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RESTUMO

“UTILIZAGAO DE RESVERATROL PARA A PREPARACAO DE UM
MEDICAMENTO GTIL PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES POR VIRUS
DA INFLUENZA”

Descreve-ge a utilizagdo de resveratrol para a
preparacdo de um medicamento para o tratamento da gripe. O
referido medicamento exerce a sua actividade terapéutica

através da inibigdo da replicagdo viral.



DESCRIGAO

“UTILIZAGXO DE RESVERATROL PARA A PREPARACAO DE UM
MEDICAMENTO UTIL PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES POR VIRUS
DA INFLUENZA”

A invengdo descrita na presente memdria descritiva diz
respeito a utilizagdo de vresveratrol como um componente
activo na preparacgdo de um medicamento que exerce uma acgio
inibidora sobre a replicagdo do virus da gripe e Util para
o tratamento de infecgdes provocadas pelo virus da

influenza.

Antecedentes da invencgdo

O resveratrol, isto &, o 3,4,5-tri-hidroxi-estilbeno,
foi estudado recentemente de maneira intensiva no que toca
ds propriedades benéficas conhecidas do wvinho tinto, do
qual constituili um dos componentes fundamentais (Life Sci.,

71, 2145-52, 2002}.

O resveratrol - encontra-se localizado mnas peles das

uvas pretas em gquantidades compreendidas entre 50 e 100
ug/grama e a sua concentragdo no vinho tinto encontra-se

compreendida entre 1,5 e 3 mg/l.

Numerosos estudos demonstraram uma actividade
anticarcinogénica do resveratrol, cujos mecanismos de acgdo
podem ser subdivididos como segue: inibigdo da activacgdo do
factor de transcrigdo NF-kB, susceptivel de regular a
expressio de diversos genes envolvidos nos processos
inflamatdérios e carcinogénicos (Lancet, 341, 1103-1104,
1993; Science, 275, 218-220, 1997; Proc. Natl. Acad. Sc.,
94, 14138-14143, 1997; Life Science, 61, 2103-2110, 1897;



Brit. J. Pharm., 126, 673-680, 1999; J. Imm., 164, 6509-
~6519, 2000); inibigdo de diversas proteinas, incluindo a
proteina quinase C (Bioch., 38, 13244-13251, 1999),
ribonucleotido redutase (FEBS Lett., 421, 277-279, 1898) e
ciclo-oxigenase-2(COX-2) em células epiteliais mamarias
(Ann. N.Y. Acad. Sci, 889, 214-223, 1999; Carcinog., 21,
859-963, 2000); activag8c de caspases 2, 3, 6 e 9 (FASEB
J., 1613-1615, 2000) e modulagdo do gene p53, o gual & um
supressor de tumor conhecide (Cancer Research, 59, 5892-

~-5895, 1999; Clin. Bioch., 34, 415-420, 2001).

De entre as acgdes benéficas do resveratrol deve
fazer-se igualmente merngdo a sua actividade antioxidante,
sugerida pela capacidade mencionada anteriormente de
contra-atacar os efeitos prejudiciais produzidos pelas
diversas substéncias e/ou condigdes que provocam um Stress
intracelular oxidativoe (Free Radic. Res., 33, 105-114,

z2000) .

O resveratrol pode induzir .a relaxag¢do vascular por
meio da produgdo de o6xido nitrico ao nivel endotelial
vascular (Cancer Res., 59, 2596-01, 1999), inibir a sintese
de tromboxano em plaquetas (Clin. Chin. Acta, 235, 207-219,
19%5; Int. J. Tiggue React., 17, 1-3, 1995) e de
leucotrienos em neutréfilos e prevenir a oxidagdo e a
agregagdo de lipoproteinas de Dbaixa densidade (LDL)
(Lancet, 341, 1103-1104, 1893, Life 8ci., 64, 2511-2521,
19989).

Recentemente, demonstrou-se uma actividade inibidora
do resveratrol contra virus de Herpes Simplex de ADN
(Antiv. Res., 43, 145-155, 1999) com base em sistemas

experimentals in-vitro.



Os resultados obtidos pelos presentes autores e por
outras edquipas de investigadores revelaram dgue muitas
substé&ncias antioxidantes sdo susceptivels de inibir a
replicagdo do virus Sendai da parainfluenza (SV) tipo 1, do
virus de Herpes Simplex 1 (HSV-1) e do wvirus da
imunodeficiénecia adquirida (HIV) in vitro (AIDS Res. Hum.
Retoviruses, 1897:; 1537-1541; Biochem, Biophys. Res.
Commun., 1992; 188, 1090-10%6; Antivir. Reg., 1895, 27,
237-253). Em um modelo de SIDA murina (SIDAM) demonstrou-ge
a actividade antiviral das substidncias antioxidantes, bem
comc na queratite por HSV1 (AIDS Res. HUM. Retroviruses,

1996: 12, 1373-1381: Exp. Eye. Res., 200: 70, 215-220).

