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RESUMO

Produtos naturais s&o potenciais fontes alternativas para o desenvolvimento
de antivirais para o tratamento da dengue, assim como de outras doengas causadas
por virus da familia Flaviviridae ou mesmo para um amplo espectro de viroses.
Neste estudo foi feita a triagem da atividade in vitro contra o Dengue virus 2 (DENV-
2) de 3101 extratos, provenientes de plantas e de fungos da Colegcao de Amostras
para Bioensaios da Fiocruz. Para tal, células BHK-21 foram infectadas com DENV-2
e tratadas simultaneamente com 25 yg/mL de extrato sendo o resultado analisado
por dois métodos: observagcdo do grau de inibigdo do efeito citopatico (ECP) por
microscopia Optica e analise da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT.
Dentre os 3101 extratos testados, 115 extratos apresentaram atividade antiviral
contra DENV-2 e foram selecionados para a determinagcdo da respectiva
concentragao efetiva 50 (CEsp). Cinquenta e cinco destes extratos foram obtidos de
plantas pertencentes a 20 familias distintas: Amaryllidaceae (3), Annonaceae (1),
Asteraceae (5), Begoniaceae (1), Clusiaceae (1), Combretaceae (1),
Erythroxylaceae (1), Fabaceae (4), Lythraceae (2), Malpighiaceae (8), Malvaceae
(1), Melastomataceae (2), Melochia (1), Myrtaceae (3), Rubiaceae (8), Sapindaceae
(9), Ochnaceae (1), Primulaceae (1) Vitaceae (1), Vochysiaceae (1). Os demais
extratos (60) foram obtidos de culturas de fungos endofiticos coletados no Brasil, no
continente Antartico e no Deserto do Atacama, ainda nao identificados. Até o
momento, os extratos vegetais mais promissores foram obtidos de plantas da familia
Amaryllidaceae (IS = 32,15) e da familia Fabaceae (IS = 20,47) e (IS = 24,47). Vinte
extratos fungicos apresentaram valores de CEso que variaram entre 3,1 a 12,5 pg/mL
e sem citotoxicidade aparente até a concentragcao de 100 ug/mL. Nossos resultados
mostram que tais plantas e fungos séo fontes promissoras de substancias com agao

antiviral contra DENV.
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ABSTRACT

Natural products are potential alternative sources for the development of
antiviral drugs for dengue treatment of, as well as for other diseases caused by
viruses of the Flaviviridae family or even caused by a broad spectrum of viruses. In
this study, were performed an in vitro screening for activity against Dengue virus
(DENV-2) of 3101 extracts from plants and fungi belonging to Fiocruz Minas extract
sample collection. To this end, BHK-21 cells infected with DENV-2 were
simultaneously treated with 25 ug/mL of extract and the results analyzed by two
methods: observing the degree of inhibition of DENV cytopathic effect (CPE) by
optical microscopy and also by analysis of cell viability MTT colorimetric assay.
Among the 3101 extracts tested, 115 extracts showed antiviral activity against
DENV-2 and were selected for determination of its half maximal effective
concentration (ECsp). Fifty-five of these extracts are taken from plants belonging to
20 different families: Amaryllidaceae (3), Annonaceae (1), Asteraceae (5),
Begoniaceae (1), Clusiaceae (1), Combretaceae (1), Erythroxylaceae (1), Fabaceae
(4), Lythraceae (2), Malpighiaceae (8), Malvaceae (1), Melastomataceae (2),
Melochia (1), Myrtaceae (3), Rubiaceae (8), Sapindaceae (9), Ochnaceae (1),
Primulaceae (1) Vitaceae (1), Vochysiaceae (1). The other extracts (60) were
obtained from endophytic fungal cultures collected in Brazil, from Antarctic and the
Atacama Desert soils, not identified yet. To date, the most promising plant extracts
were obtained from plants of the Amaryllidaceae family (IS = 32.15) and Fabaceae
(IS = 20.47) and (IS = 24.47). Twenty fungal extracts showed ECs; values ranging
from 3.1 to 12.5 mg/mL without any apparent cytotoxicity up to the concentration of
100 ug/mL. Our results show that these plants and fungi are promising sources of

substances with antiviral action against Dengue virus.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, a dengue e a ocorréncia das formas graves da doenga,
tém sido um grande problema de saude publica no Brasil e no mundo, apresentando
incidéncia e distribuicdo geografica em expanséo continua. Infelizmente, os servigcos
de saude publica e de atencdo médica tém sido incapazes de diminuir efetivamente
a incidéncia da doenca (Guzman & Harris, 2015).

A dengue pode afetar a saude de 3,6 bilhdes de pessoas que vivem em mais
de 100 paises endémicos e areas onde o virus pode ser transmitido. A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) estima que ocorrem no mundo, anualmente, entre 50-100
milhdes de infecgdes por dengue, mais de 500 mil casos de dengue grave e cerca
de 22.000 mortes principalmente em criangas. (Souza et al.,, 2007). No entanto,
estudos recentes mostram que ha uma subestimacado desses dados, estimando com
modelos de estudo mais precisos, cerca de 390 milhdes de infecgdes assintomaticas
e 96 milhdes de infecgdes sintomaticas por ano em todo o mundo. Dessas, 14%
ocorrem nas Américas, sendo mais da metade no Brasil e no México (Bhatt et al.,
2013).

Desse modo, a doenca tem um alto custo para a sociedade, sendo que,
apenas no hemisfério ocidental estima-se um custo em cerca de 2,1 bilhdes de
dolares por ano (Beatty et al., 2011). Além dos custos econdmicos e para a saude
publica, ha um grande impacto social em paises onde ocorrem epidemias de
dengue, que muitas vezes precisam interromper a assisténcia primaria para os
pacientes hospitalizados (Bhatt et al., 2013; OMS, 2015 - disponivel em
http://www.who.int /csr/disease/dengue /impact/en/).

Até o momento, ndo ha vacina nem tratamento especifico disponiveis no
mercado e ndo existem medidas de controle efetivas e sustentaveis de combate ao
mosquito vetor ou que garantam a protecdo das comunidades afetadas (Gomez-
Dantes & Willoquet, 2009). Portanto, € de extrema relevancia a pesquisa e o
desenvolvimento de estratégias para a busca de substancias ativas ou antivirais
para o tratamento dos pacientes.

Varias plantas medicinais tém se mostrado promissoras para tratamento de
diversas infec¢des virais, sendo que algumas delas mostraram atividade antiviral de

amplo espectro (Semple et al.,1998; Muller et al., 2007; Lee et al., 2013). Desse
16



modo, na busca de abordagens para a descoberta de antivirais e na tentativa de
identificar compostos que podem ser usados como antivirais contra o Dengue virus
(DENV), percebeu-se o grande potencial existente entre os produtos naturais. De
fato, a natureza representa um fantastico reservatério de substdncias a ser
explorado na descoberta de novas moléculas, que podem ser usadas diretamente
como agentes farmacéuticos ou serem modificadas quimicamente para o
desenvolvimento de agentes antivirais.

Neste trabalho, pretende-se identificar extratos de plantas e de fungos
pertencentes a extratoteca Colab da Fiocruz Minas que apresentam atividade
antiviral contra DENV. E uma forma de buscar novas substancias antivirais é realizar
a triagem de extratos de plantas e fungos visando detectar a bioatividade destes
compostos em modelos in vitro.

Inibidores da infecgao e/ou replicacdo do DENV encontrados em extratos de
plantas triados neste trabalho, poderdo ser eventualmante utilizados para o
desenvolvimento de drogas antivirais para o tratamento da dengue e, para tratar
doengas causadas por outros virus da familia Flaviviridae com grande relevancia
para a saude publica, tais como o virus da febre amarela, o virus da Hepatite C, o
virus do Oeste do Nilo, o virus da encefalite japonesa, o Zica virus e até mesmo de

outros arbovirus de outras familias, como, por exemplo, o Chickungunya virus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar extratos de plantas ou de fungos da extratoteca Colab da Fiocruz

Minas, capazes de inibir, in vitro, a multiplicagdo de Dengue virus.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade antiviral de extratos vegetais e fungicos da extratoteca
Colab da Fiocruz Minas, contra o virus dengue tipo 2 (DENV-2) em células BHK-
21 utilizando-se o ensaio do MTT e a avaliagdo do efeito citopatico (ECP) viral

por microscopia optica;

- Determinar a concentragdo efetiva 50 (CEsp) de extratos com atividade
antiviral contra DENV-2, em células BHK-21, pelo ensaio do MTT e pela

avaliagao do ECP viral,

- Determinar a concentragao citotdéxica 50 (CCsp) de extratos com atividade
antiviral contra DENV-2, em células BHK-21, pelo ensaio de MTT e pela

avaliagao do ECP viral.

18



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dengue

A dengue é uma doenga viral endémica que atualmente afeta quase a totalidade
dos paises tropicais e subtropicais. Nos ultimos 50 anos, sua incidéncia aumentou
em cerca de 30 vezes, com ampliagdo da expanséo geografica para novos paises.
Ressalta-se que na presente década, a dengue também tem se espalhado para
pequenas cidades e em areas rurais (Guzman & Harris, 2015).

Ha um amplo espectro de manifestacbes clinicas da dengue causadas pela
infeccdo com o DENV que variam desde formas assintomaticas até a febre da
dengue (FD), febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque da dengue
(SCD). A FD é caracterizada pelo aparecimento subito de febre alta, dor de cabeca
intensa, especialmente na area retro-orbital, artralgia, mialgia, nauseas, vomitos e
erupcdes cutaneas. Bebés e criangas tendem a apresentar uma doencga febril
indiferenciada, geralmente com erupg¢ao cutanea. A doenga febril aguda dura cerca
de 2 a 7 dias. Além dos sintomas apresentados na FD, a FHD é definida
clinicamente  por manifestagcdes  hemorragicas, trombocitopenia  grave
(<100.000/mm?®) e evidéncia de extravasamento de plasma para as cavidades do
corpo. A perda do plasma é evidenciada pelo aumento do hematdcrito acima de 20%
da média considerada normal, bem como taquicardia, hipotens&o, derrame pleural e
ascite, podendo ocorrer ainda, sangramento do trato gastrointestinal, epistaxe,
desconforto epigastrico, mialgia, vomitos, diarreia, dor abdominal e hipoproteinemia
(Gubler et al., 2007; Qishi et al., 2007; Guzman & Harris, 2015).

A OMS, em 1997, definiu quatro graus de gravidade da dengue, onde no grau |
verifica-se febre acompanhada de sintomas inespecificos e prova do lago positiva
como a uUnica manifestacdo de dengue hemorragica; no grau Il em que, além das
manifestagbes do grau |, sdo observadas hemorragias espontaneas leves
(sangramento de pele, epistaxe, gengivorragia); no grau lll, no qual se observa
colapso circulatério com pulso fraco e rapido, hipotensao, inquietagao, pele fria e
colabada ao toque; e o grau |V, caracterizado por choque profundo com auséncia de

pressdo arterial e pressédo de pulso imperceptivel. O grau Ill e grau IV sao
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considerados como SCD (OMS, 2009 - Disponivel em: http://www.who.int/tdr/
publications/documents/dengue-diagnosis.pdf?ua=1).

A SCD esta associada a uma elevada mortalidade. O extravasamento grave do
plasma resulta em choque prolongado acompanhado de acidose metabdlica, o que
leva a coagulagdo intravascular disseminada (CID). Hemorragia macica ou
encefalopatia também podem ocorrer, necessitando de transfusdo sanguinea
intensiva. Outras manifestagcbes como faléncia hepatica e renal, miocardite e
sindrome hemolitico-urémica, embora raras, podem acontecer e parecem estar
associadas aos niveis mais graves da doenga. O percentual de pacientes com
dengue grave que apresentam encefalopatia pode variar de 0,5 a 6,2%, com taxas
de mortalidade de 22% (Malavige et al., 2007; Souza et al., 2007; Teo et al., 2009;
Verma et al., 2014).

Dificuldades na aplicacado do sistema de classificagao de estadiamento em quatro
estagios e aumento de casos graves que nao preenchiam os critérios para FHD,
levantaram discussdes acirradas fazendo com que uma nova classificagcao fosse
proposta pela OMS em 2009. Nesta nova classificacdo, focada nos niveis de
gravidade, a doenga é classificada como (i) dengue, (ii) dengue com sinais de alerta
e (iii) dengue grave. No entanto, o Brasil adotou essa nova classificagcdo somente a
partir de janeiro de 2014. Os critérios para cada nivel de classificacdo estado

representados na figura 1 (OMS, 2009).
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Dengue t sinais de alerta Dengue grave

Critérios paradengue tsinais de alerta Critérios paradengue grave
I 11 |
Dengue proviavel Com sinais de alarme* Extravasamento plasmitico
* morar ou viajar para area = dor abdominal: grave evoluindo para:
endémica; * vimito persistente; * choque:
* febre com mais 2 dos * evidéncia clinica de acumulo *actimulo de fluido com
seguintes critérios: de fluido: desconforto respiratorio;
¥’ nauseas /vomitos; * sangramento em mucosa;
v exantema; » letargia/imitabilidade; Hemorragia grave (definido
¥ Arralgia e mialgia; * aumento do figado =2em; pelo medico)

j F;S;: i?ﬁl:m_; * exame laboratorial . o
val Pe! a.l deal ) inespecifico: En_vuh‘unentu grave de orgios:
gum smal de a'arme, v T h Serito simultineo * figado: AST/ALT = 1000;

v exame laboratorial T hematécrito simu — ,, .
(especifico) confirmado. com - plaquetas; . SNC,:Na.lteraqao dE_L cEnsmenma;
* Exige observacio rigorosa e ° COracaon € outros Orgaos.

intervencio médica.

Figura 1 - Classificagao de casos de dengue com base nos niveis de gravidade. A nova
classificacdo proposta pela OMS em 2009 para diagndstico da dengue, adotada pelo Brasil
em Janeiro de 2014, classifica a doenga em: dengue, dengue com sinais de alerta e dengue
grave. Fonte: OMS, 2009. (Dengue: Guidelines for Diagnosis, Treatment, Prevention and
Control - Disponivel em: <http://www.who.int/tdr/publications/documents/denguediagnosis
.pdf?ua=1>. Acesso em: Fevereiro de 2016).

3.2 Dengue virus (DENV)

O Dengue virus, género Flavivirus e da familia Flaviviridae, possui quatro
sorotipos antigenicamente distintos, denominados DENV-1, 2, 3 e 4. A classificagcéo
em sorotipos é baseada nas caracteristicas antigénicas dos virus, analisadas por
testes como neutralizacao viral, imunofluorescéncia em cultura de células, fixacdo de
complemento e estudos de painéis de anticorpos monoclonais (Lindenbach et al.,
2003). Uma infecgdo com um sorotipo de DENV resulta em protegao por toda a vida
contra reinfecgbées com o mesmo sorotipo, no entanto, garante apenas uma breve
protecdo contra reinfecgcées heterdlogas. Anticorpos especificos para o sorotipo da
primeira infecgdo ligam-se ao sorotipo heterdlogo da infecgdo secundaria, mas nao
sao capazes de neutraliza-lo, aumentando o risco para o desenvolvimento das

formas graves da dengue (Halstead et al., 1988; Leardkamolkarn et al., 2012).
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Recentemente, foi anunciada a descoberta de um novo sorotipo, o Dengue virus tipo
5 (DENV-5), isolado de um surto na Malasia em 2007. Até o momento, esse novo
sorotipo foi isolado somente nesse surto, mas os pesquisadores envolvidos no
estudo suspeitam que o DENV-5 esteja circulando entre macacos nas florestas da
Malasia (Mustafa et al., 2015; Normile, 2013)

Analises filogenéticas revelam que os sorotipos de DENV sao geneticamente
distintos, em niveis semelhantes a diferentes espécies e, em um mesmo sorotipo,
pode-se encontrar uma diversidade genética suficiente para caracteriza-los em
diferentes gendtipos (Holmes & Burch, 2000; Holmes & Twiddy, 2003; Mackenzie et
al., 2004; Vasilakis et al., 2007, Figueiredo et al., 2008; Barcelos Figueiredo et al.,
2014).

O DENV ¢é esférico, coberto por um envelope lipidico e apresenta
nucleocapsideo icosaédrico com 30 nandOmetros de didmetro. O capsideo é
composto pela proteina do capsideo (C) e envolto por uma membrana lipidica na
qual as proteinas de membrana (M) e de envelope (E) estdo ancoradas (figura 2).
Seu genoma é composto por RNA fita simples (ssRNA) de 10,2 Kb, com polaridade
positiva e possui apenas uma ORF (open reading frame), flanqueada por duas
regides nao codificantes nas suas extremidades 5 e 3’. A poliproteina codificada
pela ORF possui aproximadamente 3.400 aminoacidos, sendo posteriormente
clivada em eventos co- e pds-traducionais por enzimas celulares e virais, resultando
em trés proteinas estruturais: envelope (E), capsideo (C) e membrana (M); e sete
proteinas nao estruturais (NS), a saber: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5
(Ray & Shi, 2006; Lindenbach et al., 2007).

As proteinas NS sdo necessarias para a replicagao e tradugdo do genoma viral,
podendo exercer um papel na montagem e liberacdo das particulas do DENV
(Kummerer & Rice, 2002) e evasao da resposta imune inata (Mufioz-Jordan et al.,
2003, 2005; Ray & Shi, 2006; Lindenbach et al., 2007).
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Figura 2 - Morfologia do DENV. A) Desenho esquematico da estrutura do DENV. O RNA
gendmico encontra-se envolto por um nucleocapsideo icosaédrico, composto pela proteina
C. O nucleocapsideo €, por sua vez, envolto em uma bicamada lipidica que contém as
proteinas M e E. B) Micrografia eletrénica de particulas do DENV-2 coradas negativamente.
Barra representa 100 nm. C) Organizagdo do RNA gendémico do DENV contendo genes
codificadores para as trés proteinas estruturais: capsideo (C), membrana (M) e envelope
(E), e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte:
Lindenbach & Rice, 2003; Guzman & Isturiz, 2010.

