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1. INTRODUCAO

A arterite viral equina € uma doenca infecto-contagiosa de ocorréncia
mundial, causadora de abortos, enfermidades no trato respiratério superior,
edema e diminuicdo do desempenho de equinos, além de graves perdas
econdmicas devidas a perdas no comeércio de importacdo e exportacdo de
equinos e de sémen (TIMONEY, 2003; QUINN, 2005). Para o controle podem ser
utilizada vacinas vivas ou inativadas (QUINN, 2005). Alternativas utilizando
extratos e Oleos essenciais de plantas, tém sido investigadas com o interesse na
descoberta do potencial antiviral das substancias presentes NOLKEMPER et al.
(2006). Extratos de plantas da familia Lamiaceae vem destacando-se por suas
potencialidades antivirais, entre elas Origanum vulgare, conhecido popularmente
como orégano REICHLING et al. (2008). Embora existam alguns relatos a
respeito da identificacdo quimica dos 0Oleos essenciais de orégano e correlacéo
com suas atividades biologicas, pouco tem sido descrito com relacdo ao extrato
etandlico desta planta (CLEFF, 2008). Nesse sentido, evidencia-se a necessidade
de um estudo a cerca da composicao quimica do extrato etandlico de Origanum
vulgare e a avaliacdo de sua atividade antiviral. O objetivo deste trabalho foi
realizar a identificacdo dos constituintes quimicos do extrato etandlico de
Origanum vulgare e avaliar atividade antiviral frente ao EAV.

2. METODOLOGIA

Origanum vulgare (orégano) foi adquirido comercialmente da Empresa Luar
Sul Industria e Comércio de Produtos Alimenticios — Santa Cruz do Sul/RS, com
numero de lote 001/2011 e certificado de identificacdo botanica.

Para obtencéo dos extratos etanolicos foram utilizados 35g de folhas secas
de orégano e 350 mL de élcool etilico P.A.. A amostra e o etanol foram mantidos
sob agitacdo constante em temperatura entre 65 °C a 70 °C. Apds por 24h o
extrato foi filtrado e realizada evaporacédo do alcool etilico em um rotaevaporador
até a obtencdo de um extrato seco. As analises cromatograficas dos extratos
aquoso e etanodlico de Origanum vulgare L. foram realizadas empregando a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Células RK13 foram cultivadas em microplacas a 37 °C e 5 % de CO; e
apos confluéncia, o meio foi removido e diferentes concentracdes do EEO (a partir
de 100 pg/mL a 0,09 pg/mL) foram adicionadas. Apos 48 horas de tratamento foi
analisada a viabilidade celular via integridade da membrana plasméatica usando o
método do MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide)
conforme descrito (MOSMANN, 1983). Verificou-se efeito virucida mediante a
incubagéo a 37 °C, 20 °C e 4 °C por 1 hora do EAV ou da mistura EAV e EEO, na



concentracdo nao toxica. Apos os diferentes periodos de incubagéo o virus foi
realizada a titulagdo viral. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A verificacdo da citotoxicidade de extratos vegetais é uma etapa
fundamental dos ensaios biologicos. A adicdo do extrato etandlico causou um
decréscimo na viabilidade celular proporcional as concentracbes avaliadas.
Viabilidade das células RK13 superior a 90% foi dectectada a partir da
concentracdo de 12,5 pg/mL mediante o método do MTT. Tal concentracdo foi
utilizada em todos os testes realizados. Segundo um estudo com extrato etandlico
80% de diferentes plantas da familia Lamiaceae foram encontrados resultados
ndo téxicos a partir de 49,3 pg/mL para Rosemary, Thyme 28,7 pg/mL,
Peppermint 74,1 pg/mL, e Prunella 101,1 pg/mL sendo que a partir dessas
concentracfes foram testados ensaios frente ao herpesvirus simplex tipol, pré
tratamento celular com extrato, pré tratamento do virus com extrato antes de
colocar na célula e teste adicionando o extrato apés infeccgao celular com o virus,
onde foram reveladas efetividades do extrato de Peppermint e Prunella nos
ensaios de pré tratamento do virus com extrato antes de colocar na célula e no
teste adicionando o extrato apos infecccéo celular com o virus REICHLING et al.
(2008). Este ultimo resultado foi semelhante a atividade antiviral encontrada no
presente estudo.

Os acidos fendlicos e flavonoides foram identificados nos espectros
registados entre 225 e 350 nm, sendo detectados no extrato etandlico de
Origanum vugare a apigenina, acido rosmarinico, acido caféico, carnosol, acido
p-cumarico, caempferol, quercetina, acido carnosico e luteolina. Estudo
recentemente realizado com extrato etandlico de Origanum vulgare visando a
caracterizacdo quimica dos extratos identificou como compostos majoritarios o
acido rosmarinico e p-cumarico e apigenina, em diferentes concentracfes
concordando com os resultados obtidos nesse estudo DANILA et al. (2011).

Segundo estudo realizado com extrato metandlico de Origanum vulgare,
foram identificados alguns compostos fendlicos, como acido caféico, acido
vanilico, acido ferdlico e rutina PROESTOS et al. (2008).

O protocolo buscando atividade virucida foi capaz de demonstrar forte acéao
virucida do extrato etandlico de Origanum vulgare sobre o EAV, uma vez que
ap6s 1 hora de incubacdo os titulos médios do EAV ficaram reduzidos de 10° para
10* quando incubados a 37 °C e para 10° com a incubacéo a 20 °C. A incubacao
do EEO com o EAV a 4 °C n&o resultou em diferenca no titulo viral. E possivel
gue acao virucida do extrato esteja relacionada a interacdo dos compostos
guimicos presentes com moléculas existentes no envelope viral, resultando no
impedimento ou dificultando a ligacéo celular e penetracdo na célula RK13.

Entre os compostos fendlicos identificados no extrato de Origanum vulgare,
0 acido rosmarinico tem apresentado atividade antiviral NOLKEMPER et al.
(2006). Outros compostos quimicos identificados foram a apigenina, carnasol e
guercetina, que também podem ter sido responsaveis pela atividade antiviral do
extrato etandlico de Origanum vulgare talvez devido a sinergismo entre essas
substancias.

Pesquisadores relatam que os compostos fendlicos, entre eles os
flavonoides, possam ser potenciais drogas antivirais, promissores como terapia
antiviral GRAVINA et al. (2010). A maioria dos estudos relatam ensaios in vitro



comprovando a acéo dos flavonoides na inibicdo da replicacao intracelular dos
virus, pouco tem sido evidenciado sobre o efeito antiviral dos flavondides em
testes in vivo. No entanto, a utilizagdo terapeutica dos flavonoides se encontra
ainda em expansédo necessitando de maiores pesquisas e ensaios bioldgicos.

4. CONCLUSAO

Com os resultados evidenciados nesse estudo conclui-se que o EEO pode
representar um novo agente antiviral promissor para o arterivirus.
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