A gripe €& um problema epidemiolégico de proporgdes
mundiais de gue resultam problemas graves para a salde
piblica e repercussdes grandes sob o ponto de vista
econdmico nos cuidados de salide. O virus responsavel pela
influenza encontra-se wuito espalhado e & altamente
infeccioso. Infelizmente, as terapias correntemente
disponiveis ndo s8o ainda completamente eficazes e
conduzem, com frequéncia, & escolha de estirpes virais
registentes (Fields, cap47, 1533-79, 2001) e, ailnda wais,
ag campanhas de vacinag¢8o, além das desvantagens inerentes
4 prevencdoc com base em vécinas, ndo proporcionam ainda uma
cobertura satisfatéria devide & extrema variabilidade

antigénica do virus (Fields, cap47, 1533-79, 2001).

De entre as diversas estraté&gias para o ataque da
replicacdo viral, estudos recentes (J. of Virol., 74, 1781-
-1786, 2000) referiram o papel importante da proteina M1l no
transporte de ribonuclecproteinas especificas do virus para
o citoplasma. Isto parece constituir um estddio fundamental
no ciclo da replicacdo do virusg, de tal modo que a inikbigdo

da replicagdo viral pode ser alcangada através da retengao



da nucleoproteina no ncleo da célula infectada devido &
sintese inibida da proteina M. Este fenbmeno pode ser
atribuivel & inibig¢8o das proteinas celulares com uma
fungdc quinase. De facto, demonstrou-se recentemente que a
inibi¢do das gquinases provoca a retengdo do NP nos nicleos
das células (Nature Cell. Biol. 3, 301-5, 2001; J. Off
Virol., 74, 1731-86, 2000), conjuntamente com uma acgio
inibidora potente contra a replicagdo do virus da gripe.
Sabe-se que GSH constitui o antioxidante principal no
sistema redox celular e tem sido associado com a replicagdo
de diversos virus. De facto, estudos antericres conduzidos
pelos presentes inventores, demonstraram gque durante a
infecgdo viral & possivel observar uma redugdo dos niveis
de GSH como uma consequéncia da infec¢do propriamente dita
(Rotilio et al., vOxidative stress on cell activation in

viral infection”, 143-53, .1993; Palamara et al., Antiviral

Regearch, 27, 237-53, 1995).

A regulacdc aberrante do mecanismc conhecido de
apoptose constitui. o factor subjacente responsével por
numerosas doengas humanas, tais como um namero de doengas
auto-imunes, infeccicosas ou neurcldgicas, tais como SIDA e
cancro.

Em estudos anteriores, descreveu-se que © resveratrol
permite a eliminagdo das células de tumor atraveés da
inducdoc da apoptose das células. Recentemente, estudos
conduzidos por Tinhofer I. et al. (FASEB J., 18, 1613-15,
2001) revelaram gque os primeiros casos de apoptose induzida
pelo resveratrol sdo caracterizados pela alteragdo do
potencial da membrana mitocondrial (A®m), pela libertacdo
de espécies reactivas de oxigénic (ROS) e pela activacdo de
caspases 2, 3, 6 e 9. Sabe-se igualmente que o virus da
gripe induz a apoptose em varias percentagens, de acordo

com a estirpe viral e a multiplicidade da infecgdo.



Sumdrio da invencdo

Verificou-se agora gue O resveratrol exerce uma accio
inibidora sobre a replicagdo do virus da gripe. De uma
maneira completamente surpreendente, verificou-se que o
resveratrol exerce a sua acgao inibidora sobre replicagido
do wvirus da gripe ndoc através da sua actividade
antioxidante esperada, mas através de um wmecanismo
especifico de inibig¢do da proteina quinase C, uma enzima
celular que desempenha um papel principal no processo de
replicagdo do wvirus da gripe. A vantagem principal
proporciconada pela utilizagdo do resveratrcl consistiria,
por consequéncia, na sua capacidade para atacar ¢ virus
indirectamente, isto &, mediante interferé&ncia com uma
egtrutura celular funcional do virus, em vez de com a
particula viral propriamente dia. Este tipo de abordagem
pode, por consequéncia, conduzir & inibigdo do wvirus,
evitado a ocorréncia do fendmeno de resisténcia aos

farmacos antivirais mais comuns.

Por consequéncia, um objectoe da presente invengdc & a
utilizacdo de resveratrol para a preparagio de um
medicamento Gtil para a prevengdo e/ou o tratamento de
infecgdes provocadas pelo virus da gripe. De acordo cm uma
aplicagdo preferida da presente invengdo, utiliza-se o
resveratrol contra © virus da gripe em seres humanos. De
acordo com uma aplicag¢do mais lata da invengdo, os seus
objectivos podem incluir igualmente a utilizagdo de
resveratrol para a preparagdo de um medicamento til para o©
tratamento de infecgdes provocadas pelo virus da gripe no

dominio veterindrio.

