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1. INTRODUCAO

Métodos terapéuticos naturais vém sendo cada vez mais exigidos pela
populacdo e mais aceitos e utilizados pelos profissionais da saude, a fim de
diminuir as desvantagens trazidas pelo uso crénico de drogas sintéticas. As
propriedades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de diversas espécies
vegetais tém sido estudadas e reconhecidas h& décadas. A atividade
antimicrobiana tem sido atribuida principalmente aos terpenos e derivados, muitas
vezes devido a capacidade destes compostos de interagirem com diferentes
moléculas alvo e fungdes celulares, tais como inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, das funcdes da membrana citoplasmatica e do metabolismo energético
(LIMA et al., 2013).

Os membros da familia Lamiaceae tém apresentado varios constituintes
quimicos com atividades bioldgicas, e o alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano
(Origanum vulgare) e manjerona (Origanum majorana), representantes da familia,
ja foram relatados com propriedades antimicrobianas, inclusive antivirais
(SIDDIQUI et al, 1996; WALLER et al., 2016a; WALLER et al., 2016b).

O Alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1), membro da familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus € um virus envelopado, de
genoma DNA fita dupla, com capacidade de estabelecer infec¢Bes latentes. O
BoHV-1 tem sido associado com manifestacbes respiratdrias e genitais em
bovinos (FLORES, 2007), causando grandes prejuizos a pecuaria. Com isso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral dos 6leos essenciais de
alecrim, orégano e manjerona frente ao BoHV-1.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas células da linhagem MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney),
por serem permissiveis ao virus estudado, e o BoHV-1 cepa Los Angeles. Células
e virus foram provenientes do Laboratdrio de Virologia e Imunologia da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (LabVir/UFPel). Os oOleos
essenciais de R. officinalis, O. vulgare e O. majorana foram adquiridos
comercialmente (Ferquima®, Brasil) e estocados sob refrigeracéo.

As células foram cultivadas em placas de cultivo celular com 96 cavidades
contendo meio essencial minimo com sais de Eagle (E-MEM, Sigma Aldrich
Corp., St. Louis, MO) com antibi6ticos e antifungicos, e suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB, Gibco®). Aproximadamente 3x10* células foram
semeadas por cavidade e, apds 24 horas sob cultivo em estufa Umida, com
atmosfera com 5% de CO, a 37°C, os tapetes celulares encontravam-se
confluentes e aptos para os experimentos subsequentes.
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O ensaio de citotoxicidade foi realizado ap0s o cultivo das células por 24
horas, nas condi¢cdes supracitadas. O sobrenadante foi gentiimente aspirado e,
sobre os tapetes celulares, foram adicionados 0s 06leos essenciais de alecrim,
orégano e manjerona, diluidos em E-MEM, em concentragbes que variaram de
0,03 a 8mg/ml. Apés 24h de incubacao, foi aplicado o protocolo do ensaio de
reducdo do MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) para
determinacao da viabilidade celular, conforme descrito por Mosmann (1983). Os
testes foram realizados em quadruplicata.

Para o ensaio da atividade antiviral, apos crescimento em placas de 96
cavidades, as células foram infectadas com 0,1 MOI (multiplicity of infection) de
suspensao de BoHV-1 e incubadas por 2h. Posteriormente o sobrenadante foi
aspirado e duas concentracdes de cada 6leo essencial (determinadas pelo ensaio
anterior) foram colocadas sobre os tapetes celulares. Apés 72 horas de
incubacédo, as placas foram congeladas, descongeladas e o sobrenadante dos
pocos submetidos a titulo viral através do método de Reed e Muench (1938).
Células sem infeccao foram utilizadas como controle negativo e células infectadas
e sem tratamento foram utilizadas como controle positivo. O percentual de
inibicdo (P1) viral foi calculado através da formula:

Pl = [1 . (antilog tratados)] %100

antilog controle

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 demonstra a viabilidade celular apés exposicdo aos 6leos
essenciais. Nota-se a maior toxicidade dos 6leos essenciais do género Origanum
(orégano e manjerona) quando comparados ao alecrim. Orégano e manjerona
apresentaram citotoxicidade em concentracdes acima de 0,25 mg/ml, e alecrim
em concentracdes superiores a 2 mg/ml. As concentracdes de Oleos essenciais
selecionadas para uso nos ensaios antivirais foram alecrim (1 e 2 mg/ml), orégano
e manjerona (0,1 e 0,2 mg/ml).
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Figura 1. Viabilidade de células Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) ap0s
exposicdo aos Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare e
Origanum majorana durante 24 horas. Dados mensurados por meio do ensaio de
reducdo do MTT e expressos em porcentagem de viabilidade celular comparadas
ao controle de células (100%)
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Observa-se, na Tabela 1, os resultados dos ensaios antivirais. O titulo viral
do BoHV-1, sem nenhum tipo de tratamento (controle) foi de 10%% DICCs/25 pl, e
todos os tratamentos demonstraram atividade antiviral.

Tabela 1. Atividade antiviral dos 0leos essenciais de alecrim, orégano e

manjerona. Titulo viral e percentual de inibi¢do viral (PI)
Titulo viral apés

a3 0,
Tratamento Concentracédo tratamento (log10) Pl (%)
Controle - 6,25 -
1 mg/ml 5,25 90,0
Alecrim
2 mg/ml 5,25 90,0
0,1 mg/ml 55 82,22
Orégano 0,2 mg/m| 4 99,44
] 0,1 mg/ml 45 98,22
Manjerona
0,2 mg/ml 4,5 98,22

Oleos essenciais sdo compostos que, pela sua forma de extracédo, mantém
a maioria dos constituintes quimicos da planta. Os 6leos essenciais utilizados
nesse estudo foram caracterizados quimicamente (WALLER et al., 2016a;
WALLER et al., 2016b) e apresentaram &cidos fendlicos, terpenos e flavondides.
Os compostos 1,8 cineole, 4-terpineol, y terpineno destacaram-se em todos os
Oleos. Esses autores ainda relatam atividade antimicrobiana desses 6leos sobre
micro-organismos do complexo Sporothrix schenkii.

Existe dificuldade em determinar o mecanismo de acdo dos compostos
com complexidade quimica, pelos componentes atuarem sinergicamente ou
antagonicamente. Em condi¢cdes laboratoriais, apenas o0s estudos com 0s
componentes isolados e/ou atuando sinergicamente em concentracfes
conhecidas podem identificar quais compostos apresentam os efeitos bioldgicos
apresentados. Existem estudos na literatura cientifica que sugerem mecanismo
de acdo: Siddiqui et al. (1996), ao utilizarem microscopia eletronica de
transmissao, sugeriram gue orégano atuou na dissolucdo do envelope viral de
virus da familia Herpesviridae.

Em estudos conduzidos por Elizaquivel et al. (2013), 6leo de orégano (2%)
reduziu titulo de norovirus murino e calicivirus felino (ambos sem envelope) em
temperatura de 37°C, porém a temperatura de 4°C nao obtiveram sucesso no
combate ao virus, sugerindo um efeito antiviral dependente da temperatura.
Astani et al. (2011), ao utilizar metodologia semelhante a empregada neste
estudo, para avaliagdo de efeito antiviral de Oleos essenciais sobre herpesvirus
humano, concluiram que o mecanismo de acdo se baseia na ligacédo direta de
componentes dos 6leos a estruturas virais.

Atividades antibacteriana e antifingica de 6leos essenciais de plantas da
familia Lamiaceae ja foram descritas (atividade sobre Staphyococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Sporothrix schenckii), e os autores
relatam mecanismos de acdo semelhantes, com atuacdo inicial em regides
superficiais dos micro-organismos e que, dependendo da concentracao utilizada
apresenta efeito bacteriostatico/fungiostatico/virustéatico ou
bactericida/fungicida/virucida (CELIKTAS et al. 2007; WALLER et al., 2016a).
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4. CONCLUSOES

Os 6leos essenciais de alecrim, orégano e manjerona, nas concentracées
testadas, apresentaram atividade antiviral frente ao BoHV-1, com um percentual
de inibicdo acima de 80%. Os dados apresentados s&o importantes para guiar
estudos na busca de novas alternativas de controle as infec¢des pelo BoHV-1.
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