A glicoproteina E € a principal e maior proteina estrutural do DENV, sendo de
fundamental importancia para a ligagao do virus ao receptor celular e fusdo da
membrana viral com a membrana endossomal, além de participar da montagem da
particula viral. Varios receptores celulares capazes de se ligar a proteina E em
células de mamiferos e invertebrados ja foram descritos, entre os quais se incluem
glicosaminoglicanos em células Vero e BHK-21 (Chen et al., 1997; Hung et al., 2004;
Hung et al., 1999), ligante de ICAM-3 especifico de células dendriticas derivadas de

monocitos (DC-SIGN) [Tassaneetrithep et al., 2003], receptor de manose em

23



macrofagos (CD206) [Miller et al., 2008] e proibitina em células derivadas de larvas
do mosquito Aedes albopictus (C6/36) [Kuadkitkan et al., 2010].

A proteina E apresenta atividade hemoaglutinante e é o principal alvo para
anticorpos neutralizantes, sendo o maior determinante antigénico da particula viral
(Lindenbach et al., 2007). Ela pode ser glicosilada de formas distintas, de acordo
com o sorotipo ou o tipo de célula na qual o virus € propagado, tendo sido
relacionada com a ligac&o ao receptor e fusdo endossomal (Clyde et al., 2006).

Ja a proteina M é uma pequena fragcdo de 8 kDa originada a partir da clivagem
proteolitica da precursora pré-M (pré-membrana) de 22 kDa durante a maturagao
viral. Esta clivagem precede a liberacdo do DENV da célula hospedeira e resulta na
reorganizagdo da estrutura superficial do virus para entdo expor o dominio de
ligacdo de E. A presencga da proteina pré-M parece ser necessaria para o correto
dobramento da proteina E, e acredita-se que proteja a proteina E da reorganizagao
por pH e fusdo prematura durante a secre¢ao. Além disso, a pré-M contém uma
sequéncia sinal que permite a translocacdo da proteina E para dentro do reticulo
endoplasmatico (Lindenbach et al., 2007).

A proteina C é o primeiro polipeptideo sintetizado e é capaz de interagir com o
ssRNA viral. Trata-se de uma proteina de carga positiva devido a proporgao dos
aminoacidos basicos e isso parece neutralizar a carga negativa do ssRNA. Além
disso, a proteina C contém uma sequéncia sinal hidrofébica na regiao C-terminal
que transloca a pré-M para o reticulo endoplasmatico durante a tradugao
(Lindenbach et al., 2007).

As proteinas nao estruturais NS1, NS3 e NS5 sdo as mais conservadas e
também de maior peso molecular entre os flavivirus. A NS1 & uma glicoproteina
conservada com 48 kDa e com seis ligagcbes dissulfeto intramoleculares. Essa
proteina € sintetizada como um mondémero, mas sofre dimerizagdo apos
modificagdes pos-traducionais, tais como a adigado de residuos de carboidratos no
lumen do reticulo. Apds o processamento, o dimero de NS1 pode localizar-se no
interior da célula, no sitio de replicacao viral, na superficie celular ou ainda no meio
extracelular (Gutsche et al., 2011). A maioria das moléculas de NS1 associada a
célula localiza-se junto ao complexo de replicacao viral, atuando como cofator da
sintese de RNA viral. A NS1 atua na fase precoce da infecgéo viral e também parece
estar envolvida na morfogénese da particula viral. Entretanto, a fungcdo de NS1 na

replicacdo viral ainda precisa ser esclarecida (Lindenbach & Rice, 1999;
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Satchidanandam et al.,, 2006). A presenca da NS1 nas membranas celulares
determina a citdlise das células infectadas e a torna alvo dominante da imunidade
humoral, sendo, também, caracterizada como molécula altamente imunogénica
(Avirutnan et al.,, 2006). A NS1 circulante tem sido considerada um importante
marcador de diagndstico de infecgao, principalmente, durante a fase aguda, que
ocorre do primeiro ao sétimo dia apds o aparecimento dos primeiros sintomas da
doenca. Os niveis desta proteina podem variar entre os individuos durante o curso
da doenca, e dessa forma, a presenca da NS1 circulante no soro permite a detecgao
precoce da infecgao viral (Alcon et al., 2002).

A proteina NS3 é a segunda maior proteina encontrada nos flavivirus com cerca
de 70 kDa e possui atividade de helicase e de protease. E a melhor caracterizada
entre as proteinas nao estruturais e tem sido implicada na interacao entre DENV e a
proteina de ligagado do receptor nuclear humano, que modula o trafego intracelular
entre o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi. Epitopos de NS3 séao
comumente encontrados no repertorio de linfocitos T citotdxicos especificos contra
DENV. A proteina NS3 apresenta um terco da porcdo N-terminal com caracteristicas
de protease cuja atividade requer a presenca da proteina NS2B, que atua como um
cofator para a clivagem das jungdes NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-
NS5 da poliproteina. A porcao restante de NS3 forma um dominio helicase que age
em conjunto com NS5 durante a polimerizagdo do acido nucleico viral (Johansson et
al., 2001).

A maior e mais conservada proteina entre os flavivirus € a proteina NS5 que
codifica a RNA polimerase viral dependente de RNA. Esta proteina possui 104 kDa e
tem pelo menos dois dominios distintos: a regido N-terminal apresenta similaridade
com metiltransferases de varios grupos e com uma ampla variedade de espécies
(Koonin, 1993) e o dominio C-terminal que contém oito motivos de sequéncias
altamente conservadas reconhecidas em muitas polimerases denpendentes de
RNA. A proteina NS5 foi encontrada formando um complexo com NS3 em células de
macaco infectadas com DENV-2 (Kapoor et al., 1995). Apds sua tradugéo inicial, a
NS5 inicia a produgcdo do RNA viral de polaridade negativa, que atua como molde
para sintese de novas copias de RNA de polaridade positiva. Estas, por sua vez,
podem ser empacotadas em particulas virais ou servir como RNA mensageiro
(Fernandez-Garcia et al.,, 2009). A NS5 também pode induzir a transcrigdo e

traducgao de interleucina-8 (IL-8) (Chang, 1997; Lindenbach & Rice, 2003).
25



As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sido pouco conservadas entre os
flavivirus e acredita-se que participam do complexo de replicagao viral como
componentes da membrana (Lindenbach et al., 2007). A proteina NS4A (16 kDa) e
NS4B (27 kDa) participam na localizagdo apropriada de proteinas virais € montagem
do virion (Lindenbach & Rice, 2003). A capacidade de NS4A juntamente com NS2A
de bloquear a tradugao de sinal mediada por interferon ja foi relatada. A NS4 é um
potente inibidor de sinalizagéo de interferon beta (IFN-B) e interferon gama (IFN-y)
[Munoz-Jordan et al., 2003, 2005; Clyde et al., 2006] e ja foi sugerido que NS2A,
NS4A e NS4B servem para ancorar a replicase viral as membranas celulares
(Bartenschlager & Miller, 2008). A proteina NS2A é necessaria para o apropriado
processamento proteolitico de NS1. A proteina NS2B (14,5 kDa) esta envolvida na

funcéo protease do complexo NS2B-NS3 (Chang, 1997).

3.3 Transmissao do DENV

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor que transmite o DENV. A
infeccdo do mosquito inicia-se quando a fémea se alimenta do sangue de um
individuo infectado com DENV. Dentro do mosquito, o virus infecta o intestino médio
e espalha-se para as glandulas salivares no periodo de 8 a 12 dias. Apds esse
periodo de incubacdo, o virus pode ser transmitido aos seres humanos, principais
hospedeiros e amplificadores do DENV. Geralmente, o virus circula no sangue de
pessoas infectadas até 7 dias apds a infeccdo (periodo de viremia) e pode ser
transmitido novamente ao mosquito vetor (Watts et al., 1987; Gubler, 1989).

O A. aegypti, principal vetor urbano, tem habitos preferencialmente diurnos e
alimenta-se de sangue humano, sobretudo ao amanhecer e ao entardecer, sendo
considerado altamente eficiente para a transmissdo do DENV. Entretanto, outros
mosquitos vetores como o Aedes albopictus e Aedes polynesiensis também sao
capazes de transmitir o virus (Mackenzie et al., 2004; Gubler et al., 2007). Alguns
autores alertam para a rapida propagacao e a potencial capacidade de transmissao
pelo vetor A. albopictus mesmo este sendo considerado um vetor secundario para a
transmissdo do DENV (Paupy et al., 2009).

A maioria das fémeas adultas do A. aegypti vive dentro ou nos arredores dos

domicilios onde estao seus criadores larvais. Geralmente, as larvas do mosquito séo
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encontradas em agua limpa parada ou em agua acumulada, com pouco material
organico, dentro de recipientes como: cisternas, piscinas, caixas d’agua, bromélias e
pneus (OMS, 2015).

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus também tém sido responsaveis pela
transmissao do Chikungunya virus (CHIKV), membro da familia Alphaviridae, que
causa a febre chikungunya, uma doenga grave, debilitante, que provoca artralgia
grave que pode durar de meses até cinco anos em alguns pacientes. Desde 2004, o
CHIKV tem ampliado sua abrangéncia geografica, causando surtos epidémicos de
magnitude sem precedentes, principalmente em paises da Asia, Africa e se
espalhando para varios outros territorios, como llhas do Oceano indico, Italia, Franca
e nas Américas (Rezza et al., 2007; Pialoux et al., 2007; Gould et al., 2010; OPAS,
2011, 2015). No Brasil, em 2014, foram confirmados 2.753 casos autéctones de
febre chikungunya e em 2015 foram notificados 17.765 casos autéctones suspeitos
da doenga. Destes, 6.784 foram confirmados, sendo 6.355 por critério laboratorial e
429 por critério clinico-epidemiolégico. Mais de 9000 casos continuam em
investigacdo. (Ministério da Saude, 2015. Disponivel em: <http://portalsaude.saude.
gov.br/images/pdf/2016/ja neiro/15/svs2016-be002-dengue -se51.pdf > Acesso em 8
de fevereiro de 2016).

A transmissdo do DENV, da fémea infectada para sua progénie, chamada
transmissao transovariana, pode ocorrer em todas as espécies de mosquito que
atuem como vetores do DENV, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia do
virus e promovendo um importante meio de amplificagdo viral (Mackenzie et al.,
2004). Varios fatores podem influenciar a dindmica de transmissdo do DENV, como,
por exemplo, fatores climaticos, ambientais, interacdes virus-hospedeiro e também
caracteristicas imunologicas da populagcdo (OMS, 2015). Apesar da principal rota de
transmissao ocorrer por meio de mosquitos do género Aedes, o DENV pode ser
transmitido por transfusdes sanguineas, transplantes de 6rgaos (Teo et al., 2009),
picadas acidentais com agulhas e por transmissdes verticais por meio do parto ou da
amamentacao (Chen & Wilson, 2004; Barthel et al., 2013).

27



3.4 Infeccao e multiplicagao do DENV

A infeccdo do DENV ocorre quando o mosquito vetor, ao se alimentar, injeta o
virus no hospedeiro. O DENV tem o homem e outros primatas como hospedeiros
vertebrados, mas somente o homem apresenta manifestagdo clinica da infecgéo e
periodo de viremia longo. Em primatas, a viremia é baixa e de curta duragao,
durando apenas um ou dois dias e nao atingindo titulos altos de carga viral. Em
hospedeiros humanos, o virus permanece no sangue por um periodo que pode durar
de 2 a 12 dias e com altos titulos virais (Henchal & Putnak, 1990).

Em humanos, células da linhagem mononuclear fagocitica como monacitos,
macrofagos e células dendriticas, sdo os principais alvos para a multiplicagdo do
DENV. Estudos in vitro demonstraram que o DENV é capaz de infectar outros tipos
de células como células B e T, células endoteliais, hepatocitos, células neuronais,
assim como varias linhagens celulares usadas para sua propagacgédo. Apesar de
alguns estudos relatarem a possibilidade de hepatécitos, linfécitos, células
endoteliais e neuronais atuarem também como alvo do virus na infeccdo em
humanos, isto ainda é controverso na literatura (Clyde et al., 2006).

Dentre as varias moléculas de superficie celular ja descritas como provaveis
receptores para a infecgdo do DENV em células de mamiferos, as mais conhecidas
sdo as moléculas com propriedades de lectinas: CLEC5A (lectina do dominio tipo C,
familia 5, membro A), o CD206 (Miller et al., 2008) e o DC-SIGN. A interacao melhor
caracterizada foi entre o DENV e o DC-SIGN, ja que esta proteina pode mediar a
infeccdo de todos os quatro sorotipos de DENV (Tassaneetrithep, 2003; Navarro-
Sanchez, 2003). Fatores relacionados com o enovelamento de proteinas, como
proteinas heat shock (HSP70/HSP90) e a chaperonas GRP78 também podem estar
envolvidos. Além disso, moléculas de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG), como o
heparano  sulfato e  glicoesfingolipideos (GSL), como o nLc4Cer
(neolactotetraosilceramida), atuam como co-receptores, aumentando a concentragao
local de virus na superficie celular e, consequentemente, a eficiéncia na penetragao
do virus (Mukhopadhyay et al., 2005; Clyde et al., 2006; Lindebach et al., 2007;
Perera et al.; 2008; Hidari & Suzuki, 2011; Alen & Schols, 2012). A proibitina, ja
citada anteriormente, presente em células C6/36 derivadas de A. albopictus, foi o

primeiro receptor proteico caracterizado do DENV (Kuadkitkan et al., 2010).
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Apos a adsorgao na superficie celular, o virus entra na célula alvo por
endocitose mediada por receptores. Logo apos a internalizagao, as particulas virais
sao direcionadas para endossomos precoces ou intermediarios que se tornarao
endossomos tardios. Com a mudanca de pH e acidificagcdo no interior dos
endossomos, ocorrem mudangas conformacionais na proteina E que resultam em
sua trimerizacao e, consequentemente, na exposicao do peptideo de fusdo, seguida
de fusdo das membranas viral e celular, que por sua vez, € seguida pela liberagéo
do nucleocapsideo no citoplasma (Lindenbach et al., 2013; Perera et al., 2008).
Assim que o nucleocapsideo é liberado no citoplasma, a proteina C se dissocia do
RNA viral que, entdo, é traduzido em uma poliproteina em ribossomos associados
as membranas no reticulo endoplasmatico. A poliproteina € co- e pods-
traducionalmente processada por proteases celulares e virais, produzindo as
proteinas estruturais e nao estruturais virais. A eficiéncia da tradugdo € um dos
principais determinantes da infectividade dos flavivirus. Assim, diversas estruturas
secundarias presentes nas regides UTR 5 e 3’ do genoma viral, regides né&o
traduzidas, favorecem esse processo (Clyde et al., 2006; Lindenbach et al., 2013).

Apods a tradugao, a replicagdo do genoma se inicia com a sintese de uma fita
de senso negativo complementar ao RNA gendmico viral que servira como molde
para a sintese do RNA de fita positiva. Em seguida, acontece a circularizagao do
genoma viral que é essencial para a replicagdo do DENV. Por fim, para a montagem
da particula viral, o genoma é encapsidado pela proteina C e os nucleocapsideos
formados se acumulam na parte citoplasmatica do reticulo endoplasmatico, onde
sofrem brotamento para dentro do lumen desta organela. Neste processo, os
nucleocapsideos adquirem envelopes com proteinas estruturais do virus que foram
previamente ancoradas a membrana do reticulo endoplasmatico, originando desta
forma, as particulas imaturas (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

A maturagdo das particulas virais ocorre no complexo de Golgi, onde as
proteinas pré-M, E e NS1 sao glicosiladas. A proteina pré-M é clivada pela furina
celular, produzindo a proteina M glicosilada. No momento da exocitose a proteina E
sofre um rearranjo, resultando na particula que é entdo liberada para o meio
extracelular (Lindenbach et al., 2013; Perera et al., 2008). Embora a maioria das
particulas virais maduras sejam exocitadas, cerca de 30% da progénie viral liberada

para o0 meio extracelular é constituida de particulas totalmente imaturas, contendo
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pré-M e M. Tal observagdo sugere que a clivagem da proteina pré-M ndo é um

processo eficiente (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

3.5 Epidemiologia da Dengue

No século XIX, a dengue era considerada uma doenga esporadica que
causava epidemias em intervalos que variavam de 10 a 40 anos, que geralmente
aconteciam quando um novo sorotipo do DENV era introduzido. Estes longos
periodos entre epidemias sdo um reflexo de varios fatores, pois, apesar do DENV ter
uma ampla distribuicdo pelos tropicos, a populacédo urbana naquela época era bem
menor, o0 virus e o mosquito vetor dependiam primariamente de navios oceanicos
para o transporte entre as regides e o comércio naval tinha um ritmo muito lento.
Além disso, apenas um ou dois sorotipos de DENV circulavam na maioria dos
paises tropicais (Gubler, 2002, 2011; OMS, 2015).

Durante a Segunda Guerra Mundial essa situacdo mudou drasticamente no
sudeste asiatico. A insercdo de milhares de soldados susceptiveis em areas
endémicas, somada a expansao da distribuicdo geografica e da densidade dos
mosquitos A. aegypti, resultaram em grandes epidemias de dengue. Além disso, a
disseminagdao do DENV para novas regides foi acelerada pela movimentagao das
tropas e materiais de guerra que transportavam o virus e o mosquito vetor. Isso
resultou, ao final da guerra, na hiperendemicidade da doenga na maioria dos paises
do sudeste asiatico e na cocirculacdo de multiplos sorotipos do DENV. Com o fim da
guerra, foram documentadas varias epidemias da FHD, inicialmente nas Filipinas
(1953-1954) e, mais tarde, registradas em varios paises: Tailandia (1958),
Singapura, Malasia, Vietna, Indonésia e Birmania nos anos 1970. Como a
urbanizagdo e comeércio continuaram a crescer, a frequéncia e magnitude das
epidemias aumentaram (Gubler, 2002, 2011; Mackenzie et al., 2004).