2 presente invengdo serd agora ilustrada em pormenor,

também com © recurso acs exempleos e ads figuras, em gque:



A figura 1 ilustra o efeito do regveratrol sobre a
replicagdo do wvirus da gripe PR8 em células MDCK e, para
gser preciso, na figura 1A, no ¢aso da administracio post-
-infecgdo, na figura 1B no <c¢aso da administragdo pré-
-infecgdo, e na figura 1C no caso da administragidc pré- e

post-infeccdo;

A figura 2 ilustra o efeito do resveratrol sobre
monocamadag confluentes de células MDCK ndo infectadas e,

para se ser preciso, o nimero de células vidveis;

A figura 3 ilustra a caracterizacdo da actividade
antiviral do resveratrol, e, para ser preciso, na figura 32
o tratamento durante a adsorgdc viral e na figura 3B o

efeitc sobre as particulas virails;

A figura 4 ilustra a caracterizagdo da actividade

antiviral do resveratrol, e, pa}a_ser preciso, na figura 4A
no caso da administracio imediatamente apds a infecgdo e a
remocdo em instantes de tempo diferentes, e, na figura 4B,
no caso da adicdo em instantes de tempo diferentes em
relacdo com a infecqab;

A figura 5 ilustra a apoptose em células MDCK tratadas
com resveratrol (diamantes: ndo infectadas, quadrados:

infectadas) ;

A figura 6 ilustra a correlagdoc entre o efeito

antiviral do resveratrol e o estado redox intracelular;

A figura 7 ilustra o efeito do resveratrol scobre a

sintese de proteinas virais do virus PR8 da gripe;

A figura 8 ilustra o resultado de PCR para ARNm de

proteinas virais tardias;



A figura 9 ilustra o efeitec do resveratrol in vivo

apés a infecgdo com o virus PR8 da gripe.

Desgcrigdo pormenorizada da invencdo

Com a finalidade de ilustrar a eficdcia da presente
invengdo, conduziram-se estudos in vitro utilizando o virus
da gripe A/PR8/34, subtipo HINl (no seguimento referido
abreviadamente como virus PRB)l Utilizou-se esta estirpe
puramente'a titulo de exemplo, devendo entender-se que a
presente invengdo & aplicdvel ao virus da gripe no sentido

geral do termo.

Materiais e Mé&todos

0 resveratrol & um produto que se encontra vulgarmente
disponivel no comércio ou o qual pode ser obtido utilizando
processos conhecidos descritos na literatura. Utilizou-se a
substincia dissolvida em DMSO (80 mg/ml). As concentracgdes
utilizadas para as experiéncias foram obtidas por meio de
diluigdes sucessivas em RPMI 1640. Trataram-ge todas as
amostras testemunhas com DMSO para as wmesmas doses
utilizadas para dissolver o resveratrol. Para estas
concentra¢des o DMSO ndo produziu quaisquer efeitos tdxicos

sobre as células.

Culturas de celulares

Para o estudo da replicagdo do wvirus da gripe
utilizaram-se células MDCK (células epiteliais de rim de
cdo). Cultivaram-se as células em frascos T-25 ou em placas
Libno com 6 e 24 cavidades em meio de cultura RPMI a dque se
adicionou L-glutamina, penicilina-estreptomicina e soro

fetal de vitela a 10% (FCS) e manteve-se a temperatura de



37 °C numa atmosfera de CO, a 5%. Destacaram-se as
monocamadas das células confluentes com uma solugdo de
tripsina a 0,25%, centrifugaram-se e voltaram a semear-se
em meio <fresco. Realizou-se a contagem das células
utilizando um hemocitémetro e determincu-ge a viabilidade
das células por meio de exclusdo com corante de viabilidade

de Azul de Tripano (0,02%).

Produg¢do do virus

Produziu-se o virus por meio da inoculag¢do de uma
suspensdo viral diluida apropriadamente na cavidade
alantbdide de ovos de frango embrionados com 10 dias. Apds a
incubac¢do dos oveog a temperatura de 37°C durante 72 horas,
clarificou-se o fluideoc alantdide que contém as particulas
virais recentemente formadas mediante centrifugacdo &
temperatura de +4 °C e guardaram-se 4 temperatura de -80

°C.

Titulagdc do virus

Realizou-se a titulacdo do virus utilizando a técnica
de hemoaglutinina a qual se baseia na capacidade, peculiar

deste virus, para aglutinar células sanguineas.

Titulou-se © virus ndo diluido do fluido alantdide
mediante dilui¢do escalar com soro fisiocldgico tamponado
com fosfato (PBS) em placas com 96 cavidades, a que se
adicionou mais tarde uma suspensdo a 0,5% de células de
sangue humano do grupo O Rh+. Deixaram-se entdo as placas a
temperatura ambiente durante um intervalo de tempo
guficiente para que a reacgdo de hemoagludinagdc tivesse
lugar. O titulo viral da amostra, expressa em unidades de

hemoaglutinagdo (HAD) , foi representado pela Gltima



diluigdo que da origem & hemoaglutinagd3o completa. Avaliou-
-se a libertagdo do virus na parte das células infectadas
com O mesmo processo sobre os sobrenadantes das amostras
infectadas que oram retiradas 24 e 48 horags apds a

infecgdo.

