesquiterpénicas.

Embora as atividades anti-inflamatorias e antiedematosa da arnica
j& tenham sido comprovadas os estudos sobre sua acdo antimicrobiana
ainda s@o escassos, ¢ devem ser realizados considerando o surgimento de
micro-organismos resistentes e o estimulo a novas pesquisas em busca de
substancias alternativas, que possam ser utilizadas como agao antimicro-
biana (ALI-SHTAYEH et al., 1998; NARDY et al., 2000; KLAAS et al.,
2002; AMATO et al, 2007). Porém antes de se utilizar dessas alternativas
como terapia, os testes de inibi¢do de microrganismos in vitro devem ser
intensificados, e técnicas deverdo ser padronizadas e melhor compreendidas.

Devido a falta de padronizagao para testes de sensibilidade de mi-
cro-organismos, as escolhas das bactérias para a execucao desta pesquisa
foram feitas de acordo com testes similares descritos na literatura, sendo
S. aureus e E. coli frequentemente utilizadas (ALI-SHTAYEH et al., 1998;
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NARDY et al., 2000; KLAAS et al., 2002; AMATO et al, 2007). Outras
razdes para a escolha destes micro-organismos foi a alta incidéncia de doenga
acometida por eles e o grau de resisténcia aos antimicrobianos.

Em relagdo ao método do disco difusdo em Agar, foi utilizada a té-
cnica padrdo internacional para testes de sensibilidade para bactérias frente
aos antibacterianos (BAUER; KIRBY, 1996). Essa técnica ¢ considerada
de facil execugdo, em que se houvesse formado halo de inibigdo diante das
duas espécies de arnica S. chilensis ¢ P. ruderale, poderia ser realizada uma
comparagdo com estudos feitos com antibidticos convencionais.

5 CONCLUSAO

As duas espécies de arnica S. chilensis e P. ruderale ndo foram
eficazes no controle das bactérias S. aureus e E. coli apresentando alta
resisténcia aos extratos.

Embora a arnica seja amplamente utilizada pelos pesquisadores
como um potente fitoterapico, nos experimentos realizados no laboratorio
de microbiologia das FIMI por meio do método do disco difusdo em Agar,
na concentragdo de 10 uL de tintura mae das espécies S. chilensis e P. ru-
derale, nao verificou agao antimicrobina.

Portanto, pesquisas nessa area devem ser intensificadas em busca de
novas alternativas de principios ativos, novas metodologias ¢ padronizagdes
de técnicas, principalmente, devido a grande resisténcia das bactérias aos
tradicionais antibidticos.
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