Na década de 1980, a FHD se tornou a principal causa de hospitalizacbes e
morte entre criangas em varios paises do sudeste asiatico. Até entao, as epidemias
da FHD eram limitadas a esses paises, em parte, devido ao isolamento geografico
das ilhas do Pacifico. Contudo, a partir da metade dos anos 70, varios dos paises
nas Ameéricas foram reinvadidos pelo mosquito A. aegypti (figura 3). Além disso, a

eficiéncia dos transportes modernos e a maior movimentagcao das pessoas levaram
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a uma maior dispersao do DENV e dos seus vetores, resultando na disseminacao de
epidemias de FD/FHD no Pacifico e nas Américas (Gubler, 2002; 2011; OMS, 2015).

Atualmente, estima-se que 3,6 bilhdes de pessoas vivem em mais de 100 paises
endémicos e areas onde o DENV pode ser transmitido. A dengue é endémica no
sudeste da Asia, no Pacifico Ocidental, na América Central e do Sul, no Caribe e na
Africa (figura 4). Além disso, ja foram relatados casos nos Estados Unidos desde
2009 (Adalja et al., 2012; Teets et al., 2014) e casos autéctones isolados em paises
da Europa como na Franga (Marchand et al., 2013), na Croacia (Gjenero-Margan et
al., 2011; Kurolt et al., 2013), na Alemanha (Schmidt-Chanasi et al., 2014) e em
Portugal (Lourenco & Recker, 2014).

Figura 3 - Distribuicao do mosquito A. aegypti nas Américas nos anos de 1930, 1970 e
2011. A reinvasdo das Ameéricas pelo mosquito A. aegypti ocorreu nos anos 70, 80 e 90
devido ao colapso dos programas de controle ao vetor. Fonte: Gubler, 2011.

De acordo com a OMS ocorrem anualmente mais de 500 mil casos de dengue
grave e cerca de 22.000 mortes principalmente em criangcas (OMS, 2015; Disponivel
em: < http://www.who.int/csr/disease/dengue/impact/en/>). Além do alto custo
econdmico e para a saude publica, a dengue causa um grande impacto social nos
paises onde ocorrem epidemias. Somados ao crescimento urbano e a falta de
vigilancia adequada por dengue nos ultimos 50 anos, ha uma probabilidade enorme
de que as estimativas citadas subestimem o verdadeiro énus da doenga (Gubler,
2011, 2012; Mackenzie et al., 2004; Bhatt et al., 2013; OMS, 2015).
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De acordo com uma reanadlise de dados por Bhatt e coloboradores, em 2010
aconteceram aproximadamente 390 milhdes de infecgdes por DENV em todo o
mundo. Sendo que cerca de 80% dessas infec¢des foram assintomaticas, ou seja,
nao foram detectadas pela vigilancia epidemiolégica e, portanto, nédo tiveram
implicagdes para o manejo clinico. Assim, houve cerca de 96 milhdes de infecgbes
sintomaticas, em qualquer nivel de gravidade da dengue, das quais
aproximadamente 70% ocorreram na Asia, 34% na india e 14% nas Américas,
sendo deste ultimo, mais da metade no Brasil e no México. Esse total de infeccbes
de dengue é mais do que trés vezes ao estimado atualmente pela OMS. (Bhatt et al.,
2013).
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Figura 4 — Evidéncia global consensual de risco e surto de dengue em 2010. Evidéncia
consensual nacional e subnacional da total auséncia de dengue (verde) até a total presenca
(vermelho) de dengue. Fonte: Bhatt et al., 2013.

3.6 A Dengue no Brasil

A reintrodugédo do mosquito A. aegypti no Brasil aconteceu no final da década de
1970. Além do clima tropical e condicbes ambientais receptivas ao mosquito vetor,
isso aconteceu durante um periodo em que a vigilancia entomolégica e a estrutura
logistica para combaterem o vetor estavam quase desativadas no pais (figura 3),
permitindo a sua introdugdo em pontos estratégicos de combate e tendo uma

enorme expansao territorial no Brasil (Amaral & Tauil, 1983). O primeiro surto de
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dengue confirmado laboratorialmente no Brasil ocorreu em 1981 na cidade de Boa
Vista, em Roraima, no qual foram isolados DENV-1 e 4 (Osanai et al., 1983). Apds 5
anos de intervalo sem casos de FD confirmados, uma epidemia causada pelo
DENV-1 ocorreu no Rio de Janeiro em 1986 e foi seguida por diversas outras
epidemias em grandes centros urbanos. Desde entdo, o Brasil se tornou um dos
paises com maior numero de casos reportados a OMS, sendo responsavel por 70%
dos casos de dengue reportados no continente americano (Schatzmayr et al., 1986;
Teixeira et al., 2009, OMS, 2015, Bhatt et al., 2013).

Em 1990, o DENV-2 foi detectado no Rio de Janeiro, onde o primeiro caso de
FHD foi confirmado. A partir de 1994 ocorreram epidemias por todo o pais e durante
todo o ano. Entre 1997 e 2000, o DENV-3 foi introduzido no pais e os primeiros
casos notificados em 2000 foram no Rio de Janeiro, se espalhando para outras
localidades no Brasil (Nogueira et al., 2007). Até em 2007, a maioria dos casos de
FHD no Brasil ocorreram entre adultos com idade entre 20 a 40 anos de idade.
Observou-se também que o numero anual de casos de FHD dobrou em relagao aos
anos anteriores, sendo relatada uma mudanca na distribuicao etaria dos pacientes.
Neste mesmo ano, 2007, 53% dos casos ocorreram em criangas com menos de 15
anos de idade. (Teixeira et al., 2009). O DENV-4 provavelmente foi reintroduzido no
pais durante 2004 a 2006, como sugerido por isolados obtidos em 2005 na regiao
Norte e reemergiu no Brasil em 2010-2011 (Figueiredo et al., 2008b; Souza et al.,
2011).

Atualmente, ha a cocirculagdo de diferentes linhagens de DENV-1 gendtipo V,
diferentes genotipos de DENV-3 (gendtipos | e Ill) e DENV-4 (gendtipos | e 1l) no
Brasil. Para o DENV-2, diferentes linhagens do gendétipo americano/asiatico foram
detectadas (Figueiredo et al., 2008; Santos et al., 2011; Souza et al., 2011; Drumond
et al., 2013).

Em 2014, foram registrados 591.080 casos provaveis de dengue no pais, sendo
0 maior numero na regido Sudeste (312.318 casos; 52,8%), seguida da regiédo
Centro-Oeste (114.814 casos; 4,1%). Comparando-se com 2013, foi observada uma
reducao de 59,3% dos casos de dengue no pais em 2014, mas ainda assim, neste
ano (2015), até a semana epidemioldgica 45, foram notificados 1.534.932 de casos
provaveis de dengue, sendo confirmados 1.488 casos de dengue grave. Além disso,

foram confirmados 811 6bitos por dengue somente no periodo de janeiro a julho de

33



2015, o que representa um aumento no pais de 79% em comparagao com 0 mesmo
periodo de 2014, quando foram confirmados 453 &bitos (Ministério da Saude, 2015).

Quanto aos sorotipos virais de dengue encontrados entre os meses de janeiro a
julho de 2015, foram identificados: DENV-1 (93,7%), seguido de DENV-4 (5,2%),
DENV-2 (0,7%) e DENV-3 (0,4%) (Ministério da Saude, 2015).

A capacitacado e reciclagem de profissionais de saude, principalmente da rede
publica, para o enfrentamento dos casos suspeitos de dengue, tém sido fatores
importantes que contribuem para melhorar as praticas de manejo clinico e
favorecem o diagnéstico precoce, que € fundamental para o tratamento de suporte
da doenca. E preciso ressaltar que embora tenha ocorrido uma reducéo dos casos
de dengue em 2014, o numero de casos aumentou substanciamente em 2015, e
qualquer descuido nas agbes de contingéncia, se associados a outros fatores,
podem contribuir para a ocorréncia de epidemias. Ademais, sao fatores importantes
do ponto de vista epidemioldgico, a entrada de um novo sorotipo em uma populagao,
a circulagdo simultanea dos 4 sorotipos, assim como alteragcbes climaticas com

muito calor intercalado com pouca chuva (Ministério da Saude, 2015).

3.7 Prevengao e Tratamento da Dengue

O controle do vetor ainda é a unica medida preventiva existente, no entanto,
além de onerosa, € pouco eficiente, sendo dificil de ser mantida, pois depende de
grandes investimentos com funcionarios, maquinas, inseticidas e campanhas
educacionais permanentes que mobilizem toda a comunidade (Gubler & Clark,
1994).

Grandes avangos estdo sendo realizados no desenvolvimento de novos
inseticidas e de métodos bioldgicos e genéticos para controle do mosquito vetor.
Dentre os métodos bioldgicos, destaca-se a infeccdo de mosquitos pela bactéria
intracelular Wolbachia sp. Essa bactéria, apds infectar o mosquito, reduz seu tempo
de vida, deixando-o menos apto para sobreviver ao periodo de exposigao e tornar-se
infeccioso. Além disso, a Wolbachia modula potencialmente a competéncia vetorial
do mosquito para o DENV e/ou, em alguns casos, interferem na sintese do RNA viral
(Moreira et al., 2009; McMeniman & O'Neill, 2010; Hughes & Britton, 2013).
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O método genético para controle do vetor consiste na liberagdo no ambiente
de mosquitos transgénicos carreadores de genes letais que, apds acasalarem com
as fémeas selvagens, geram descendentes que morrem antes de chegarem a vida
adulta (Harris et al., 2011).

Considera-se que o melhor método de prevencgao contra a dengue seria o uso
de uma vacina segura e eficaz contra todos os sorotipos. Atualmente, ha varias
vacinas candidatas em desenvolvimento que incluem vacinas baseadas em virus
atenuados, inativados, quiméricos, de DNA, de subunidades proteicas e até mesmo
vetores recombinantes. Mas até o momento, todas encontram-se em fase de teste
(Guy & Almond, 2008; Yauch & Shresta, 2014). Dentre as vacinas candidatas em
fase clinica de testes, destaca-se a vacina quimérica desenvolvida pela Sanofi
Pasteur. Essa vacina é tetravalente e contém virus recombinantes atenuados, tendo
como base a cepa da vacina 17D contra a febre amarela (YF17D). Os virus que
compdem essa vacina foram construidos por meio da substituicdo dos genes que
codificam as proteinas da pré-membrana (prM) e do envelope (E) da cepa do virus
da febre amarela (YF 17D 204), pelos respectivos genes de cada um dos quatro
sorotipos da dengue. Trata-se, portanto, de uma vacina combinada, que contém as
cepas recombinantes resultantes CYD1, CYD2, CYD3 e CYD4 em uma unica
preparagao (CYD1-4). Testes clinicos de fase Ill na América Latina e no Caribe
foram concluidos em novembro de 2014 com uma eficacia global de 60,8% contra
casos sintomaticos de dengue. Foi feito o acompanhamento de casos de dengue
com mais de 20 mil criancas e adolescentes de 9 e 16 anos de idade, apds um
esquema de vacinagao de 3 doses. Analises demonstraram uma protecao de 95,5%
nos casos de doenga grave e reducéo de 80,3% no risco de hospitalizagdes durante
25 meses no estudo (Villar et al., 2015).

Embora o desenvolvimento de uma vacina seja prioridade da OMS e apesar
dos grandes esforcos para o desenvolvimento de tal vacina contra o DENV, ainda
nao existe nenhuma licenciada e disponivel para uso comercial.

Como ainda n&o ha tratamento especifico para combater o DENV,
usualmente é feito apenas o tratamento de suporte ao paciente para amenizar os
sintomas da doencga. As condutas terapéuticas iniciam-se com o gerenciamento da
febre, cuidados de enfermagem, equilibrio de fluidos, eletrdlitos e parametros de
coagulagao do sangue (OMS, 2009; Beaute & Vong, 2010). Pacientes com dengue

podem ser tratados com acetaminofeno (Ahmad et al., 2011), repouso e terapia de
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reidratagao oral. Caso ocorram sinais de desidratagdo ou sangramento, os pacientes
devem ser hospitalizados (Goel et al., 2004). Medicamentos a base de acido acetil
salicilico ndo devem ser utilizados, pois possuem efeito anticoagulante e aumentam
o risco de hemorragias (Oishi et al., 2007; Guy & Almond, 2008). Exames para a
contagem de plaquetas, assim como a medida do hematdcrito, devem ser feitos
diariamente a partir do suposto dia 1 da doenca até 1 a 2 dias apds a defervescéncia
(Ahmad et al., 2011).

Varios sdo os desafios para o uso programatico de uma possivel terapéutica
especifica da dengue na pratica clinica. Para evitar as complicagdes da dengue,
observadas entre o quarto e o sexto dia, seria necessaria a administracdo de uma
terapia precoce no curso da doenga. Isso levanta uma série de desafios, ja que o
paciente pode ndo apresentar os sinais de gravidade no inicio da infec¢gdo. Além
disso, nado é facil diferenciar a dengue de outras doengas febris e os testes de
diagnostico rapido sao relativamente caros e nem sempre estao disponiveis. Vale
ressaltar que a identificacdo dos pacientes com risco de doenga grave, mais
suscetiveis de se beneficiarem com a terapéutica, ainda ndo é possivel. Ademais,
apesar de consideraveis esforgcos em pesquisas, a patogénese da dengue ainda néo
é totalmente compreendida (Whitehorn & Simmons, 2011).

Embora ainda nao exista tratamento especifico, ha avancgos significativos na
identificacdo de alvos potenciais e no desenvolvimento de drogas especificas contra
DENV. Inibidores da penetragdo, inibidores da protease NS3, analogos de
nucleosideo e oligonucleotideos antisenso sdo os mais promissores (Ray & Shi,
2006; Melino & Paci, 2007; Perera et al., 2008; Qi et al., 2008; Nair et al., 2009; Alen
& Schols, 2012). No entanto, embora o desenvolvimento de drogas anti-DENV esteja
em andamento (Farrar et al. 2007), a sua utilizagdo regular em contextos clinicos

nao parece iminente.

3.8 A Biodiversidade como fonte de antivirais

A dengue tem alto custo para a sociedade, como salarios perdidos,
produtividade diminuida, despesas de custos relacionadas a prestacdo de cuidados
de saude, além de despesas médicas diretas. Apenas no hemisfério ocidental, o
custo da dengue € estimado em cerca 2,1 bilhdes de dolares por ano (Beatty et al.,

2011). Desse modo, pesquisadores tém focado sua atengédo na natureza, utilizando
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diferentes abordagens na tentativa de identificar substancias que podem ser usadas
como antivirais contra o DENV.

De fato, a natureza representa um fantastico reservatério de substancias que
podem ser exploradas objetivando a descoberta de novas moléculas, que podem ser
usadas diretamente como agentes farmacéuticos ou serem utilizadas como
protétipos e otimizadas para o desenvolvimento de agentes antivirais. Substancias
presentes em produtos naturais sd&o derivadas de varios “fendbmenos” da
biodiversidade. Interagbes entre os organismos e seu ambiente permitem a
formulacao de diversas entidades quimicas complexas dentro dos organismos, que
favorecem sua sobrevivéncia e competitividade. Os produtos naturais e seus
derivados tém sido uma rica fonte para a descoberta de novos medicamentos. As
areas terapéuticas das doengas infecciosas e da oncologia tém se beneficiado
bastante com numerosas classes de drogas, capazes de interagirem com muitos
alvos especificos dentro da célula. E de fato, por muitos anos, os produtos naturais
tém sido fontes para o desenvolvimento e descoberta de drogas (Lee, 2011).

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antiga
quanto a civilizagdo humana e, por um longo tempo, produtos minerais, vegetais e
animais foram as principais fontes de drogas utilizadas para o tratamento de
doencas na medicina alternativa.

A medicina alternativa ou complementar é baseada no conhecimento,
experiéncia e praticas baseadas na sabedoria popular e também de crencas de
culturas indigenas que sédo usadas para preservar a saude, tratar e diagnosticar
doencas fisicas ou mentais. Plantas medicinais tradicionais tém mostrado atividade
antiviral em varios estudos (Kudi & Myint, 1999; Betancur-Galvis et al., 1999) e
algumas tém sido usadas para tratar infecgées com varios tipos de virus DNA e RNA
em animais e humanos (Muller et al., 2007).

Ha registros de um grande numero de formulagcbes empregando ervas
medicinais descritas por diversas civilizagbes antigas. Os primeiros registros, feitos
em tabuletas de argila em escrita cuneiforme, sdo da Mesopotamia datados de 2600
a.C. Ha varios relatos de formulagbes por outras civilizagdes antigas, entre elas: a
civilizagao egipcia (Papiro de Ebers, 1500 a.C.), a chinesa (Chinese Materia Medica,
1100 a.C.), a hindu (Ayurved; System of Medicine, 1000 a.C.) a grega (relatadas nos
trabalhos de Teofrasto, de ~ 300 a.C. e de Galeno, de 130 - 200 d.C). Ainda hoje,

entre milhares de substancias derivadas de plantas, sdo descritas a utilizacdo de
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O0leo de cedro (Cedrus spp.), de cipreste (Cupressus sempevirens), mirra
(Commiphora spp.) e a dormideira (Papaver somniferum) que ainda estadao em uso
para o tratamento de tosse, resfriados, infecgdes parasitarias e inflamacdes
(Pasquale, 1984).

De acordo com a OMS, em muitos paises desenvolvidos, principalmente da
Europa, uma grande parcela da populacdo ainda hoje faz uso de praticas
complementares de saude, sobretudo com o uso de plantas medicinais. Mesmo
sendo facil o acesso a medicina moderna, o uso de plantas medicinais nesses
paises ainda mantém uma alta popularidade, tanto por razdes culturais quanto
historicas. Ja nos paises em desenvolvimento, principalmente nos continentes
asiatico e africano, 65-80% da populacdo depende exclusivamente de plantas
medicinais para cuidados basicos de saude. Esse € outro importante motivo pelo
qual plantas medicinais e sua biodiversidade s&o economicamente importantes
(Rahman et al., 2004; OMS, 2015).