Infecgdo viral

Lavaram-se as monocamadas confluentes de cé&lulas MDCK
com PBS e infectaram-se com o virus (multiplicidade de
infecgdo igual a 0,2 [m.o.i.]). Em particular, diluiu-se

=

apropriadamente o virus em RPMI sem FCS e adicionou-se &

Qir

célula no volume minimo. Decorrida 1 hora de incubacdo
temperatura de 37 °C (periodo de adsorgac do virus),
removeu-se o inbdculo e mantiveram-se as monocamadas, apos
lavagem com PBS para eliminar o excesso de virus nédo
adsorvidos, em melo fresco que contém FCS a 2%. Adicionou-
-ge resveratrol para diversas concentragdes (1, 5, 10, 15,
20 e 40 pg/ml), de acordo com as seguintes escalas de
tratamento: a) 24 horas antes da injeccdo (pre-); Db)
imediatamente apds a adsorgdo do virus pelas células de
infecgdo (post-); e ¢) 24 horas antes e imediatamente apds
a adsorgdo do virus pelas células de infecgdo (pre-post).
Em todos og casog, deixou-sge incubar a substéncia durante o
tempo total da experiéncia. 24 e 48 horas apds a infecgdo,
titulou-se o virus Jlibertado no sobrenadante mediante
avaliagdo das unidades de hemoaglutinac8o. Conforme se
ilustra na Figura 1, o resveratrol adicionadc post-infeccéo
inibiu a replicagdoc viral de uma maneira dose-dependente.
Para a concentragdo de 20 ug/ml, o titulo wviral foi
reduzido de 87% quando comparado com ag testemunhas
infectadas e ndoc tratadas, sem gquaisguer efeitos tdxicos
sobre as células ndo infectadas que estfo a ser detectadas.

Para ag finalidades a determinar o grau possivel de
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toxicidade nag células MDCK, trataram-se estas dltimas com
resveratrol apds a confluéncia da monocamada, para diversas
concentragdes (5; 10, 15, 20 e 40 ug/ml). ©Os resultados
obtidos demonstram que para as doges que provocaram uma
inibic8o significativa do virus da gripe (10-20 pg/ml), se
obgervou uma redugde ligeira do nGmero de <¢élulas,
provavelmente devida a um abrandamento da proliferacdo
celular (Figura'ZA).JPara estas doges, no entanto, ndo se
observaram gquaisquer altera¢des morfoldgicas das células.
Para a concentragdo de 40 ug/ml, para a qual a replicagdo
viral foli completamente blogueada, no entanto, observaram-
-ge efeitos toxicos com o aumente da mortalidade celular
(Figura 2B)}. Com basge neste resultado, nas experiéncias
seguintes utilizou-ge a dose de 20 pug/ml, a qual produziu

uma actividade antiviral mixima sem efeitos secundirios.

Caracterizacgdo da actividade antiviral

Com o objectivo de identificar as fases do cicio de
replicagdo viral controlado pele resveratrol, adicionou-se
a substéancia de acordb com diferentes escalas de tratamento
em relagdo com diversas fases do ciclo de vida do virus. Na
primeira fase, para as finalidades de determinar se o

resveratrol interfere com a entrada do virus nas células,

adicionou-se a substidncia para uma concentracdo de 20 pg/ml
exclusivamente durante a fase de adsor¢fo viral (durante
uma hora a temperatﬁra de 37 °C) e removeu-se em seguida. A
medigdo da replicagdc viral decorridas 24 horas provou ser
comparavel com a replicagdo obtida nas célulag testemunhas,
demonstrando deste modo que a entrada do virus ndo era
inibida pelo farmaco (Figura 3)}. Além disso, para

determinar se © resveratrol era capaz de inactivar

directamente o virus, i1ncubou-se este {Gltimo com a
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substéncia para uma concentragdo de 40 ug/ml durante uma
hora & temperatura de 37 °C. Mais tarde, diluiu-se o virus
assim tratado até& 1:500 e utilizou-se para infectar as
células. Nestas condigdes, ndo se observou qualquer redugio
na replicagdo +viral. Estes resultados sugerem que o
resveratrol ndo inactiva de maneira directa a particula
viral. Numa segunda fase, infectaram-se as c¢élulas e

trataram-se com resveratrol, utilizando mais uma vez a

mesma concentragio (20 pug/ml), mas adicionou-ge a
substéncia em diversos instantes apds a infecgdo (0, 3, 6 e
9 h). A replicagdo viral, determinada como HAU/ml 24 h apds
a infecgdo, revelou gue esta era significativamente inibida
apenas se se tivesse adicionado resveratrol durante as 3
horas da infecgdo (Figura 4B). Pelo contrario, se se
remover o resveratrol, adicionade imediatamente apds a
infecgdo, em diversos instantes (0, 3, 6, 9 e 24 h),
observou-ge a inibigdo de replicagdo apenas se o tratamento:
durasse pelo menos 9 horas. Além disso, os resultados
apresentades na Figura 4 mostram igualmente due a
actividade antiviral, uma wvez obtida, ndo era reversivel

quando ge interrompia o tratamento.

