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1. INTRODUCAO

Infecgbes por herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) acarretam em perdas
substanciais na produtividade, afetando tanto a pecuaria de corte quanto a leiteira
(FINO et al., 2012). Esse agente patogénico encontra-se amplamente distribuido
ao redor do mundo, causando quadros clinicos como infecgdes respiratérias,
conjuntivite, vulvovaginite, balanopostite, problemas de fertilidade, indugcao
abortos e até mesmo a infecgdo multissistémica fatal em neonatos. A capacidade
do virus de entrar em estado de laténcia complica o processo de diagndstico,
incentivando, assim, pesquisas voltadas para profilaxia e controle das infecgoes
por herpes (KAHRS, 2001).

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse na incorporagao de
substancias de origem natural na pesquisa e criagdo de novos medicamentos
(MARQUES et al., 2022). Nesse sentido, o presente estudo propds avaliar uma
espécie vegetal comum no bioma Pampa, conhecido pelo nome popular de
“Acoita-cavalo” (Luehea divaricata), conhecida por suas propriedades medicinais
tradicionalmente utilizadas pelas populacdes locais. Dentre as propriedades
estudadas da Luehea divaricata, destacam-se suas agdes antifungicas e
anti-inflamatérias (ROSA et al., 2014). Estudos cientificos tém demonstrado que
extratos dessa planta possuem compostos ativos que exibem atividade contra
fungos patogénicos, e que certos componentes da planta podem inibir processos
inflamatorios no organismo, o que pode ter implicagdes no desenvolvimento de
tratamentos para condi¢cdes inflamatoérias, como artrite e doengas autoimunes
(BATISTA, et al.,, 2016) . No entanto, até o momento, n&do existem registros de
estudos especificos que investiguem a Luehea divaricata como agente virucida.
Assim sendo, nesta pesquisa, foi avaliada a atividade virucida de um extrato
hidroalcodlico de Luehea divaricata com relacdo ao virus BoHV-1, de ampla
relevancia na area da medicina veterinaria.

2. METODOLOGIA

Células de linhagem de rim bovino MDBK (Madin-Darby bovine kidney)
provenientes do biorrepositério do Laboratorio de Virologia e Imunologia da
Universidade Federal de Pelotas (LabVir/UFPel) foram utilizadas para realizagao
dos testes. As células foram cultivadas em garrafas de cultura celular,
empregando meio essencial minimo (MEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e mantidas incubadas em estufa a 37 °C e 5 % de CO2.
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O extrato hidroalcodlico derivado de Luehea divaricata foi obtido mediante
o processamento das folhas, no Laboratério de Quimica Aplicada a Bioativos,
pertencente ao curso de Quimica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

A avaliacdo da citotoxicidade do extrato hidroalcodlico foi conduzida em
células da linhagem MDBK apdés um periodo de 72 horas. Foram testadas
diferentes concentragbes do extrato, incluindo 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e
1,56 pg/mL. O ensaio de citotoxicidade foi realizado por meio do método de
reducdo do MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazdlio) para
formazan (MOSMANN, 1983). O percentual de viabilidade celular foi calculado
usando a seguinte formula: AT/AC X 100, onde AT representa a absorbancia das
células tratadas e AC a absorbancia do controle (células tratadas apenas com
MEM). Consideramos néo toxicas as viabilidades celulares superiores a 90%.

Apds a analise da citotoxicidade, com base nos resultados obtidos, foi
selecionada a concentragdo que nao apresentou toxicidade nas células MDBK
para realizar os testes. A atividade virucida foi avaliada pelo método de diluicdo
limitante (BEHRENS; KARBER; 1935). Essa metodologia permite comparar,
através de titulo viral, se houve redugéo dos titulos virais em células que foram
tratadas, em comparacéo aos controles. Para realizagao do ensaio virucida, 50 yL
do extrato em concentragdo nao citotéxica (6 ug/ml) foram incubados com 50uL
do BoHV por 24, 12, 6, e 1 hora a 37 °C e como controle negativo o virus foi
incubado apenas com MEM, na mesma quantidade e tempos. Apds esse periodo
de incubacgao, foi aplicado o método de diluicao limitante. A leitura do titulo do
virus tratado ou ndo foi realizada 72 horas apds o experimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de avaliacdo da citotoxicidade, a concentracdo do extrato
hidroalcodlico de Agoita-Cavalo (ACH) que n&o apresentou toxicidade, apés 72
horas de analise, foi determinada como 6ug/mL.

Em relagdo a atividade virucida do composto, ndo foram observados
efeitos significativos durante o periodo de 1 e 6 horas. Apds 12 horas, o titulo viral
reduziu de 10%6,5 para 1075,25 (média). E, apdés 24 horas, uma atividade
altamente significativa foi observada, uma vez que nao foi possivel a detecgao do
virus que inicialmente tinha um titulo de de 1075.

A avaliagdo da atividade virucida tem como finalidade verificar se os
compostos estudados tém a capacidade de inativar as particulas virais
diretamente, causando sua desestabilizacdo ou se ligando a elas de maneira
irreversivel, o que evita que se liguem aos receptores celulares e iniciem o
processo de infecgao.

O presente trabalho trata-se de um estudo pioneiro que investigou o
potencial virucida da do extrato hidroalcodlico da Luehea divaricata. Outros
extratos naturais como o Solanum Paniculatum (Jurubeba) e Solidago
Microglossa (Arnica-do-brasil) ja foram estudados e apresentaram ter atividade
virucida contra BoHV1, conforme relatado por KAZIYAMA et al (2012). Portanto,
sabe-se que muitos extratos apresentam caracteristicas promissoras que
justificam a continuagdo de estudos em laboratério e em organismos vivos,
visando ao futuro desenvolvimento de formulagdes com propriedades antivirais
contra o BoHV1, com potencial aplicacdo terapéutica. No entanto, € importante
ressaltar que, apesar dos resultados promissores, ainda sao necessarias
pesquisas mais aprofundadas para compreender completamente o potencial
virucida do extrato, assim como seu mecanismo de agao.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o ACH
demonstrou ser seguro em relagdo a citotoxicidade, com uma concentragdo nao
téxica de 6ug/mL apds 72 horas de analise. Embora ndo tenhamos observado
efeitos significativos de atividade virucida do extrato apds 1 e 6 horas, foi evidente
uma agao virucida apos 24 horas de tratamento, indicando um potencial efeito
contra o virus apdés um periodo prolongado de exposigdo. Esses achados
sugerem que o ACH merece investigagdes adicionais como um possivel agente
terapéutico contra infecgdes virais, € mais estudos sao necessarios para elucidar
seu mecanismo de acdo e avaliar sua eficacia em modelos in vivo. Esses
resultados preliminares fornecem uma base sélida para futuras investigagbes e
sugerem que o ACH pode ser um candidato promissor para o desenvolvimento de
terapias contra herpesvirus.
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