No Brasil, o uso de plantas medicinais foi disseminado principalmente pela
cultura indigena. E um pais rico em biodiversidade cujo territério possui cinco
principais biomas: a floresta amazonica, o cerrado, a mata atlantica, o pantanal e a
caatinga, que constituem uma fonte riquissima de produtos terapéuticos. No entanto,
o potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas, ainda é
pobremente explorado ou regulamentado no Brasil, contrastando com paises como
Alemanha, Estados Unidos e Canada (Calixto, 2000; Rates, 2001; Veiga-Junior,
2008).

Historicamente, companhias farmacéuticas utilizaram extratos de plantas para
produzir formulagdes terapéuticas relativamente rudimentares, mas com o avango
dos antibiéticos em meados do século XX, formulagbes de drogas de substancias
razoavelmente purificadas tornaram-se mais frequentes (Firn & Jones, 2003).

Atualmente, sabe-se que para um farmaco qualquer produzir um efeito real em
oposigao a um efeito placebo, ele deve interagir a nivel molecular com pelo menos
um componente do corpo ou com um micro-organismo infeccioso. Entretanto,
algumas drogas ou compostos, podem interagir em local diferente do esperado e
produzir um efeito indesejado. Considerando que, produtos naturais como extratos
de plantas contém uma complexidade de misturas variaveis de quimicos, o risco de
efeitos secundarios indesejados € sempre alto. Embora uma das maneiras mais

simples encontradas para diminuir o risco de efeitos indesejados seja isolar o
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componente que produz a resposta desejada, esse nao foi o motivo pelo qual
inicialmente pretendeu-se a purificagdo de substéncias contidas em produtos
naturais. O principal motivo foi a necessidade de identificar produtos de plantas
adulterados através da determinagdo da quantidade de principios ativos neles.
Somente depois que isso pbdde ser feito foi reconhecido que a composi¢cao dos
produtos quimicos e as substancias ativas variavam quantitativamente e
qualitativamente durante todo o ciclo de vida da planta, sendo influenciado por varios
aspectos, como: mudancas nas condi¢gdes climaticas, o tempo de colheita, a
adequagao do processo de secagem e a natureza e duragdao do armazenamento
(Sneader, 2005).

Paralelamente a ideia de substancias “puras”, despertou-se a possibilidade de
modificagdes estruturais, visando a produc¢ao de drogas mais ativas e seguras, com
aumento da atividade, seletividade e/ou a redugdo dos efeitos secundarios ou
toxicidade. Como exemplos destacam-se o isolamento da morfina por Emanuel
Merck em 1826 e a primeira droga semissintética, a aspirina, produzida pela Bayer,
em 1899 (Pasquale, 1984; Newman & Cragg, 2003; Chattopadhyay & Naik, 2007). A
aspirina, um dos primeiros produtos quimicos naturais modificados quimicamente,
continua tendo um importante papel no mercado. Infelizmente, modificacdes
quimicas em produtos naturais ndo sao simples de serem feitas, e frequentemente,
as diferengas entre eles sdo quase imperceptiveis.

Apesar de muitas vantagens e sucessos do passado houve uma diminuigcéo
do uso de plantas, em ensaios de triagens, para a descoberta de novas drogas. Isso
aconteceu em decorréncia de algumas desvantagens, tais como: dificuldades de
acesso, de fornecimento, complexidade da quimica, lentidao inerente de se trabalhar
com esses produtos e preocupacdes sobre direitos de propriedade intelectual.
Associado a esses fatores, houve o surgimento de novas tecnologias como o uso da
quimica combinatéria e o desenvolvimento de meétodos de triagem bioldgicos
automatizados, como o High Throughput Screening (HTS), para a obtengdo de um
maior numero de substancias. De modo geral, na quimica combinatéria as reacdes
sao feitas em varias etapas, ocorrendo em paralelo ou em misturas a partir de
poucos reagentes. Os produtos reacionais resultantes sdo combinacdes aleatorias
dos reagentes e, portanto, um numero muito grande de substancias novas podem
ser geradas (Yunes & Cechinel Filho, 2001). E o método HTS permite a avaliagéo in

vitro de milhares de substancias por experimento. Tais técnicas, empregadas
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concomitantemente, permitem a identificacdo de novos compostos capazes de
interagirem com os alvos terapéuticos ensaiados em escala, inicialmente,
micromolar e, atualmente, nanomolar. Cabe mencionar que gragas ao emprego
dessas estratégias combinadas surgiu o termo hit, definindo uma nova substancia
identificada pelo emprego dessas estratégias, isto &, ativa in vitro sobre um alvo
determinado na escala indicada.

Entretanto, mesmo com os avangos tecnoldgicos observados na pesquisa de
novas entidades quimicas e o investimento de bilhdes de ddlares em pesquisas e
desenvolvimento no setor, ndo houve um aumento proporcional de descobertas
inovadoras neste mesmo periodo. Além disso, essas novas tecnologias contribuiram
para que as empresas farmacéuticas diminuissem sensivelmente o interesse na
triagem de produtos naturais principalmente entre 1984 e 2003, favorecendo o
crescimento de bibliotecas de compostos sintéticos. Houve também nos ultimos
anos, a diminuicdo do numero de novos farmacos langados no mercado (Lam, 2007;
Singh & Barret, 2006; Baker et al., 2007; Rishton, 2008).

Atualmente, pode-se observar um ressurgimento no interesse por produtos
naturais como fonte de novas substancias bioativas. Este renovado interesse,
também esta associado com avangos nas técnicas de separagao, purificacdo e
identificacdo de misturas complexas de produtos e com a aplicagcdo de varios
métodos analiticos. Tais métodos incluem cromatografia, espectrometria, biologia
estrutural, gendmica, biologia molecular, bioquimica, entre outros. Através desses
métodos, ha uma possibilidade maior para a triagem de produtos naturais e analise
de suas atividades bioldgicas, assim como da sua diversidade estrutural.

A natureza de forma geral produz a maioria das substéncias organicas ja
conhecidas, contudo, € o reino vegetal que tem contribuido de forma mais
significativa com substancias uteis para o tratamento de doencgas. A variedade e
complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam se
formado e evoluido, como mecanismo de defesa as condi¢gdes ambientais ricas em
microrganismos, insetos, animais e também as condi¢des de adaptagao e regulagao.
Dessa forma, as plantas constituem-se num enorme laboratério de sintese organica,
fruto de milhdes de anos de evolugdo e adaptagdo sobre a terra (Montanari &
Bolzani, 2001).
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3.9 Fungos e plantas como fonte de antivirais contra DENV

Assim como as plantas, os fungos tém feito parte da vida humana por milhares
de anos, sendo usados como alimento (cogumelos), na preparagao de bebidas
alcodlicas (leveduras), medicamentos e para fins culturais. Atualmente, com os
avangos da microbiologia, seu uso tem sido estendido para o desenvolvimento de
enzimas, controle biolégico, antibioticos e outros produtos farmacologicamente
ativos.

Vias metabdlicas fungicas proporcionam uma enorme gama de compostos
bioativos, incluindo diferentes classes de moléculas secundarias, tais como
terpenoides, policetideos, alcaloides, poliacetienos e outros com diferentes
atividades bioldgicas. Essas moléculas sdo consideradas importantes protétipos
utilizados para o desenvolvimento de novos pesticidas e drogas.

Indubitavelmente, um dos produtos naturais mais conhecidos derivados de
fungos (Penicillum notatum) é a penicilina, descoberta em 1929 por Alexander
Fleming (Mann, 1994).

Os macrofungos (poliporos), basidiomicetos e ascomicetos, sdo uma importante
fonte de substancias farmacologicamente ativas. Cerca de 75% dos fungos
poliporos testados mostraram forte atividade antimicrobiana e muitos exibiram
atividades antiviral, citotoxica, antineoplasica, cardiovascular, anti-inflamatéria,
imunoestimulante e atividades anticancerigenas (Zjawiony, 2004; Stamets, 2002).
Extratos obtidos de fungos basidiomicetos, mostraram atividade antiviral contra o
virus influenza A, in vitro e in vivo (Kabanov et al., 2011). Em outro estudo foi
mostrado que o extrato aquoso do fungo Inonotus obliquus possui um alto efeito
virucida contra o virus da hepatite C (Shibnev et al., 2011).

Embora ndo tenha trabalhos mostrando atividade antiviral de fungos
especificamente contra o virus da dengue, varias plantas ao redor do mundo
apresentam potencial de atividade antiviral contra o DENV (Kadir et al., 2013). Até o
momento, ja foram descritas mais de 30 espécies distribuidas em todo o mundo,
sendo que algumas ainda nao foram investigadas cientificamente. Ademais, nos
ultimos anos tém aumentado o numero de pesquisas que investigam a atividade
antiviral de varias familias de plantas contra DENV, sendo a maior parte dessas

plantas consideradas medicinais (Teixeira et al., 2014).
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Nas Filipinas, a Euphorbia hirta, conhecida localmente como “tawa-tawa”, é
usada na medicina popular pela populacdo de areas rurais para tratar a FD.
Popularmente, acredita-se que o consumo das folhas de “tawa-tawa” possa atuar na
infeccdo viral e prevenir hemorragias e evolugdo da doenga para formas mais
graves, mas ainda ndo existem estudos cientificos comprovando sua eficacia
(http://www.curelibrary.com/blog/2007/04/). Em outro estudo, no tratamento de um
paciente com dengue com extrato aquoso de folhas de mamoeiro (Carica papaya),
da familia Caricaceae, foi possivel avaliar um aumento da contagem de plaquetas e
glébulos brancos, principalmente neutrdéfilos, caracteristica essencial para evitar
progressao para as formas graves da dengue (Ahmad et al., 2011).

Extratos metandlicos de Andrographis paniculata (familia Acanthaceae) e
Momordica charantia (familia Cucurbitaceae) apresentaram alta atividade antiviral
contra DENV-1 em ensaios in vitro baseados na analise do efeito citopatico (Tang et
al., 2012). O extrato aquoso de folhas de Nim (Azidarachta indica Juss) da familia
Meliaceae, testados na sua dose maxima nao tdéxica em ensaios de inibicdo viral,
inibiu completamente a replicagdo de DENV-2, in vitro. Nesse mesmo estudo, tal
extrato também inibiu completamente a replicacdo de DENV-2, in vivo, apoés
inoculagao intracerebral em camundongos lactentes (Parida et al., 2002). A Nim é
uma planta nativa da india e do Paquistdo que é comumente encontrada em paises
tropicais e subtropicais.

Substéncias da planta medicinal Boesenbergia rotunda, da familia
Zingiberaceae inibiram com grande potencial a protease NS3 de DENV-2 (Kiat et al.,
2006). Outro estudo indicou que varios extratos de plantas medicinais tailandesas,
Rhizophora apiculata Blume., Flagellaria indica Linn., Cladogynos orientalis Zipp. e
Houttuynia cordata Thunb., apresentaram um efeito substancial contra DENV-2,
sendo fontes potenciais para o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento
da dengue (Klawikkan et al., 2011).

A Uncaria tomentosa, encontrada na regido tropical da América do Sul e
Ameérica Central, incluindo o Peru, a Coldbmbia, Equador, Guiana, Trinidade e
Venezuela, membro da familia Rutaceae e conhecida como unha-de-gato, é uma
grande videira com potencial promissor. A atividade antiviral de U. tomentosa ja foi
demonstrada em mondcitos humanos infectados com DENV-2 e tratados com o
extrato, in vitro, pela reducado de antigenos virais detectados por citometria de fluxo.

Além disso, houve uma forte imunomodulacdo dessas células, reduzindo os niveis
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de citocinas com potencial inflamatério, como o TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) e IFN-a (interferon alfa), e com uma tendéncia de modulacdo da
citocina interleucina 10 (IL-10). Os alvos do DENV s&o principalmente fagocitos
mononucleares, tais como monaocitos e células dendriticas (Halstead, 1988; Scott et
al., 1980; Neves-Souza et al., 2005), que sao ativadas ap6s a infecgao e produzem
mediadores proé-inflamatérios incluindo TNF-qa, interleucina-6 (IL-6), IL-8, entre
outros. Tais citocinas sdao também conhecidas por estarem aumentadas em
pacientes durante a dengue (Bozza et al., 2008; Hober et al., 1993), provavelmente
desempenhando um papel na ativacdo de células endoteliais e na permeabilidade
vascular e podendo levar as manifestagdes clinicas mais graves da doenca.

A Cladogynos orientalis, uma planta da familia Euphorbiaceae, encontrada no
sudeste da Asia, Malasia e Tailandia, apresentou atividade anti-DENV-2 avaliada por
ensaio MTT em células Vero (Klawikkan et al., 2011).

Recentemente, foi demostrada a atividade inibitoria, in vitro, contra o DENV-2,
com mais de 90% de reducdo viral verificada apos tratamento simultdneo do
coquetel de extratos aquosos de quatro espécies do género Phyllanthus (P. urinaria,
P. niruri, P. amarus, e P. watsonii). Varias substancias bioativas foram identificadas
no coquetel de Phyllanthus, incluindo acido galico, geranina, siringina e corilagem.
Além disso, houve a expressao diferencial de 13 proteinas demonstrada por uma
analise prote6mica. O estudo sugeriu que tal expressédo diferencial pode estar
associada a ligacéo e entrada do virus as células, a producao da poliproteina viral, a
replicacdo do RNA viral, bem como ao processo de montagem e maturagao viral
(Lee et al., 2013).

O vasto reservatério de substancias disponiveis na natureza, principalmente no
Brasil, ainda tem sido muito pouco explorado com o objetivo de encontrar drogas
efetivas e nao citotoxicas para o tratamento da dengue. Certamente, a exploragéao
da biodiversidade de plantas tem proporcionado uma variedade de substancias que
possuem atividade contra o DENV. No entanto, at¢é o momento, a grande maioria
dos estudos foi realizada em ensaios in vitro, demonstrando ainda mais a
necessidade de fazer progressos para o desenvolvimento de ensaios in vivo e testes
clinicos para avaliar melhor o potencial das substancias antivirais. De fato, a
realizagado de ensaios in vivo, sd0 necessarios para comprovar a atividade antiviral

de substancias derivadas de produtos naturais para potencial aplicacdo em terapias
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antivirais contra a dengue, dado que a eficacia in vitro, ndo necessariamente

significa eficacia in vivo (Teixeira et al., 2014).
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4 FLUXOGRAMA DO TRABALHO

Obtencao de estoque de DENV-2 (pool trabalho) suficiente para os testes antivirais

l

Triagem da atividade antiviral contra DENV-2 de extratos de plantas e de fungos
em células BHK-21 por dois métodos: ensaio do MTT e avaliagao do ECP viral por
microscopia Optica

l

Determinagao da concentragao efetiva 50 (CEs) de extratos selecionados em
células BHK-21 utilizando-se o ensaio do MTT e a avaliagdo do ECP viral

l

Determinagao da concentragao citotoxica 50 (CCsy) de extratos em células BHK-21
utilizando-se o ensaio do MTT e avaliagcao do ECP
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5 METODOS

5.1 Linhagens celulares e virus

Células BHK-21 - Linhagem celular de fibroblastos derivados de rim de hamster
Mesocricetus auratus neonato, de um dia de idade. O cultivo das células BHK-21 foi
feito utilizando-se meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) [Life
Tecnologies], suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab, Campinas]
e contendo 100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina e 0,25
Mg/mL de anfotericina B (Life Tecnologies). As células foram mantidas em estufa
com atmosfera de 5% de CO, a 37°C e foram utilizadas nos experimentos de
titulagdo viral assim como para a triagem antiviral, determinagdo da concentragéo
efetiva 50 (CEsp) e determinagdo da citotoxicidade (CCsg) dos extratos de plantas e
de fungos. Esta linhagem celular foi gentiimente cedida pela Dra. Laura Gil do
Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz- Pernambuco.

Células C6/36 — Linhagem celular derivada de larvas do mosquito Aedes albopictus.
Para a manutengao desta linhagem celular e para os experimentos de produgao de
estoque DENV, foi utilizado meio Leibowitz 15 (L-15) [Cultilab] suplementado com
5% SFB contendo antibiéticos (100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina e 0,25 ug/mL de anfotericina B) [Life Tecnologies]. As células foram
mantidas em estufa a 28°C. Esta linhagem celular foi gentilmente cedida pela Dra.
Erna Geessien Kroon do Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Dengue virus - Neste trabalho utilizou-se o Dengue virus tipo 2 (DENV-2) cedido
pela Dra. Erna Geessien Kroon. Esta amostra viral foi isolada de pacientes com
febre do dengue do municipio de Ribeirdo Preto — Sao Paulo, e desde entéo, foi

multiplicada em cérebro de camundongo neonato e em células C6/36.

5.2 Multiplicagao de DENV-2 em células C6/36 para obtencao de estoque viral
(pool trabalho)

Para a multiplicacdo de DENV-2 foram utilizadas monocamadas de células

C6/36 apresentando 80 a 90% de confluéncia observada ao microscépio Optico
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invertido (marca: Olympus Optical CO LTDA, modelo IMT-2). Para tal, uma
suspensao de DENV-2 com titulo conhecido foi diluida para se obter uma
multiplicidade de infecgdo (m.o.i.) igual a 0,1, ou seja, 1 virion para cada 10 células.
A amostra viral foi diluida em um volume adequado de meio L-15 suplementado com
2% de SFB e antibioticos. Em seguida, 2 mL da diluicdo foram inoculados em
frascos de cultura de 75 cm? contendo a monocamada de células C6/36, de forma a
cobrir toda a superficie da garrafa com um filme fino de liquido. Para a adsorgéo
viral, a garrafa foi incubada por 1h a 28°C, com homogeneizagdo delicada do meio
sobre a monocamada a cada 10 minutos. Apds, o sobrenadante foi aspirado e
descartado, entao, 12 mL de meio L-15 suplementado com 2% de SFB contendo
antibioticos foram adicionados. A garrafa foi novamente incubada em estufa a 28°C
por 5 dias e as células monitoradas diariamente ao microscopio Optico para a
observacado do ECP causado pelo DENV, caracterizado pela formacao de sincicios
(células multinucleadas). Vale ressaltar, que no terceiro dia de incubagao foi
acrescentado cerca de 30% do volume de meio L-15 completo para que as células
nao sofressem com falta de nutrientes. No quarto dia de incubagédo, um volume
apropriado de SFB foi adicionado a garrafa, para obter-se uma concentragao final de
10% de SFB no meio de cultura. Tal concentracdo de SFB favorece uma melhor
estabilizagdo da particula viral e, consequentemente, a manuteng¢do do titulo do
virus. No quinto dia, apos confirmacado da formacdo de sincicios em pelo menos
90% da monocamada celular, o sobrenadante foi transferido para tubos cénicos de
polipropileno (50 mL) que foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C
(rotor RT-6000B, centrifuga Sorvall) para clarificacdo da suspensao viral. Apds, a
suspensao viral clarificada foi distribuida em tubos estéreis em aliquotas de 0,5 e 1
mL e armazenados a -70°C. O titulo viral foi determinado como descrito a seguir
(item 5.3).