Determinocu-se igualmente a replicagdeo viral com
andlises da ocorréncia de antigénios virais sobre a
guperficie da . célula infectada por meio de
imunoflucrescéncia. Realizou-se a andlise das proteinas
virais mediante imunofluorescéncia com um microscdpio de
fluoregcéncia wutilizando um filtro que emite no verde
(FITC) (lentes 100x) . Infectaram-se células MDCK,
cultivadas em célulags de cobertura durante 24 horas e, 18
horas apds a infecgfio, fixaram-se com metanol-acetona a 1:1
a temperatura de 4 °C durante 15 minutos. Mais tarde,
lavaram-se as células duas vezeg em PBS e permeabilizaram-

-se com uma solugdo a 0,1% de PBS-TRITON durante 5 minutos.
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Realizou-se o bloqueamento dos sitios n3o especificos com
leite a 1% dissolvido em PBS durante 30 minutos &
temperatura ambiente. Mais tarde, adicionaram-se énticorpos
monoclonais especificos (murganho anti-gripe NP e murganho
anti-gripe M) &s proteinas virals, diluidas 1:50 em PBS
durante 30 minutos & temperatura ambiente. Detectou-se o
anticorpo primdrio com um anticorpc secundiric conjugado

para a fluoresceina (FITC anti-murganho, Sigma).

Andlises da sintese de proteinas virais e correlacdo com a

actividade antiviral do resveratrol

Analisaram-se proteinas virais pelo método das manchas
de Western. Para diferentes instantes apds a infeccdo
viral, submeteram-se as células a lise utilizando tampdes
de lise especiais. Carregaram-se entdo gquantidades iguais
de proteina scbre o gel de poliacrilamida em SDS. Apds
electroforese, transferiram-se as proteinas para sobre uma
membrana de nitroceluloe e trataram-se com o anticorpo
policlonal anti-gripe. Apds incubagéo e lavagens
apropriadas, trataram-se os filtros com um segundo
conjugado de anticorpo para a peroxidase e iluminaram-se as
proteinas virais por meio da técnica de guimicluminescéncia
(ECL), utilizando um substrato de peroxidase (luminol) o
gqual, ao reagir com a enzima, emite uma luz e promove uma
impreggdo socbre a placa auto-radiografia. Trataram-se as
células com resveratrol para diversas concentragdes (5, 10,
15 e 20 pg/ml). Para permitir uma melhor formagdo de imagem
das proteinas virais, realizou-se a experiéncia de
electroforese utilizando um gel de poliacrilamida a 10%
(Figura 74A) e um gel gradiente {(Figura 7B). O resveratrol,
para concentragdes de 15 e 20 ug/ml, inibiu quase
completamente da sintese da hemoaglutinina no virus de

gripe tardia (HO-H1, H2) e as proteinas de matriz (M). Pelo



13

contrario, inibiu-se a expressdo das proteinas de
nucleocapside precoce (nucleoproteina [NP] e proteina de
polimerase [P]), muito embora num menor grau do que o das

proteinas tardias. -

Andlise da sintese dos ARNs mengageiros

Com o objectivo de identificar o mecanismo de inibigdo
das proteinas virais, analisaram-se cé&lulas MDCK,
infectadas e tratadas com resveratrol para as diferentes
concentragdes descritas anteriormente, por meio da técnica
PCR descrita por Tobita et al. (J. General Virol., 78, 563-
-566, 1997). Homogenelzaram-se células MDCK infectadas com
o virus e/ou tratadas com resveratrol com o reagente GIBCO
BRL TRIZOL. Apds incubagdo & temperatura ambiente durante 5
minutog, adicicnou-se clorofdrmic (0,2 ml por amostra) e
incubaram-se ag amostras a uma temperatura compreendida
entre 15 e 30 °C durante 3 minutos. Em seguida,
centrifugaram-se a 10 000 zrpm durante 15 minutos a
temperatura de +4°C e isolou-se a fase aquosa gue contém o
ARN. Adicionou-se 0,5 ml de isopropanolol e incubaram-se as
amostras a uma temperatura compreendida entre 15 e 30 °C
durante 10 minutos apds o que se centrifugaram. Removeram-
-ge os gobrenadantes obtidos e tratou-se o precipitado ARN
com etanol a 75% a 8 000 rpm durante 5 minutos a uma

temperatura compreendida entre 2 e 8 °C, Por tUltimo, secou-
-se o precipitado ao: ar e dissolveu-se em 20 pg de &agua-

-DEPC (pirocarkonato de dietilo).

Transcreveu-se o ARN obtido utilizando transcriptace
inversa. Realizou-se a retrotranscripgdo sobre 5 ug de -ARN
de cada amostra numa mistura que consiste em iniciadores
aleatdrios, os quatro desoxinuclectidos (dNTP=dATP, dCTP,

dGTP, dTTP), ditiotreitol (DTT) e o tampdo RT (Life
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Technologiesg). Realizou-se a sinﬁese do ADN complementar
(ADNc) deixando a mistura durante 10 minutos a uma
temperatura de 22 °C, em seguida durante 60 minutos &
temperatura de 42 °C e finalmente inactivou-se a reacgdo

durante 10 minutos & temperatura de 75 °C. Utilizou-se

ent3oc o ADNc assim obtidec em PCR.