5.3 Titulagdo de DENV-2 em células BHK-21 pelo método de formacao de
placas de lise (Dulbecco & Vogt, 1953)

A determinacéao do titulo de DENV-2 foi feita em duplicata em monocamadas
de células BHK-21 em placas de 6 pogos (Sarstedt, USA). Para tal, foram
adicionadas 4 x 10° células por pogo contendo meio DMEM suplementado com 5%
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de SFB e antibiéticos. As placas foram incubadas por 24 horas em atmosfera de 5%
CO, a 37°C. Ap0s, retirou o meio de meio de cultura e 1 mL das diluicdes decimais
seriadas da suspensao viral a ser titulada (10>, 10, 10°, 10® e 107) foi adicionado
aos respectivos pocos. Um dos pocos da placa foi reservado para o controle de
células nao infectadas. Para adsorcao viral, as placas foram incubadas a 37°C
durante 1 hora, sendo que neste periodo, foram homogeneizadas delicadamante a
cada 15 min para melhor distribuicdo da suspensao viral. Apds, o meio da placa foi
desprezado e foram adicionados 5 mL por poco de meio semissolido contendo 1,5%
de carboximetilcelulose (CMC) [Sigma Aldrich]. Para o preparo deste meio
semissolido foi utilizado DMEM 2X (duas vezes concentrado) suplementado com 3%
de SFB, o dobro da concentragdo de antibiéticos e o mesmo volume de solugao
aquosa de CMC a 3%. A placa foi incubada em estufa a 37°C e com atmosfera de
5% de CO, durante 5 dias para a formacgao de placas de lise.

Apos, as células foram fixadas adicionando-se cerca de 10 mL por pogo de
solugédo aquosa de formaldeido a 3,7% as placas ainda com meio semissélido, por
1h a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas abundantemente
com agua retirando-se o meio semissolido, sendo entédo, coradas com cristal violeta
a 1% (p/v) diluido em solugdo de alcool etilico PA a 30% em &gua, durante 5
minutos. O titulo viral foi calculado pelo niumero de placas de lise verificadas a olho
nu no pogo da diluicdo que apresentou entre 30 a 300 placas. Apdés a contagem, o
numero de placas de lise foi multiplicado pelo inverso da diluicdo viral, sendo
convertido para o volume final de 1 mL. Dessa forma, o titulo foi definido em
unidades formadoras de placa (pfu) por mL de suspenséo viral, ja que teoricamente

cada placa ¢ iniciada pela infeccao de uma unica particula viral infectante.
pfu/mL =n x FC x 10*

Onde:

n € igual ao nimero de placas de lise contadas;

FC é o fator de correcdo, ou seja, € numero pelo qual o valor do in6culo utilizado
deve ser multiplicado para que se obtenha 1 mL. Como o inéculo utilizado foi de 1
mL, entdo nesse caso sera 1;

E 10* € o inverso da diluicdo na qual foi encontrado o valor de n.
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5.4 Extratos de plantas e de fungos da extratoteca Colab da Fiocruz Minas

Neste estudo foram utilizados extratos de plantas e de fungos fornecidos pela
extratoteca Colab (Colecdo de Amostras para Bioensaios) da Fiocruz Minas. Esta
extratoteca é gerenciada pelo Laboratério de Produtos Quimicos Naturais (LPQN) e
contém cerca de 12.000 extratos provenientes de plantas, de fungos e também
contém substancias puras, que podem ser disponibilizados para pesquisadores pela
Plataforma de Bioprospecgdo da Fiocruz (http://plataformas.cdts.fiocruz.br/subu-
nidade/exibe_sub/32).

Para os ensaios de triagem antiviral, os extratos foram fornecidos na forma de
filme seco em placas de polipropileno com 96 pocos, com capacidade para 250-300
ML, na qual 80 amostras de extratos (10 microgramas/pogo) sao distribuidas nas
colunas 2 a 11, ficando as colunas 1 e 12 livres, como mostrado na figura 5. As
placas foram armazenadas a -20°C até o momento do ensaio antiviral.
Imediatamente antes da realizagdo do ensaio antiviral, foi feita a solubilizagdo dos
extratos em 50 pL/pogo de solugdo aquosa estéril com 1% de DMSO (Sigma-
Aldrich). Para tal, a placa foi colocada sob agitagdo em vortex (Scientific Industries,
INC, modelo SI-A236) por 30 minutos a 500 rpm e em temperatura ambiente. Apds,
o volume da solugdo aquosa foi completado para 210 uL/pogo de meio DMEM

suplementado com 2% de SFB e 1% de antibioticos para o ensaio antiviral.
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Figura 5 - Mapa representativo da placa contendo 80 extratos, utilizada na etapa de
triagem da atividade antiviral deste estudo. As placas de 96 pocos contendo 80
diferentes extratos (10 ug/pogo) foram fornecidas pela Plataforma de Bioprospeccao da
Fiocruz Minas. A coluna 1 é destinada ao controle de células (células nao tratadas e nao
infectadas). Aos pogos A1, B1, C1 e D1 ndo foram adicionados DMSO (cc) ao meio de
cultura; e aos pocgos E1, F1, G1 e H1 foram adicionados meio de cultura contendo a mesma
concentracao de DMSO presente nos pogos com os extratos solubilizados (Ex), sendo neste
caso, a concentracao final de 0,25% de DMSO/po¢o. Do mesmo modo, nos pocos A12, B12,
C12 e D12 contendo células infectadas e ndo tratadas (cv) ndo foi adicionado DMSO ao
meio de cultura e aos pogos E12; F12; G12 e H12 foram adicionados meio de cultura
contendo DMSO na mesma concentragdo (cv + DMSO).

5.5 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-
2 por avaliagao do ECP viral por microscopia optica

Os ensaios de triagem da atividade antiviral contra DENV-2 foram feitos em
placas de 96 pocos (em duplicata), onde a localizacdo de todos os extratos foi
intencionalmente a mesma da placa contendo os extratos solubilizados. Tais placas
foram denominadas “placas espelho”. Para o ensaio antiviral foram adicionadas 1,2
x 10* células BHK-21 por poco da “placa espelho” contendo meio DMEM adicionado
de 5% de SFB e antibidticos. Apds incubagao de 24 horas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, foi observada uma monocamada celular com 80% de
confluéncia. Vale ressaltar, que para a determinacdo do volume de suspenséo viral
necessaria para obter-se uma m.o.i.= 5, foi considerado que cada poco continha
aproximadamente 1,6 x 10* células apds 24 horas de incubagdo. Tal quantidade de
células foi determinada em experimentos de multiplicacdo celular dentro desse
mesmo periodo de incubagdo nas etapas de padronizagédo (dados ndo mostrados).

Imediatamente antes da adicdo do extrato e DENV-2 as placas espelho, o
volume adequado de suspensdao de DENV-2 foi diluido em meio DMEM

suplementado com 2% de SFB e antibidticos para se obter a m.o.i. desejada. Em
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seguida, removeu-se 0 meio de cultura, adicionados no dia anterior, das placas
contendo a monocamada celular e foram adicionados 100 uL das diluicbes das
amostras de extratos e 100 yL da suspensédo viral em cada pog¢o. Desse modo, o
volume final em cada po¢co com a monocamada celular foi de 200 uL de meio DMEM
suplementado com 2% de SFB e a concentracao final de extrato foi 25 pg/mL por
pOGO.

Nos experimentos da etapa de triagem foram realizados os seguintes
controles, a saber: células ndo tratadas e néo infectadas sem DMSO (cc), células
nao tratadas e nao infectadas em meio de cultura contendo DMSO (cc + DMSO);
células nao tratadas e infectadas sem o DMSO (cv) e de células nao tratadas e
infectadas em meio contendo DMSO (cv + DMSO) [figura 5].

As placas foram incubadas em atmosfera umida contendo 5% de CO,, a 37°C
por 72 horas. Apds, para classificar a intensidade do ECP viral, foi utilizado o método
de cruzes (+), que consiste na gradacao (de 0 a 4+) na presenga ou auséncia do
extrato (Kudi & Myint, 1999; Tang et al., 2012), permitindo assim, no nosso caso,
uma avaliagdo do ECP causado pelo DENV-2 na presenca do extrato. Assim, apds o
tempo de incubagado, foi observado a integridade da monocamada celular no
controle de células e o ECP do DENV-2 no controle de virus, considerado como 4+
(100% de ECP viral). Entao, foi feita a leitura para a avaliagdo do ECP nos pogos
infectados com DENV-2 e tratados com os respectivos extratos, utilizando-se os
seqguintes critérios: (1+) até 25% de ECP viral, (2+) 26% a 50% de ECP viral, (3+)
51% a 75% de ECP viral e (4+) de 76% a 100% de ECP viral (figura 9). Apds a
avaliacao do ECP viral, as placas foram imediatamente submetidas ao ensaio do

MTT, como descrito no item 5.6.

5.6 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-
2 pelo método do MTT

Como mencionado no item 5.5, logo apos a leitura do ECP viral por
microscopia optica, as placas foram submetidas ao ensaio colorimétrico do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).

Para o ensaio do MTT, o sobrenadante das placas foi removido e a cada pogo

foi adicionado 50 uL de PBS por poco para remoc¢ao de residuos do meio de cultura.
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Em seguida, foi adicionado 28 uL de uma solugdo de MTT (2 mg/mL em PBS) a
cada poco sendo as placas incubadas por 90 minutos a 37°C. Apds, foram
adicionados em cada poco, 130 uL de DMSO puro para a dissolugéo dos cristais de
formazana. As placas foram mantidas em agitacdo por 10 minutos em um agitador
orbital a 200 rpm. A densidade 6ptica (DO) da reacao foi determinada em 540 nm
(DOs40) em leitor de microplacas (SpectraMaxM5 - Molecular Devices). A
porcentagem de protegéo foi calculada no programa Excel através da férmula [(A-
B)/C-B)]x100, onde A, B e C correspondem aos valores de DOs4 verificados nos
pocos contendo células tratadas e infectadas (A), ndo tratadas e infectadas (B) e

nao tratadas e nao infectadas (C), respectivamente.

5.7 Determinagdo da CEsy dos extratos de plantas e fungos com atividade
antiviral

Define-se como concentragdo efetiva 50 (CEsg) a concentracdo de um
agonista capaz de produzir metade da resposta maxima que aquele agonista pode
gerar numa determinada estrutura bioldgica. Portanto, a CEsy de cada extrato foi
definida pela concentragdo do extrato na qual foi observada 50% de inibicado do ECP
viral, ou seja, a concentragdo do extrato que promoveu a protecdo de 50% do ECP
viral nas células tratadas comparadas ao ECP verificado nas células infectadas com
DENV-2 na auséncia do extrato em questao (controle de virus).

Os extratos de plantas e de fungos que mostraram atividade antiviral de pelo
menos 2+ (50% de protegdo) nos ensaios de triagem foram selecionados para a
determinacdo da respectiva CEsy. Tais extratos foram disponibilizados pela
Plataforma de Bioprospecg¢éo, na concentragdo de 2 mg/mL em solugdo aquosa de
DMSO a 10%.

Para realizagdo dos experimentos de CEsg, 1,2 x 10* de células BHK-21 foram
adicionadas por poc¢o a placa de 96 pocgos, em meio DMEM suplementado com 5%
de SFB e antibidticos. A placa foi incubada a 37°C em 5% de CO, por 24 horas para
formagdo da monocamada celular. As seguintes concentragbes dos extratos, em
Mg/mL, foram testadas: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 pg/mL (figura 6). Os
extratos foram diluidos em 100 yL de meio DMEM suplementado com 2% de SFB e

antibidticos, de forma que a concentracéo final de DMSO por pogo foi de 0,5%. Em
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seguida, foram adicionados 100 uL/poco de suspensao de DENV-2 para obtencéo
de m.o.i. = 5. Os seguintes controles foram realizados: células nao tratadas e nao
infectadas sem DMSO (cc), células ndo tratadas e nao infectadas com DMSO a
0,5% (cc + DMSO); células n&o tratadas e infectadas sem o DMSO (cv) e células
nao tratadas e infectadas com DMSO a 0,5% (cv + DMSO) [figura 6]. A placa foi
incubada em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO; por 72 horas.

Em seguida foi realizada a leitura do ECP viral pelo método de cruzes
(descrito no item 5.5) e imediatamente apds, foi realizado o ensaio do MTT (descrito
no item 5.6) Todas as concentragdes de extratos foram testadas em duplicatas como

mostrado na figura 6.

Mapa representativo para determinagao de CEso de extratos

cc  CC+DMSO Extrato A Extrato B Extrato C Extrato D cv  CV+DMSO

0,78 . 0,78 . :
Diluicdes e concentragdes finais dos extratos por pogo (pg/mL)
cc - controle de células; cv - controle de virus

T o . m & 5 m 1

Figura 6 - Mapa representativo mostrando diluicdes decrescentes de extratos de
plantas e de fungos utilizadas para determinagado de CEs,.. A primeira diluicdo foi feita
usando um fator de 10 em meio DMEM sem DMSO, ou seja, foram adicionados 25 pL de
solugdo de extrato (2 mg/mL em 10% de DMSO) em 225 puL, obtendo-se assim uma
concentracao final de DMSO a 1% e de extrato a 200 pg/mL. Em seguida, 125 uL desta
diluicdo foram adicionados a outro pogo (linha B) ja contendo 125 pL de meio DMEM com
1% de DMSO. Este ultimo passo foi repetido sucessivamente até a ultima diluicéo (linha H)
para alcangar a concentracdo de 1,56 ug/mL. Apds, foram adicionados 100 pyL de cada
diluicAo do extrato aos respectivos pocos da placa contendo a monocamada de células
BHK-21. Logo em seguida, foram adicionados 100 puL de suspensao viral (m.o.i. = 5) em
todos os pocos, exceto nos controles de células aos quais foram adicionados meio DMEM
sem o virus. Portanto, a concentragao final do extrato variou de 100 a 0,78 yg/mL e a
concentragao final de DMSO foi de 0,5%.
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5.8 Determinagdo da CCs, dos extratos contra DENV-2 por microscopia éptica
e pelo MTT

A concentragdo citotoxica 50 (CCso) de um extrato € definida pela
concentragado do extrato na qual se observa 50% de toxicidade nas células tratadas
quando comparadas as células ndo tratadas (controle celular). Os extratos
selecionados foram testados em diferentes concentragbes para avaliagdo de sua
toxicidade em células BHK-21. Para tal, 1,2 x 10* células foram adicionadas por
poco a placa de 96 pogos, contendo DMEM suplementado com 5% de SFB e
antibidticos, e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de
CO;, para formacdo da monocamada celular. Os extratos foram adicionados a
monocamada celular nas seguintes concentragbes: 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,6 e 7,8 yg/mL em meio DMEM suplementado com 2% de SFB e
antibidticos, sendo a concentragao final de DMSO em cada pogo de 0,5%. Controles
de células nédo tratadas sem DMSO (cc) e células ndo tratadas com DMSO a 0,5%
(cc + DMSO) foram feitos (figura 7). A placa foi incubada em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, por 72h. A avaliagao do efeito citotoxico dos extratos foi
feita por microscopia Optica apds incubacdo de 72h onde foram observadas
alteragdes morfoldgicas e/ou morte celular na presenga do extrato (Kott et al., 1999;
Rodriguez et al., 1990).

Imediatamente apds a leitura ao microscopio, foi realizado o ensaio do MTT
(descrito no item 5.6). A partir dos valores de absorbéancia obtidos foi calculada a
CCsp no programa Excel pela formula, [(A-B)/A]x100, onde A e B sao os valores de
DOs4o verificados nos pogos que correspondem as células ndo tratadas (A) e
tratadas (B), respectivamente. Em seguida, para calcular os valores de CCsy, com
maior precisao, os percentuais de protecdo obtidos a partir da leitura da densidade
optica, foram analisados por regress&o nao linear no programa Prism 5. Todas as

concentracdes de extratos foram testadas em duplicatas.
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Mapa representativo para determinagao de CCso de extratos

cc cc+DMSO Extrato A Extrato B Extrato C Extrato D Extrato E

T & o m O & @ P

7,8 7,8 ; : i
Diluigbes e concentragoes finais dos extratos por pogo (pg/mL); cc - controle de células

Figura 7 - Mapa representativo mostrando diluicbes decrescentes de extratos de
plantas utilizadas para determinagdao da CCs,.. A primeira diluicdo do extrato foi feita
usando um fator de 10 em meio DMEM sem DMSO, ou seja, foram adicionados 25 uL de
solugdo aquosa com 10% de DMSO do extrato, na concentracdo de 20 mg/mL, em 225 yL
de meio, obtendo-se assim uma concentracao final de 2 mg/mL do extrato em 1% de
DMSO. Em seguida, 125 uL desta diluicdo foram adicionados a outro pogo contendo 125 uL
de meio DMEM com 1% de DMSO (linha B). Este ultimo passo foi repetido sucessivamente
até a ultima diluicao (linha H). Apés, foram adicionados 100 uL de cada diluicdo do extrato
aos respectivos pogos de uma placa contendo a monocamada de células BHK-21 e o
volume final completado para 200 uyL com meio DMEM. Desse modo, a concentracao final
do extrato variou de 1000 a 7,8 yg/mL e a concentragao final de DMSO foi de 0,5%. As
colunas 1 e 2 da placa foram dedicadas aos controles de células (sem adigdo de extrato)
sem DMSO e com DMSO, respectivamente.

5.9 Calculo do indice de Seletividade (IS)

A relagdo entre os efeitos farmacoloégicos e toxicos de uma amostra em
estudo é um requisito importante na previsédo de sua aplicabilidade como potencial
agente terapéutico. O indice de seletividade (IS) expressa a raz&o entre a
concentragdo da amostra que € toxica para 50% da monocamada celular (CCsp) € a
concentragao que inibe 50% da infecgao viral (CEsp). Portanto, tal indice é calculado
através da formula 1IS=CCs,/CEsy.

Para o calculo de IS dos extratos foram considerados apenas os valores de
protecdo obtidos através do ensaio do MTT, tanto nos ensaios de CEsy quanto nos

ensaios de CCs.
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6 RESULTADOS

6.1 Producao e titulagao do pool trabalho de DENV-2

A multiplicacdo de DENV-2 para obtenc¢do do estoque viral ou “pool trabalho”
foi realizada em células C6/36 (figura 8). O volume do “pool trabalho” de DENV-2
selecionado para os experimentos realizados neste estudo foi de 400 mL e o titulo
viral foi de 4,9 x 107 pfu/mL.

et L -3 R e T Y Pt e Y e

Figura 8 - Efeito citopatico de DENV-2 em células C6/36. (A) Monocamada de células
C6/36 com aproximadamente 90% de confluéncia antes de serem infectadas com DENV-2.
(B) Efeito citopatico de DENV-2 na monocamada de células C6/36 apods 5 dias de incubacao
a 28°C. Aumento: 100X

6.2 Triagem de extratos de plantas e fungos com atividade antiviral

Para a triagem de extratos com atividade antiviral contra DENV-2, neste estudo
foram testados 3101 extratos de plantas e fungos, superando em mais de 50% o
numero inicial proposto no projeto, que visava testar 2000 extratos.

Na etapa de triagem, a atividade antiviral de cada extrato na concentragédo de 25
pMg/mL foi analisada em células BHK-21 tratadas simultaneamente com DENV-2 e
extrato (aqui chamado de tratamento simultadneo). A atividade antiviral dos extratos
foi determinada pela classificagdo do ECP viral pelo método de cruzes, descrito no
item 5.5 e ilustrado nas figuras 9 e 10 e imediatamente apds, pelo ensaio do MTT,

descrito no item 5.6 e ilustrado na figura 11, também em valores percentuais.
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O DMSO adicionado ao meio de cultura na concentracdo de 0,25%, a mesma
presente nos pogos contendo extrato, nao foi citotdxico para as células BHK-21, uma
vez que nao afetou a viabilidade celular nem a multiplicagdo do DENV-2 nessas
células. Como mostrado nas colunas 1 e 12 das placas representadas nas figuras 11
e 12, os valores de DO obtidos e a observagdao da monocamada por microscopia
Optica foram similares aos controles de células e de virus sem a adicao de DMSO.

Como observado na figura 12, os resultados obtidos pelo ensaio de MTT quando
comparados aos resultados da avaliagcdo do ECP viral pelo método de cruzes nao
foram 100% concordantes. Assim, todos os extratos que apresentaram no minimo
50% de protegéo, em pelo menos um dos ensaios utilizados, foram considerados
positivos contra DENV-2, sendo, portanto, selecionados para a realizacdo dos
ensaios de CEsp e CCoso.

Dentre os 3101 extratos testados pelas duas técnicas de triagem, 115 extratos
apresentaram efeito antiviral contra DENV-2, ou seja, reduziram em pelo menos
50% o ECP viral nas células infectadas. Ressalta-se, que dentre os 115 extratos
selecionados, 37 inibiram o ECP viral em 75% ou mais (tabela 1 e figura 13). A
origem dos extratos considerados negativos ainda n&o foi por nés pesquisada no
banco de dados da extratoteca Colab da Fiocruz Minas.

Dentre os 115 extratos selecionados com atividade contra DENV-2, 55
pertencem a 20 familias distintas de plantas, sem identificacdo de espécie e 60 sao
de origem fungica como mostrado na figura 14.

Os extratos com atividade antiviral provenientes de fungos ainda nao foram
identificados, com excecgao do extrato 13985, que foi ja identificado pelo grupo do Dr.
Luiz H. Rosa do Departamento de Microbiologia da UFMG, como pertencente ao

género Hypoxylon sp.
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Figura 9 - Classificagdo do ECP viral pelo método de cruzes (0 a 4+). A classificacdo do
ECP causado pelo DENV-2 na presenca ou auséncia do extrato em monocamadas de
células BHK-21 foi realizada ap6s 72h de incubacao foi baseada nos critérios ilustrados
nesta figura. Em (A) estdo representadas células nao infectadas e ndo tratadas; em (B)
células infectadas com DENV-2 na auséncia de extrato; em (C) monocamada apresentando
até 25% de ECP viral classificada como 1+; ou seja, o extrato exerceu um efeito protetor do
ECP viral acima de 75%; em (D) monocamada celular apresentando de 26 a 50% de ECP
viral ou 2+ , logo o extrato conferiu um efeito protetor do ECP viral entre 50% a 74%; em (E)
monocamada celular apresentando de 51 a 75% de ECP viral ou 3+, logo o extrato conferiu
apenas 25% do ECP viral. Em (F) estd representada uma monocamada celular
apresentando de 76 a 100% de ECP viral (4+), logo o extratoconferiu pouca ou nenhuma
protecdo. Aumento 40x.
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cc ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. cv

Al - 4+ 4+ 2+ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
B| - 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
d - 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

placal

cc ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. ext. cv

Al - 4+ 4+ 2+ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
s| - 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
d - 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

placa2

Figura 10 - Representacao esquematica dos resultados obtidos na avaliagdo do ECP
viral pelo método de cruzes na triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e
fungos contra DENV-2. Estéo representados os valores da classificagdo do ECP viral pelo
meétodo de cruzes em um ensaio de triagem em duplicata (placas 1 e 2). Em cinza estédo
representados os pogos onde foram adicionados 80 extratos distintos na concentracao final
de 25 ug/mL. O ECP viral foi classificado comparando-se as monocamadas infectadas com
DENV-2 (cv) classificadas como 4+ (coluna 12) as monocamadas nao infectadas ou controle
de células (cc) classificadas como — (coluna 1). Para a classificacdo do ECP viral na
presenca dos extratos foram utilizados os seguintes critérios: (1+) até 25% de ECP, (2+)
26% a 50% de ECP, (3+) 51 % a 75 % de ECP, e (4+) de 76 % a 100% de ECP. Escrito em
azul estdo destacados 3 extratos que apresentaram atividade antiviral de aproximadamente
50% (2+). (- ) auséncia de efeito citopatico; cc: controle de células sem DMSO (pogos em
amarelo) e com DMSO (pogos em alaranjado); cv: controle de virus sem DMSO (pogos em
vermelho) e com DMSO (pogos de cor roxa); ext: extrato.
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A)

B)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 13341 0,2256 0,2607 0,7890 0,7054 02533 02482 02917 0,258 02113 03198
B 13075 0,2247 0,2749 03927 02825 02810 02730 0,285 03594 022551 0,3315
¢ 12293 0,2639 0,3233 03639 03115 0287 02956 03307 02907 03048 03334
D 0,2675 0,3412 02966 03229 03037 03169 03230 03398 04291 0,3040
E 0,3128 0,3356 02884 03017 03122 02582 03369 03667 03616 0,3000
F 0,3027 0,2880 03335 03017 02862 03471 03203 03527 03803 0,3063
G 0,3106 0,2964 03072 02668 05995 02792 02482 03112 02863 0,2883
H 05750 0,4220 04168 03241 02705 02747 02721 02753 02871 03156
placal
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13694 10,2026 0,2729 0,7373 06653 02325 02450 02541 02430 02035 0,2551
12429 0,2172 0,2464 03847 02774 02575 02774 02710 02826 0,2298 0,3030
11612 10,2221 0,2881 03451 02733 02393 02932 0,294 02751 02609 03146
0,2267 0,3532 02508 02783 02702 02804 02842 02718 03322 0,2993
0,2363 0,2512 02486 02487 03227 02488 0295 03134 03314 0,2910
0,2446 0,2419 03236 02562 02611 03069 02834 03051 03035 02821
0,2761 0,2230 02652 02268 03818 02754 02167 02984 02483 0,2839
05893 10,3891 03179 02304 02051 02475 02531 02529 02819 0,2920

m O o w >

placa 2
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A -12% -8% 48% 39% -9% -9% 5% -8% -13% -2%
B -12% -6% 6% -6% -6% -7% -5% 3% -9% 0%
C -8% -1% 3% -3% -5% -4% 0% -5% -3% 0%
D -7% 1% -4% -1% -3% -2% -1% 0% 10% -3%
E 2% 0% -5% -4% -2% -8% 0% 3% 3% -4%

-3% -5% 0% -4% -5% 1% -2% 2% 5% -3%
-3% -4% -3% -7% 28% -6% 9% -3% -5% -5%
H | 26% 9% 9% -1% -7% -6% 7% -6% -5% -2%
placa 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-10% -3% 45% 38% -7% -6% 5% -6% -10% -5%
-8% -5% 9% -2% -4% -2% -3% -2% -7% 0%
-8% -1% 5% -3% -6% -1% 0% -3% -4% 2%
-8% 6% -5% -2% -3% -2% 2% -3% 3% 0%
-7% -5% -5% -5% 2% -5% 0% 1% 3% -1%
-6% -6% 2% -4% -4% 1% -2% 1% 0% -2%
2% -8% -4% -7% 8% -2% 9% 0% -5% -2%
30% 9% 2% -7% -10% -5% -5% -5% 2% -1%
placa 2

I 6 m m O »n w >

Figura 11 - Representacao esquematica dos resultados obtidos pelo método do MTT
na avaliagdo da atividade antiviral de extratos de plantas e fungos contra DENV-2. (A)
Estdo representados os valores de absorbancia (DOs4g) verificados nas placas 1 e 2
mostradas na figura 10. Em cinza estao representados os pogos onde foram adicionados 80
extratos distintos; em amarelo os pogos com células nao infectadas (controle de células); em
alaranjado os pogos com células n&o infectadas (controle de células) na presenca de DMSO;
em vermelho os pogos contendo DENV-2 (controle de virus) e em roxo os pogos contendo
DENV-2 e DMSO. Em (B) estdo os valores percentuais de protecdo dos 80 extratos. O
célculo da porcentagem de protecdo dos extratos sobre a multiplicacdo viral foi feito no
programa Microsoft Excel utilizando-se a férmula [(A-B)/C-B)]x100, onde A, B e C sdo os
valores de absorbancia dos pocos contendo células tratadas e infectadas com DENV-2 (A),
nao tratadas e infectadas (B) e n&o tratadas e nao infectadas (C), respectivamente. Em azul
estdo destacados os valores de protecéo dos extratos que apresentaram atividade antiviral
maior que 25%.
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Figura 12 - Comparacgao dos resultados obtidos pelo ensaio do MTT versus ECP viral.
Estdo representados os resultados dos ensaios de triagem da atividade antiviral de 80
extratos de plantas e de fungos contra DENV-2 em células BHK-21. Neste experimento, ndo
foi observado 100% de concordancia entre os dois métodos de triagem utilizados (MTT e
ECP). O pogo D3 foi destacado em vermelho para ilustrar a discordancia dos resultados
obtidos pelos dois métodos mostrados em (A) placa apds ensaio do MTT, (B) porcentagem
de protecao de células tratadas com os extratos, calculada a partir dos valores de DO e, (C)
avaliagao do ECP viral pelo método de cruzes.
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TABELA 1 - RELACAO DOS EXTRATOS SELECIONADOS NOS ENSAIOS DE TRIAGEM (115) COM ATIVIDADE ANTIVIRAL
CONTRA DENV-2

Extrato Protecio Extrato Protecio Extrato Protecio Extrato Protecio Extrato Protecio
12073 = 75% 11751 | =50% < 75% | 11699 = 75% 11305 |[=50% < 75% | 11123 = 75%
12148 | 250% < 75% | 11764 |=50% =75% | 11700 |=50% <75% | 11311 = 75% 11125 | =50% < 75%
12220 | =50% < 75% | 11768 |=50% <75% | 11705 = 75% 11320 = 75% 11126 | =50% < 75%
12278 | =2h0% < 75% | 11802 |=50% <=75% | 11706 = 75% 11321 | 250% < 75% | 11128 = 75%
10343 | 250% < 75% | 11817 |=50% < 75% | 11707 = 75% 11323 | 250% < 75% | 11129 = 75%
10347 | 250% < 75% | 13358 = 75% 11711 | 250% < 75% | 11324 = 75% 11135 = 75%
12815 | =50% < 75% | 13358 = 75% 11716 = 75% 10307 | 250% < 75% | 11136 | =50% = 75%
128209 | =50% < 75% | 13418 = 75% 11719 | =50% < 75% | 10312 |=250% <75% | 11137 |=50% < 75%
12860 = 75% 13194 | 250% < 75% | 11721 |[=250% = 75% | 10333 |=50% <75% | 11158 |=h0% < 75%
12802 = 75% 13203 | =2h0% < 75% | 11726 |=50% = 75% | 13864 = 75% 11159 | =50% < 75%
12875 = 75% 13211 | 250% < 75% | 11730 = 75% 13865 = 75% 14463 | =50% < 75%
12956 = 75% 11667 |=50% < 75% | 11735 |[=250% = 75% | 13870 |=50% <75% | 10426 |=h0% < 75%
12957 = 75% 1670 | 250% < 75% | 11736 |[=250% =< 75% | 13897 |=50% <75% | 10437 |=h0% < 75%
12969 = 75% 1673 | 250% < 75% | 11737 |[=250% = 75% | 13899 |=50% <75% | 10463 |=h0% < 75%
13015 | 250% < 75% | 11674 = 75% 11738 = 75% 13957 | =50% < 75% | 14240 = 75%
13023 | =250% < 75% | 11679 |=50% < 75% | 11740 |=50% = 75% | 13985 |=50% =75%

11596 = 75% 11682 = 75% 11742 | 250% < 75% | 11046 | =50% = 75%
11656 | =50% < 75% | 11683 |[=250% = 75% | 11744 |=50% <75% | 11067 |=h0% < 75%
11657 | =50% < 75% | 11684 |[=250% < 75% | 11745 |=50% <75% | 11087 |=h0% < 75%
11658 | =50% < 75% | 11685 |[=50% = 75% | 11746 |=50% <75% | 11106 |=h0% < 75%
11659 | =50% < 75% | 11688 |=50% =75% | 11279 |=50% < 75% | 11107 = 75%

11513 = 75% 11689 = 75% 11280 | =50% < 75% | 11108 = 75%

13039 | =50% < 75% | 116968 |[=50% = 75% | 11296 |=50% <75% | 11115 |=2h0% < 75%
13097 = 75% 11697 | =50% <= 75% | 11298 = 75% 1117 | =50% < 75%
11748 | =250% < 75% | 11698 = 75% 11303 | 250% < 75% | 11122 | =50% = 75%

Nota: os extratos que conferiram protegcéo contra DENV-2 igual ou acima de 75% estao destacados em amarelo



Inibicao do ECP

viral = 75%

M 2986 extratos sem atividade antiviral contra DENV-2
L1 78 extratosinibiram o efeito citopatico viral em pelo menos 50%

M 37 extratosinibiram o efeito citopatico viral acima de 75%

Figura 13 - Triagem de extratos de plantas e de fungos com atividade antiviral contra
DENV-2. A triagem foi realizada como descrito nos itens 5.5 e 5.6. Dentre os 3101 extratos
testados, 115 inibiram em pelo menos 50% o ECP causado pela infecgdo de DENV-2, sendo
que 37 destes inibiram o ECP viral acima de 75%.
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Figura 14 - Origem dos 115 extratos que apresentaram atividade anti-DENV-2 nos
ensaios de triagem. Dos 115 extratos selecionados, 60 foram obtidos de fungos, e 55
foram obtidos de 20 familias de plantas. A triagem dos extratos com atividade anti-DENV-2
foi realizada como descrito nos itens 5.5 e 5.6. A identificacdo das espécies de fungos cujos
extratos apresentaram atividade antiviral neste trabalho ainda néo foi feita.
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6.3 Determinagao da concentragao efetiva 50 (CEso)

Para a determinacao das respectivas CEsp, 0os 115 extratos considerados ativos
nas etapas de triagem foram disponibilizados em solugdo aquosa de DMSO a 10% e
na concentragdo de 2 mg/mL (como descrito no item 5.7). Para tal, foram testadas 8
concentragdes distintas variando de 100 a 0,78 pg/mL como ilustrado na figura 6.

Os extratos de plantas (tabela 2) estdo organizados e agrupados por familias e
os extratos de fungos (tabela 3), foram organizados pela concentragao da CEsp, de
forma crescente determinada pelo ensaio do MTT. Os valores de CEsp estimados
através da visualizagdo do ECP (método de cruzes) [figuras 9 e 10], também estéo
descritos em ambas as tabelas para comparacao entre os dois métodos usados. Os
valores obtidos pela observacdo do ECP ao microscépio Optico estdo em
concordancia de aproximadamente 80% com os valores de protegao obtidos pelo
método do MTT.