Utilizou-se a polimerase Tag em PCR. Conduziu-se PCR

nas suas trés fases de desnaturacio, recozimento e
elongagdc para as temperaturas respectivas de 95, 48 e 72
°C. Repetiu-gse o ciclo 20 vezes. Os oliglonucleotidos
utilizados para a amplificag¢8o do ARN viral foram: para o
gene viral que codifica para a proteina hemocaglutinina (HA)
iniciador 5': 5 -ACCAAAATGAAGGCAAACC-3 ", iniciadeor 3':
5/ -TTACTGTTAGACGGGTGAT-3’; para © gene viral que codifica

para a proteina da matriz (M) iniciador 5':
5/ -ATGAGTCTTCTAACCG-3’, iniciador 3': 5’'-ACTGCTTTGTCCATGT-
= Realizou-se a experiéncia do produte PCR em
electroforese (100 volts) em um gel de agarocse a 1% em um
tampdo em que se colocou brometo de etidio para mostrar ©

DNA com um transiluminador de UV.

Avaliaram-se as amostras obtidas a 4, 8 e 20 horas,
respectivamente, apds a infecgdo viral. Os ARNs mensageiros
para as proteinas HA e M ndo foram observados as 4 horas
guer na testemunha ou no grupo tratado com resveratrol. Os
resultados mostram que a sintese dos ARNms 20 horas apds a
infecgdo ndo & afectada pelo tratamento com resveratrol. A
observacio as 4 horas mostra que o resveratrol promove
apenas um atraso na sintese do mensageiro para estas
proteinas (Figura 8). Estes resultados sugerem dque o
resveratrol para as doses de 20 pg/ml provocam um atraso na

libertac3o dos ARNg mensageiros para as proteinas virais

tardias (HA e M), avaliadas 8 horas apds a infecgdo.
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Localizag¢do da proteina NP

Considerando que a inibigéo da proteina guinase C nas
células infectadas pelo virus da gripe provocam uma reducdo
substancial da expressdo da proteina M, conjuntamente com a
retencdo da nucleoproteina dos nidcleos da célula infectada
(J. Virol., 74, 1781-86, 2000), coraram-se cé&lulas MDCK

infectadas com o wvirus PR8 e trataram-gse ou ndo com

resveratrol para a concentracgdo de 20 ug/ml com anticorpos
especificos anti-M e énti-NP e observaram-gse ao microscdpio
de fluorescéncia. Os resultadog revelaram gque, muito embora
nas células infectadas se obgerva-se NP tanto no nldcleo
como no citoplasma e M1 prevalentemente no citoplasma, nas
células tratadas com resveratrol a NP & retida no nlicleo e
M, que é inibida significativamente, pode ser igualmente
observada apenas no nicleo. Este fendmeno & gusceptivel de
ser atribuivel & inibig¢do de proteinas celulares com uma
fungdo quinase. Og resultados sugerem entdo gque o mecanismo
de ac¢do antiviral pode encontrar-se relacionado com a
inibic8o de. proteinas com uma fungdo gquinase descritas

anteriormente (FEBS Letters, 45, 63-7, 199%9).

Ensaio da glutationa reduzida e oxidada

Realizou-ge o ensaio da glutationa como um resultado
da formacdo de derivados de S-carboximetilo de tidis livres
cm acido ilodoacético seguida pela conversdo dos grupos NH;
terminails em derivados de 2,4-dinitrofenilo apbs a redugao
de 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenc (Anal. Biochem., 106, 55-62,
1980).

Destacaram-se as células MDCK por meio de uma técnica
de raspagem. Mais -tarde, centrifugaram-se as células a

1 200 rpm durante 5 wmwinutos. Lavaram-se as c¢é&lulas duas
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vezes em PBS e voltou a sugpender-se o precipitado, obtido
apds 'centrifugagéo, em 200 ug de tampdo. Desproteinizaram-
~-se os lisgados celularés, obtidos com ciclos repetidos de
congelagdo e descongelacgdo, mediante precipitacgZo em &cido
metafosférico a 5%. Apds centrifugagdo a 22 300 g,
derivatizaram-se os tidis de peso molecular reduzido
presentes no sobrenadantevcom acido iodoacético a 10% (v/v)
e neutralizaram-se com NaHCO; em forma de pd. Decorrida 1
hora de incubagdoc no escuro adicionou-se uma solugido de
l-cloro-2,4-dinitrobenzeno a 1,5% (v/v) (1,5 ml/98,5 ml de
etanol absoluto). Apbés adigido de reagente de Sanger,
incubaram-se as amostras durante 12 horas no escuro, e