Nos ensaios de CEsg realizados foi possivel “prever” o efeito citotoxico de alguns
extratos testados. Comumente era possivel observar o efeito antiviral do extrato em
concentragbes menores, enquanto que, em maiores concentracdes do mesmo
extrato eram evidentes alteragdes morfolégicas e/ou morte celular observadas na
monocamada celular, indicando, portanto, citotoxicidade (figura 15). Tal observagao
foi corroborada nos experimentos para determinagao da CCsy de varios extratos de
plantas, como por exemplo, o extrato 13211, obtido de planta da familia Asteraceae.
Os ensaios de CEsy deste extrato indicaram uma provavel citotoxicidade na
concentragao de 25 pg/mL, o que foi confirmado pela CCsy obtida, cujo valor foi de
21,95 ug/mL (tabela 2).
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Figura 15 - Verificagdo da potencial citotoxicidade dos extratos de plantas e fungos
nos ensaios de CEsy. Foi feito o tratamento da monocamada de células BHK-21 infectadas
com DENV-2 com diferentes concentracbes do extrato. Apds 72h de incubacdo, foi
observada protegcédo de 50% do ECP viral na concentragao do extrato de 1,5 yg/mL e 75%
de protecdo do ECP viral nas concentragbes de 3,1 ug/mL e 6,2 ug/mL, quando comparadas
ao controle de células (cc) e ao controle de virus (cv). No entanto, quando a concentragao
do extrato foi aumentada para 12,5 a 100 pg/mL, observou-se um aumento do ECP na
monocamada celular (alteragdes morfoldgicas e morte celular), ou seja, uma diminuigao da
protecdo na monocamada celular a medida que se aumentou a concentragcdo do extrato.
Como o efeito antiviral do extrato foi evidenciado em concentragdes menores, tal ECP nas
concentracdes maiores desse extrato, provavelmente n&o foi devido apenas a infeccado com
DENV-2, e sim, a uma possivel citotoxicidade pelo extrato. Em destaque, a monocamada
celular tratada com a concentragao de 3,1 pg/mL do extrato que teve a melhor protecao.

Para facilitar a analise dos dados obtidos, os extratos de plantas (tabela 2) e
fungos (tabela 3) foram divididos em grupos que apresentaram CEsg entre 0,78 a
12,5 pg/mL e extratos que apresentaram CEsp em concentragbes acima de 12,5
Mg/mL. Dentro desses 2 grupos optou-se por mostrar quantos desses extratos
apresentaram indicios de citotoxicidade nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL

testadas nos ensaios de CEs (figura 16).
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Figura 16 - CE5, anti-DENV-2 e indicacao de citotoxicidade de extratos de plantas e
fungos quando testados em concentragcdes maiores ou igual a 50 pg/mL. A
determinacdo da CEg, foi realizada como descrito no item 5.7. Dentre os 30 extratos
fungicos com valores de CEsq entre 0,78 a 12,5 ug/mL, 20 extratos nao apresentaram
nenhum indicio de citotoxicidade. Ja 10 extratos fungicos mostraram possivel citotoxicidade
quando testados nas concentracdes de 50 e 100 ug/mL. E dos 24 extratos provenientes de
plantas que tiveram CEsq entre as concentragdes 0,78 — 12,5 ug/mL, 2 destes extratos nao
apresentaram indicio de citotoxicidade e os demais 22 extratos mostraram indicacao de
citotoxicidade quando testados nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. Do mesmo modo,
entre os extratos de plantas e fungos com CEsg acima de 12,5 yg/mL, 17 extratos fungicos
nao apresentaram indicio de citotoxicidade e 6 extratos fungicos mostraram possivel
citotoxicidade quando testados nas concentracdes de 50 e 100 ug/mL. E dos 16 extratos de
plantas neste grupo de CEsy, 8 destes ndo mostraram indicios de citotoxicidade e 8
mostraram indicios de citotoxicidade quando testados nas concentragdes de 50 e 100
pg/mL.

Os extratos provenientes de plantas 10307, 10312, 10333, 11046, 11067, 11087,
11106, 11159, 11279, 11298, 11320, 12829, 12875, 12956, 12969, 13015, 13023,
13039, 13203, 13211, 13358 e 13418 foram ativos em concentragdes que variaram
de 0,78 a 12,5 pg/mL, consideradas como valor baixo de CEsy, mas foram
aparentemente citotoxicos em concentragcdes maiores ou igual a 50 ug/mL. Desse
grupo de CEsp considerada baixa, somente os extratos 13356 da familia
Amaryllidaceae e 11280 da familia Fabaceae, (tabela 2) ndo apresentaram indicios
de citotoxicidade em concentragdes acima de 50 ug/mL (figura 16).

Alguns extratos de plantas com CEsy acima de 12,5 ug/mL mostraram uma

possivel citotoxicidade nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL (10437, 11107, 11108,
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11122, 11135, 12802, 13097, 13194). Tais extratos de plantas que também teve
uma CEsp acima de 12,5 yg/mL, 10463, 11115, 11117, 11126, 11128, 11129, 11311,
11323 (tabela 2), ndo apresentaram indicios de citotoxicidade em concentragcbes de
50 e 100 pg/mL (figura 16).

Os extratos 11046 (CEsy = 0,87), 11123 (CEsq = 23,75), 11122 (CEs = 50)
[tabela 2] mostraram uma perda progressiva da sua atividade antiviral, do primeiro
ao terceiro experimento, sugerindo que a substancia responsavel pela atividade
antiviral desses extratos pode ter sido degradada nos processos de armazenamento
e congelamento.

Os extratos de plantas 11123, 11137, 11303, 11324, 12860 e 14463, tiveram um
CEsop acima de 12,5 pg/mL (tabela 2), mas foram inconclusivos quanto a
observagbes que sugerissem citotoxidade nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL.

Quanto aos demais extratos (10426, 11125, 11136, 11158, 11296, 11305, 11321,
12815 e 12957), os valores calculados com base na medida de absorbancia, isto &,
pelo ensaio do MTT, nao refletiram protecdo significativa, ndo sendo possivel o
calculo de CEsxg (tabela 2).

De uma forma geral, os extratos fungicos foram considerados mais promissores
neste estudo, ja que nao foi observado indicios de citotoxicidade nas concentracoes
de 50 e 100 uyg/mL em 37 dos 53 extratos fungicos testados para CEsp. Vinte
extratos fungicos com CEsg entre 0,78 a 12,5 pg/mL (10343, 11513, 11656, 11657,
11670, 11674, 11679, 11683, 11684, 11688, 11698, 11659, 11700, 11707, 11738,
11748, 11751, 11764, 11768 e 11802) e 17 extratos fungicos com CEsy acima de
12,5 pg/mL, (11673, 11682, 11685, 11697, 11699, 11719, 11721, 11726, 11730,
11736, 11740, 11744, 11745, 11746, 11817, 12073, 13864) ndo apresentaram
qualquer indicio de citotoxicidade (figuras 15 e 16) quando testados em
concentragdes de 50 e 100 ug/mL. Em relagado aos extratos fungicos que indicaram
possivel citotoxicidade nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL (figuras 15 e 16),
foram 10 extratos fungicos com CEsg de 0,78-12,5 pg/mL (10347, 11596, 11658,
11711, 13865, 13870, 13899, 13957, 13985, 14466) e 6 extratos fungicos com CEsg
acima de 12,5 yg/mL (11667, 11705, 11706, 11735, 11737, 11742).

Para os demais extratos fungicos (11689, 11696, 11716, 12148, 12220,
12278, e 13897) os resultados foram inconclusivos quanto a possivel citotoxidade
nos ensaios de CEsp. Alguns extratos de plantas e fungos considerados positivos

nos testes de triagem, nao repetiram a atividade antiviral nos ensaios de CEsy,
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principalmente quando testados pelo método do MTT (tabelas 2 e 3).
Frequentemente, foi possivel observar que o MTT nao foi capaz de detectar/indicar a
protecdo de alguns extratos, sobretudo quando a densidade de células no pogo
estava menor do que a densidade do controle de células. Mesmo estando o ECP
viral claramente inibido pela visualizagdo ao microscépio O6ptico, isso nao era
evidenciado no valor de DO medido pelo MTT.

Varios extratos deste estudo s&o candidatos promissores para investigacéo
mais detalhada de sua atividade antiviral. Na tabela 4 estéo listados os 27 extratos
considerados 0s mais promissores com base nos seguintes critérios: (a)
reprodutibilidade entre os experimentos; (b) indicacdo de citotoxicidade nas
concentragcdes de 50 e 100 pg/mL utilizadas nos ensaios de CEsp; (c) concordancia
entre os métodos MTT e ECP e (d) valores de CEs5p entre 12,5 a 0,78 pg/mL. Por
exemplo, os extratos fungicos (11656, 11657, 11751, 11764, 11768, 11700, 11719)
nao foram citotoxicos em nenhuma das concentragdes testadas nos ensaios de
CEso, tiveram uma concordancia excelente entre os dois métodos e mostraram
reprodutibilidade entre experimentos realizados em datas diferentes.

Assim como alguns extratos de plantas, notou-se que em alguns extratos de
fungos também havia perda de atividade de forma progressiva entre diferentes
experimentos. Como por exemplo, o extrato 13985 (Hypoxylon sp.) que inibiu o ECP
viral no primeiro experimento nas concentragdes de 1,5 a 25 pg/mL, com valores de
protecdo que variaram de 31 a 69% pelo MTT, mas que nido se repetiram nos

experimentos seguintes.

6.4 Determinacao da concentragao citotéxica 50 (CCsy)

A determinagao da concentragao citotoxica 50 (CCsg) de todos os extratos
selecionados com atividade antiviral contra DENV-2 na etapa de triagem ainda n&o
foi possivel, porque a extratoteca do Colab da Fiocruz Minas n&o dispbe de
quantidade suficiente da grande maioria dos extratos para a realizagdo dos
experimentos. Portanto, até o momento nos foram fornecidos apenas 12 extratos de
plantas provenientes das familias Fabaceae (extratos 10333 e 11280),
Amaryllidaceae (extratos 13358 e 13356), Ochnaceae (extrato 12969),
Combretaceae (extrato 10312), Asteraceae (extrato 13211), Erythroxylaceae (extrato
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13023), Malpighiaceae (extratos 13203, 11298 e 11311), Annonaceae (extrato
12829).

Nos ensaios de CCso foram utilizadas 8 diferentes concentragdes dos extratos
que variaram de 1000 a 7,8 ug/mL e os resultados foram analisados pelos dois
métodos, observagao ao microscépio éptico do ECP causado pelo extrato e logo em
seguida, pelo método do MTT. No entanto, somente os valores obtidos através do
método do MTT foram considerados para calculo de IS, sendo os valores obtidos
pelo ECP apenas para comparagao com o método do MTT. Os resultados de CCsg
foram determinados a partir dos valores obtidos em experimentos distintos por
regressao nao linear no programa Prism 5. A CCs obtida foi concordante em 10 dos
12 extratos testados e comparados entre ambos os métodos (tabela 2). Dos extratos
com valores de CCsp ndo concordantes entre os dois métodos, ainda assim tiveram
valores aproximados. O extrato 12969 apresentou CC50=59,77 ug/mL pelo método
do MTT e de 125 ug/mL quando avaliado pelo método ECP. E o extrato 13203, com
valor de CCsp = 26,71 yg/mL pelo MTT, apresentou CCsy de 62,5 ug/mL estimado
pelo método ECP.

O extrato que apresentou maior citotoxicidade as células BHK-21, dentre os
12 extratos de plantas testados, foi o extrato 13358 da familia Amarillydaceae, com
CCsp de 4,8 pg/mL obtida pelo ensaio do MTT e 12,5 pg/mL quando avaliado pelo
método do ECP (tabela 2).

Os extratos que foram menos téxicos as células BHK-21 foram o 13356,
também da familia Amarillydaceae (CCso = 87,79 ug/mL) e o extrato 11280 da familia
Fabaceae (CCso = 159,7 ug/mL) [tabela 2]. Estes dois extratos ndo apresentaram
citotoxicidade visivel até a concentracdo de 100 ug/mL, quando foram submetidos
aos ensaios de CEsg.

Apods a determinacéo da CCsy destes extratos de plantas, calculou-se o indice
de seletividade (IS). Cinco extratos se destacaram por apresentarem um alto IS, a
saber: extrato 13356 (IS = 32,15) da familia Amarillydaceae, extratos 10333 (IS =
2447) e 11280 (IS = 20,47) da familia Fabaceae, extrato 12829 da familia
Annonaceae (IS = 11,64) e extrato 12969 (IS = 11,54) da familia Ochnaceae.
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6.5 Selecao dos extratos fungicos promissores para recultivo

Apoés realizagdo dos ensaios de CEsp, 0 proximo passo foi testar todos os
extratos fungicos para a determinagcdo das respectivas CCso. Entretanto, a
extratoteca Colab da Fiocruz Minas nao dispunha de quantidades suficientes de
nenhum dos extratos fungicos para serem disponibilizados para os experimentos
subsequentes. Dessa forma, foi necessario fazer um recultivo dos fungos dos quais
foram obtidos tais extratos. Os extratos dos fungos recultivados foram retestados
para a verificagdo e comparacgao da sua CEs, com os extratos originais.

A escolha dos fungos a serem recultivados para obtengc&o de novos extratos
foi feita de acordo com os seguintes critérios; (i) extratos com resultados
concordantes em pelo menos dois experimentos distintos; (ii) extratos que
apresentaram protegdo acima de 75%; (iii) extratos com baixas concentragcbes de
CEso. Foram escolhidos 36 extratos fungicos para o recultivo pela equipe do Dr. Luiz
H. Rosa do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Foram recultivados com sucesso 27 fungos dos quais foram obtidos os
extratos: 10343, 11513, 11596, 11657, 11658, 11659, 11667, 11685, 11683, 11688,
11689, 11700, 11705, 11706, 11711, 11719, 11721, 11726, 11735, 11736, 11742,
11744, 11745, 11748, 11751, 11764, 11768. Ja os respectivos fungos dos quais
foram obtidos os extratos 11656, 11684, 11685, 11698, 11699, 11707, 11716, 11730
e 11740, ndo cresceram na tentativa de recultivo.

Como mostrado na tabela 3, os resultados de CEsg dos extratos obtidos dos
fungos recultivados ndo mostraram concordancia com os resultados de CEsp
verificados e testados anteriormente nestes mesmos extratos obtidos dos fungos
coletados em seu ambiente natural, aqui denominados como originais. Apenas 3
extratos obtidos de fungos recultivados (11748, 11658, 11688) conferiram protegéo
contra o DENV-2, mas em concentracées bem maiores do que as utilizadas nos
experimentos feitos com os extratos de fungos originais. Como exemplo, podemos
citar o extrato 11748 original, que exibiu uma CEsy de 3,1 ug/mL pelo ensaio do
MTT, mas tal extrato quando foi obtido do fungo recultivado exibiu uma CEsy de
37,93 ug/mL (tabela 3).
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TABELA 2 - VALORES DE CEsy, CCso E IS DE EXTRATOS DE PLANTAS COM ATIVIDADE ANTIVIRAL CONTRA DENV-2
DETERMINADOS ATRAVES DOS DOIS METODOS: CLASSIFICACAO DO ECP VIRAL AO MICROSCOPIO OPTICO E PELO ENSAIO

DO MTT.

Cod. EX Familia CEso (MTT) pg/mL CEso (ECP) pg/mL CCso (MTT) pa/mL CCso (ECP) pg/mL 1S
13358 Amaryllidaceae 1,03 0,78 48 156 4 66
13356 Amaryllidaceae 273 1.5 87,79 > 125 <250 3215
13418 Amaryllidaceae 11,65 »31<125 NT NT -
12829 Annonaceae 9,86 <125 1148 =125 < 250 11,64
11087 Asteraceae 0,78 0,78 NT MNT -
13211 Asteraceae 8,96 <125 21,95 »31,3<125 2,44
13194 Asteraceae 20,62 =25 NT MNT -
12802 Asteraceae 40,24 = 50 NT MNT -
12815 Asteraceae I I NT MNT -
13097 Begoniaceae 58,33 25 NT MNT -
10307 Clusiaceae 12,5 12,5 NT NT -
10312 Combretaceae 7.29 6,2 26,26 >3125<625 3,6
13023 Erythroxylaceae 0.07 =125 39,35 625 4 33
11280 Fabaceae 7.8 12,5 159.,7 125 20,47
10437 Fabaceae 20 a0 NT NT -
10333 Fabaceae 0,91 =078<15 22 27 31,3 24 47
11279 Fabaceae 297 3.1 NT NT -
11320 L ythraceae 7.08 3.1 NT MNT -
11321 L ythraceae I 25 NT MNT -

Cod. Ex = Cédigo do extrato; | = resultado inconclusivo; NT = ndo testado
CEs5o = concentracéo efetiva 50; CCsq concentragao citotoxica 50; IS = indice de seletividade

MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscépio éptico
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CONTINUACAO DA TABELA 2

Cod. EX Familia CEso (MTT) pg/mL CEso (ECP) pg/mL CCs0 (MTT) pg/mL CCso (ECP) pg/mL
13203 Malpighiaceae 9,35 <125 26,71 62,5
11298 Malpighiaceae 125 <125 36,3 »3125<625
11323 Malpighiaceae 23,86 50 NT NT
11311 Malpighiaceae 239 <25 64 29 62,5
11117 Malpighiaceae 34,76 <50 NT NT
11115 Malpighiaceae 41,02 <50 NT NT
11324 Malpighiaceae 49,04 <50 NT NT
11296 Malpighiaceae I 25 NT NT
14463 Malvaceae 50 o0 NT NT
11303 Melastomataceae 65 25 NT NT
11305 Melastomataceae I o0 NT NT
10426 Melochia I 12,5 NT NT
13015 Myrtaceae 5,04 6,2 NT NT
11159 Myrtaceae 12,03 <125 NT NT
11158 Myrtaceae I 50 NT NT
12969 Ochnaceae 518 <6,2 59,77 125
12875 Primulaceae 11,83 <125 NT NT
12860 Rubiaceae 18,06 <25 NT NT

Cod. Ex = Cédigo do extrato; | = resultado inconclusivo; NT = nao testado
CEs5o = concentracédo efetiva 50; CCsq concentragao citotoxica 50; IS = indice de seletividade
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscépio éptico