realizou-se a separag¢dc das diversas espécies de glutationa

por meio de uma c¢oluna pBondapal 3,9 x 300 mm de NH; HPLC
{(Millipore). Para medir o teor total de GSH fez-se
referéncia a uma curva padrio obtida com GSH purificado. O
teor de GSH & expresso em GSH mmol/mg dJde proteinas
presentes na amostra de lisado. Calculou-se a concentragdo
e proteina utilizando o método de Lowry (Biol. Chem., 193,
265-75, 1951). Este método explora a capacidade das
proteinas para reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau numa
solugdo alcalina com .ides Cu®', gracas & presenga dos
grupos fenol num nGmero de aminodcidos tals como
triptofano, tirosina, cisteina e histidina. O triptofanc e
a tirosina reagem por meio dos seus grupos fendis
particularmente reactivos; a cigteina através do grupo -SH
e a histidina com o anel do imidazol. Detectou-se o produto
da reacgdo de redugdo pela formagdo de compostos corados
pela reacgdo com os aminoacidos aromdticos das proteinas.
De facto, a solugdo assume uma cor azul particularmente
intensa que apregenta um pico de absorgdo a 695 nm. Com
base nas ©proporgdes da absorgdo, obteve-ge asgim a

concentracdo de - proteinas relativamente & curva de
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calibragdo de 1linha recta obtida utilizando diversas

concentragdes de albumina de soro bovine como padrdo.

Com o objectivo de avaliar a correlagdo possgivel entre
a actividade antiviral e a wmodulagido do estado redox,
determinou-se a concentrag¢do GSH celular de cé&lulas MDCK,
tratadas com diferentes c¢oncentracdes de resveratrol e
infectadas ou ndo com o virus, mediante andlise de HPLC 24
horas apds a injecgdo. De maneira surpreendente, o
resveratrol adicionado &ds células MDCK ndo infectadas
produziu uma redugdo nos niveis de GSH intracelular em
compara¢do com as células ndo tratadas (Figura &). A adigdo
de resveratrol as células infectadas, muito embkora iniba a
replicagdo viral, n3c restaura os niveis de GSH reduzidos

pela infeccéo.

Andlise da apoptose

No que diz respeito & andlise de apoptose, infectaram-
-ge células de MDCK com o virus PR8. Apds adsorgdo viral,

trataram-gse as  células com resveratrol para as diversas

concentracdes (5, 10, 15 e 20 pg/ml). Vinte e quatro horas
apbs a infecgdo, destacaram-se as células utilizando uma
solugdo de tripsina a 0,25% e centrifugaram-se entdo a
1 200 rpm durante 5 minutos. Analisou-se o precipitado
assim obtido por meio de uma técnica FACS apds marcacdo com

iodeto de propidio.

Com a finalidade de determinar se a indugdc da morte
celular pela apoptose se encontrar envolvida no efeito
antiviral do resveratrol, infectaram-se ou ndo células MDCK
com o virus e trataram~se com a substéncia para as
diferentes concentra¢des. Avaliou-se a morte celular por

apoptoge por meio de- FACS apds marcagido com iodeto de
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propidio. Conforme se ilustra na Figura 5, o resveratrol
provocou um certo grau de morte celular por apoptose em
células ndo infectadas compreendido entre 8 e 32% de acordo
com as doses (5 e 20 ng/ml, respectivamente). A infeccdo
propriamente dita induziu a apoptose em 12% das células
infectadas. Muito embora a adig¢dc de doses crescentes
tivesse provocado um aumento da mortalidade, nao se
cbservou qualguer diferenca significativa entre as células
infectadas e as células ndo infectadas tratadas com doses
antivirais do farmaco (35 e 37% de apoptose,

respectivamente) .

A titule de confirmag8o ulterior des resultados da
presente invengdo, e a titulos de exemplos, descreveln-se oS

sequintes estudos in-vivo.
Exemplo

Utilizaram-se murganhos fémeas de procriagdo
consanguinea com quatro semanas de idade Balb/c AnCrIBR.
Administrou-gse o© resveratrol, dissolvido em PBS, aos
animais através da via intraperitoneal em diversos
instantes de tempo apds a infecgdo com o virus da gripe.
Escolheram-se ag concentragdes de resveratrol de modo a

obter-ge uma gama de doges no sangue dos animais semelhante

34 gama eficaz in vitro (10 a 20 pg/ml).

Inocularam-se o8 murganhos por via intranasal (i.n.)
com uma suspensdo que contém o virus da gripe A/PR para uma
multiplicidade de infecgdo de 2 HAU/murganho, apbs
anestesia suave com éter. Com base nos resultados
experimentais anteriores, o virus da gripe para esta
multiplicidade de infeccgdo produz pneumonia hemorragica que

conduz & morte de 80% dos animais durante uma semana apds a
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infecgdo. Com o objectivo de monitorizar a tendéncia da
infecgdo, monltorizaram-se tanto os parametros wvircldgicos
como imunoldégicos além de se ter realizado o estudo das

curvas de sobrevivéncia.

Como um pardmetro vircoldégico, determinou-se a carga
viral. Para diferentes instantes apds a infeccgdo,
retomaram-se os pulmdes de murganhos infectados e
testemunhas como amostras, pesaram-se e homogeneizaram-se
em RPMI gque contém antibiéticos. Apds centrifugacgdo,
diluiram-se apropriadamente os gobrenadantes e analisou-ge
a carga viral por meio do ensaio de CPE-50%, Com base neste
método, infectaram-se células MDCK confluentes com os
sobrenadantes diluidos seriamente em RPMI a due se
adicionaram antibidticos para FCS a 2% e incubaram-se
durante trés dias & temperatura de 37 °C numa atmosfera com
5% de CO,. Por 1Ultimo, para cada diluig¢do, contaram-se as
cavidades que mostram efeitos positivos e compararam-se com
as que apresentam efeitos citopaticos negativos de acordo

com a foérmula de Reed e Muench. Calculou-se o titulo de

CPE-50% em unidades/ml.

Como um pardmetro imunolégilco, avaliaram-se os niveis
de citogquinas inflamatdrios wutilizando o método ELISA.
Utilizou-se uma placa de 96 cavidades para a experiéncia.
Revestiu-gse a placa com anticorpos monoclonais para as
citoquinas a serem estudadas e incubou-se durante a noite &

temperatura de 4 °C. Mais tarde, adicionaram-se 200

pl/cavidade de BSA a 1% em tampdo de carbonato durante 30
minutos & temperatura de 37 °C. Realizaram-se lavagens com
TBS a 0,25% + Tween 20 e adicionaram-se as amostras durante
4 horas & temperatura de 37 °C. Como referé&ncia utilizou-se
uma curva de referéncia de citoquinas recombinantes em

diluigdo escalar. Realizaram-se entdec as lavagens e
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adicionou-se um anticorpo policlonal anti-citoquina,
diferente do primeirc e deixou-se durante a noite a
temperatura de +4 °C. Mais tarde; &s lavagens com TBS a
0,5% + Tween 20, adicionou-se MgCl, 2 nM o terceirc
conjugado de anticorpo para a fosfatase de enzima alcalina

durante 4 horas a temperatura de 37 °C. Por dltimo,

adicionou-se um substrato para a enzima (100 pl/cavidade) e
tomou-se a leitura utilizando o leitor ELISA e um filtro de
405 nm. Analisaram—se os anticorpos seguintes: 1) rato
menoclonal anti-murganho TNF-alfa/murganho recowbinante IL-
6; 2) murganho recombinante TNF-alfa/murganho recombinante
IL-6; 3) coelho policlonal anti-murganho TNF-alfa/cabra
policlonal anti-murganho IL-6; 4) cabra anti-coelho IgG-

-fosfatase alcalina/anti-cabra IgG fosfatase alcalina.

Estudou-se a eficdcia do resveratrol num modelo
experimental de infecgdo pelo virus da gripe em murganhos.
Neste modelo, a inoculagdoc intranasal do virus provoca uma
pneumonia hemorrdgica grave a gqual conduz a morte dos
animais no decurso de 7 a 10 dias de infecgdo. O modelo
experimental visa a avaliacdo da eficdcia terapéutica da
substdncia em estudo, conforme se determinou com base na
sobfevivéneia dos animais infectados. Para esta finalidade,
administrou-se o© resveratrol aos animais em diferentes
dogses, numa base didria durante 7 dias, com inicio
decorridos algumas horas apds a infecgdo. Os resultados
obtidos mostram que, muito embora a mortalidade dos animais
tratados fosse elevada da ordem de 80%, a administrac¢doc do
resveratrol (1 mg/kg) reduziu de maneira significativa a
mortalidade e 60% dos animais sobreviveram a infeccédo

(Figura 9).

Lisboa, 8 de Fevereiro de 2008



- REIVINDICAGOES

1. Utilizagdo de resveratrol como componente activo na
preparagdc de um medicamento que exerce uma acgdo inibidora
gobre a replicagdo do virus da influenza e Gtil para a
prevengdo e/ou o tratamento de infecgdes provocadas pelo

mesmo virusg da influenza.

2. Utilizag¢do de acordo com a reivindicagdo 1., em que o

referido virus & o virusg da influenza humano.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 1., em gue ©
referido medicamentoc & 0til para o tratamento de infeccgBes

virais no dominio wveterinirio.

Lisboa, 8 de Fevereliro de 2008
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Figura 1
Efeito do resveratrol sobre a replicagdo da gripe pr8 em cé&lulas MDCK
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Figura 1 (continuagdo)
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Figura 2a
Efeito do Resveratrol sobre a monocamada confluente de células MDCK
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Figura 2B (continuagdo)
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Figura 3
Caracterizagdo da actividade antiviral do Resveratrol

A) Tratamento durante a absorgdo do wvirus B) Efeito sobre a particula do virus
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Figura 4A

Caracterizagfo da actividade antiviral do Resveratrol
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Figura 4B
Caracterizagio da actividade antiviral do Resveratrol
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Figura 5
Apoptose em células MDCK tratadas com Resveratrol
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Figura 6
Correlagdo do efeito antiviral do resveratrol com estado redox
intracelular
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Figura 7
Efeito do Resveratrol scbre a sintese de proteinas virais de gripe prs
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Figura 8
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Figura 9

Efeito do Resveratrol administrado apds injecgio viral de gripe pr8 in
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