CONTINUACAO DA TABELA 2

Cod. EX Familia CEso (MTT) pg/mL CEso (ECP) pg/mL CCso (MTT) pg/mL CCso (ECP) pg/mL
11135 Rubiaceae 31,82 25 NT NT
11129 Rubiaceae 41,03 50 NT NT
11126 Rubiaceae 4118 50 NT NT
11128 Rubiaceae 42 36 50 NT NT
11137 Rubiaceae 43,48 <20 NT NT
11125 Rubiaceae I 100 NT NT
11136 Rubiaceae I 20 NT NT
11106 Sapindaceae 0.78a 12,5 0,78 MNT NT
11046 Sapindaceae 0.87 0,78 MNT NT
13039 Sapindaceae 9.8 <62 MNT NT
12956 Sapindaceae 11,11 <125 NT NT
11108 Sapindaceae 17,83 =25 MNT NT
11123 Sapindaceae 23.75 =25 MNT NT
11107 Sapindaceae 29 65 25 MNT NT
11122 Sapindaceae 50 a0 MNT NT
12957 Sapindaceae - - MNT NT
11067 Vitaceae < 0,78 <15 NT NT
10463 Vochysiaceae 57 63 50 MNT NT

Cod. Ex = Cédigo do extrato; | = resultado inconclusivo; NT = nao testado
CEs5o = concentracédo efetiva 50; CCsq concentragao citotoxica 50; IS = indice de seletividade
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscépio éptico



TABELA 3 - VALORES DE CEsy DE EXTRATOS FUNGICOS ORIGINAIS E OBTIDOS DE FUNGOS RECULTIVADOS
DETERMINADOS PELA CLASSIFICACAO DO ECP VIRAL E PELO ENSAIO DO MTT

Cod. EX Extrato fangico CEso (MTT) pug/mL CEso (ECP) pg/mL
original 0,94 <15
11657 recultivado SA SA
13957 original 1,11 <15
13885  Original (Hypoxylon sp.) 1,18 <16
10347 original 1,36 1,5
14466 original 1,43 <15
13870 original 1,44 <125
13865 original 1,46 25
13899 original 1,46 1,5
11674 original 2,44 3,1
11656 original 2,66 <31
original 3,1 6,2
11748 recultivado 37,93 =25 <50
original 3.4 3,1
11596 recultivado SA SA
original 3,7 3,1
10343 recultivado (DCM) SA SA
recultivado (MeOH) SA SA
11670 original 5,65 1,5
Cod. Ex = Cédigo do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; | = resultado inconclusivo

DCM = extracdo com diclorometano; MeOH = extragdo com metanal;
CEs5o = concentracéao efetiva 50; CCsq concentracao citotoxica 50; IS = indice de seletividade
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscopio dptico
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CONTINUACAO DA TABELA 3

Cod. EX Extrato fungico CEso (MTT) pg/mL CEso (ECP) pg/mL
11658 rec;:lg:il::aalio 2?1I:?'585 > 12?;:: 25
v 5 A
e —T T 0 A
e —rT T B A
11684 original 8,65 12,5
T & o
11688 rec;:ﬁi?:lio 39[;,1?1? > 225 50
188y vedo Sh i
v S 06
1850 ivedo = 5
Cod. E = Cadigo do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; | = resultado inconclusivo

DCM = extracdo com diclorometano; MeOH = extragdo com metanal;
CEs5o = concentracédo efetiva 50; CCsq concentragao citotoxica 50; IS = indice de seletividade
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscépio éptico
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CONTINUACAO DA TABELA 3

Cod. EX Extrato flngico CEso (MTT) pg/mL  CEso (ECP) pug/mL
original 11,16 6,2
e recultivado SA SA
11679 original 11,46 3,1
11707 original 11,56 6,2
11658 original 11,87 <62
original 11,87 6,2
11711 recultivado SA SA
11802 original 12,01 <125
original 13,46 6,2
thizeds recultivado SA SA
11699 original 15 <125
11685 original 15,85 12,5
original 17,19 6,2
i recultivado SA SA
original 17,76 <125
11744 recultivado SA SA
11740 original 18,29 12,5
11817 original 18,4 12,5
Cod. Ex = Cédigo do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; | = resultado inconclusivo

DCM = extragao com diclorometano; MeOH = extragdo com metanol;
CEs5o = concentragao efetiva 50; CCs, concentragao citotéxica 50; IS = indice de seletividade
MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscopio dptico
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CONTINUACAO DA TABELA 3

Cod. EX Extrato fungico CEso (MTT) pg/mL  CEso (ECP) pg/mL
11682 original 19,44 25
13864 original 20 12,5
11737 original 20,45 6,2

original 23,26 <25
s recultivado SA SA

original 23,33 12,5
11667 recultivado SA 12,5

original 24,38 12,5
[RBE= recultivado SA SA

original 24 .4 12,5
11705 recultivado SA SA

original 30,95 6,2
izt recultivado SA SA
12073 original 31,23 3.1
11746 original 32,65 1,5

original 33,33 25
Wit recultivado SA SA

Cod. Ex = Cédigo do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; | = resultado inconclusivo

DCM = extracdo com diclorometano; MeOH = extragdo com metanal;
CEso= concentracéao efetiva 50; CCsq concentracao citotoxica 50; IS = indice de seletividade

MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observagao ao microscoépio dptico



CONTINUACAO DA TABELA 3

Cod. EX Extrato fingico CEso (MTT)pyg/mL  CEso (ECP) pg/mL

11730 original 34,62 12,5

original 35,63 50
= recultivado SA SA
11697 original 38,89 25

original 40,87 25
e recultivado SA SA
11673 original 43,71 3,1
12148 original I SA
12220 original I 3,1
12278 original I I
11696 original I I
11716 original I 1,5

original I I
Hlzbe recultivado SA SA
13897 original I <12,5

Cod. Ex = Cédigo do extrato; SA = extrato sem atividade antiviral; | = resultado inconclusivo

DCM = extragao com diclorometano; MeOH = extragdo com metanol;
CEs5o = concentracéao efetiva 50; CCsq = concentracao citotdxica 50; IS = indice de seletividade

MTT = ensaio do MTT; ECP = ensaio para classificacao do efeito citopatico por observacido ao microscoépio optico
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TABELA 4 - VALORES DE CEsp, CCso E IS DE EXTRATOS DE PLANTAS E DE
FUNGOS MAIS PROMISSORES

S Indicagdo de | Concordancia .

Extratos | Reprodutibilidade citotmn?; dade | entre métodos CEsa CCso IS | Origem

13356 ] ® ] 2,73 87,79 | 32,15

11280 ] ® ] 7,8 159,7 | 20,47 -

12829 i i 9,86 114,8 | 11,64 \?{@

13358 i i 1,03 4.8 466 W

11106 [ ] [ ] 0,78 -12,5 - -

11657 [ ] ] @ 0,94 - -

11656 [ ] ] @ 2,66 - -

11513 @ ] @ 7,41 - -

11700 ] ] @ 7,46 - -

11738 @ ] @ 8,45 - -

11751 [ ] ] @ 8,93 - -

11768 [ ] ] @ 10,56 - -

11659 @ ] @ 10,51 - -

11764 ] ] @ 11,16 - -

11707 @ ] @ 11,56 - -

11698 @ ] @ 11,87 - -

11699 ] @ @ 15 - -

11719 @ ] @ 17,19 - -

11740 [ ] ] @ 18,29 - -

11736 @ ] @ 23,26 - -

11721 @ ] @ 30,95 - -

10347 ] @ 1,3 - -

11596 [ ] @ 34 - -

11711 [ ] @ 11,87 - -

13864 ® 20 - -

13957 1,11 - -

13985 1,18 - -

Extratos considerados promissores. Coluna de reprodutibilidade: marcador verde
indica que houve reprodutibilidade dos resultados em no minimo 3 experimentos diferentes,
enquanto o marcador amarelo indica auséncia de reprodubilidade em diferentes
experimentos. Coluna indicagdo de citotoxicidade: Possivel citotoxicidade apenas nas
concentracoes de 50 e 100 ug/mL. O marcador verde indica que tal extrato ndo apresentou
indicios de citotoxicidade e o marcador amarelo indica que tal extrato apresentou indicios de
citotoxicidade nas concentracdes citadas. Coluna de concordancia entre os métodos:
MTT x ECP, métodos usados para revelacdo da atividade antiviral de tais extratos. O
marcador verde indica concordancia e o marcador amarelo indica discordancia entre os
resultados obtidos por ambos os métodos.
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7 DISCUSSAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio, ndo s6 por ser sua
principal fonte de inspiragdo e aprendizado, mas também pelos recursos oferecidos
para sua alimentacdo, manutencdo e também para os cuidados basicos de saude.
Por séculos, plantas medicinais formaram a base dos medicamentos tradicionais da
China (Chang & But, 1986), da india (Dev, 1999), Africa e muitas outras civilizacdes
(Schultes & Raffauf, 1990). E ainda hoje, 80% da populagdo mundial utilizam plantas
medicinais para cuidados primarios de saude enquanto 20% usam produtos de
plantas como ingredientes de varias drogas (Farnsworth, 1990). Desse modo, a
natureza é responsavel pela produgao da maioria das substancias conhecidas,
sendo que a maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na
literatura pertence ao reino vegetal (Montanari & Bolzani, 2001). Ao longo de toda
evolugdo humana, milhares de produtos de plantas ativos biologicamente foram
identificados e eles formam uma parte integral do sistema medicinal tradicional em
todo o mundo.

Ha um forte impacto de plantas e também de fungos para o desenvolvimento
de drogas e isso pode ser notado nas principais areas terapéuticas. Ressalta-se que
entre 1981 e 2002, dos 90 antibacterianos e entidades quimicas aprovadas pela
FDA, 10% foram produtos naturais enquanto outros 68% foram derivados de
produtos naturais (Newman & Cragg, 2003). Além disso, plantas e outros produtos
naturais tém inspirado o desenvolvimento da quimica organica, levando ao avango
de metodologias sintéticas e a possibilidade de fazer analogos do composto original
com melhora das propriedades farmacologicas, farmacéuticas e também diminuigc&o
da citotoxicidade (Wilson & Danishefsky, 2006; Newman, 2008; Sunazuka et al.,
2008).

Diversos outros motivos fortalecem e justificam o interesse terapéutico na
busca de antivirais a partir de produtos naturais, entre os quais: (i) o limitado tempo
de utilizagdo de alguns medicamentos para o tratamento de certas infecgdes virais
devido aos problemas relacionados a resisténcia viral; (ii) problemas de laténcia e
recorréncia de infecgdes virais em pacientes imunocomprometidos; (iii) a falta de
medicamentos eficientes para o tratamento da maior parte das doencas causadas
por virus; e (iv) a diversidade estrutural de metabdlitos secundarios provenientes de

plantas e de fungos.
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No entanto, sabe-se que apenas uma pequena fracdo do vasto reservatério
de compostos disponiveis na natureza, tenha sido explorada visando a descoberta
de substéncias antivirais. Além disso, a disponibilidade limitada de drogas antivirais
tem sido atribuida, parcialmente, a dificuldade de encontrar alvos ou drogas que
eliminem o virus sem prejudicar as células hospedeiras (Cock & Kalt, 2010).

A rapida propagacado de doencgas virais emergentes e reemergentes, como
por exemplo, a dengue, tem incentivado a pesquisa para a descoberta de
substancias antivirais derivadas de produtos naturais que possam ser utilizadas para
o tratamento dessas doengas (Jassim & Naji, 2003; Chattopadhyay & Naik, 2007).

A dengue continua sendo uma crescente ameaca a saude publica em todo o
mundo e é considerada como a maior arbovirose durante as ultimas décadas (OMS,
2015; Bhatt et al., 2013). Embora existam grandes esforgos para o desenvolvimento
de um medicamento eficaz, infelizmente, ainda nao existe nenhuma droga aprovada
para o tratamento da dengue.

Até o momento, a exploragédo do pool de produtos naturais ja identificou uma
variedade de extratos vegetais que possuem atividade contra o DENV, entretanto
pesquisas extensivas sobre tais plantas ainda nao foram realizadas.

Certamente, a biodiversidade de plantas e fungos os tornam detentores de
substancias que podem ser usadas para o tratamento da dengue e de varias
doencas virais. De fato, nossos resultados fortalecem essa hipdtese, visto que
dentre os 3101 extratos testados neste estudo, 115 apresentaram efeito antiviral
contra DENV-2, sendo que 37 destes extratos inibiram em 75% ou mais o ECP
causado pelo DENV-2 em células BHK-21.

Embora os estudos realizados para a descoberta de compostos ativos de
extratos brutos usualmente iniciam-se pela analise da citotoxicidade dos extratos
nos modelos de células em estudo, neste trabalho adotou-se uma estratégia
diferente. Para identificar os extratos da extratoteca Colab da Fiocruz Minas com
atividade antiviral, as etapas de triagem e determinagdo de CEs, foram feitas antes
da realizagdo dos ensaios para a determinacdo da CCsy. Portanto, somente os
extratos considerados positivos contra o DENV-2, na etapa de triagem, utilizando-se
a concentracdo de 25 ug/mL, foram submetidos aos ensaios de CEsy e se
disponiveis em quantidade suficiente, aos ensaios de citotoxicidade (CCsp). Tal
escolha justifica-se porque a extratoteca Colab da Fiocruz Minas n&o possui

quantidade suficiente de todos os extratos depositados para a realizagdo dos
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ensaios para determinacdo da CCsg, 0s quais requerem quantidades maiores do
extrato depositado. Além disso, os extratos depositados na extratoteca Colab da
Fiocruz Minas também sao utilizados por outros pesquisadores para avaliagado da
sua agao contra outros organismos infecciosos como protozoarios do género
Leishmania, tripanossomatideos e acgao antiproliferativa em linhagens de células
tumorais.

Neste estudo, os 3101 extratos de plantas e fungos que foram submetidos
aos ensaios de triagem para a avaliagao da atividade antiviral in vitro contra DENV-
2, foram em sua maioria obtidos a partir de espécimes de plantas e de fungos
coletados no vasto territorio brasileiro. Entretanto, alguns dos extratos estudados
foram obtidos de fungos isolados de ambientes aridos e de temperaturas extremas,
como o continente Antarctico (Godinho et al., 2015) e o deserto do Atacama no Chile
(Gongalves et al., 2015).

ApoOs a selecao dos 115 extratos com atividade antiviral, estes extratos foram
submetidos aos ensaios de CEsp e alguns deles, aos ensaios de determinagao de
CCs0. Em todos os ensaios, foram utilizados os dois métodos de avaliacédo, o ensaio
do MTT e a avaliacao do ECP viral observado ao microscépio optico.

O ensaio do MTT é uma técnica colorimétrica, sensivel e quantitativa,
vastamente utilizada para a avaliagao in vitro da viabilidade celular e citotoxicidade,
bem como no estudo de aditivos, micotoxinas e farmacos. Tal analise é feita
baseando-se numa reacdo biologica, em células viaveis, catalisada por
desidrogenases mitocondriais que reduzem o sal de tetrazdlio, composto
hidrossoluvel de coloragdo amarelo-palido, a cristais de formazana. A absorbancia
da formazana, medida espectrofotometricamente, € diretamente correlacionada com
o numero de células metabolicamente ativas. Sendo assim, valores de absorbancia
altos indicam uma elevada produgao de formazana (cor roxa), o que significa uma
alta atividade enzimatica e, consequentemente, um maior numero de células viaveis
(Mosmann, 1983). Como desvantagens, a precisdo do ensaio pode estar
relacionada com o intervalo de concentracdes utilizado, pode sofrer a interferéncia
de solucdes turvas ou coloridas, além da presenca de substancias com potencial
intrinseco redutor que podem levar a resultados falso-positivos (Vanden Bergue et
al., 1993; Bruggisser et al., 2002). Além disso, se o efeito protetor do extrato estiver

associado apenas a prevencao do ECP viral nas células infectadas, o ensaio do
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MTT nao sera sensivel a tal extrato, ja que a capacidade metabdlica da célula
podera estar comprometida devido a replicagao viral.

O método de cruzes para avaliacdo do ECP viral por microscopia optica é
uma técnica comumente usada em laboratorios de virologia que consiste na
observagdo de danos morfolégicos celulares causados pelo virus. Essa avaliagéao
permite uma estimativa da concentragao de extratos/substancias que inibem o ciclo
de multiplicag&do viral ou impedem a infeccéo viral (Dargan & Subak-Sharpe, 1985;
Rodriguez et al., 1990).

Tanto nos ensaios de triagem dos extratos quanto nos ensaios de
determinagcdo da CEsp, verificou-se uma concordancia de aproximadamente 80%
entre os resultados obtidos pelos dois métodos utilizados (método do MTT e método
de cruzes para avaliagcdo do ECP viral). Tal discordancia entre os métodos de
andlise pode ser atribuida ao fato de que frequentemente observava-se que
monocamadas infectadas com DENV-2 e tratadas com determinado extrato
apresentava-se integra e sem danos morfolégicos aparentes, claramente indicando
a inibicdo do ECP viral pelo extrato. No entanto, apds a realizacdo do ensaio do
MTT, verificava-se que o valor de absorbancia nio indicava efeito antiviral de tal
extrato. Por exemplo, os extratos 11296 (Malpighiaceae), 11158 (Myrtaceae), 11305
(Melastomataceae) e 10426 (Melochia), inibiram e/ou diminuiram o ECP causado
pelo virus em células BHK-21, mas essa prote¢cao nao foi detectada pelo ensaio do
MTT, sugerindo que talvez estes extratos tenham inibido apenas o ECP viral sem
inibir a replicagao viral. Tang e colaboradores (2012), estudando a atividade antiviral
de extratos metandlicos de plantas medicinais (Andrographis paniculata, Citrus
limon, Cymbopogon citratus, Momordica charantia, Ocimum sanctum e Pelargonium
citrosum) contra DENV-1 em células Vero, também observaram variagdo semelhante
entre os resultados obtidos pelo ensaio do MTT e pela classificagcdo do ECP viral
pelo método de cruzes. Os autores de tal trabalho sugeriram que alguns desses
extratos inibiram o ECP viral sem inibir a replicacédo do virus. Em outras palavras,
tais extratos estariam impedindo/diminuindo o ECP causado pelo virus resultando
em uma “falsa-protecdo”, mas, no entanto, ndo impediram a multiplicagao viral que
certamente interfere no metabolismo celular, resultando na leitura de uma DO baixa
no ensaio do MTT .

Os resultados do nosso trabalho indicaram que a classificagdo do ECP viral

pelo método de cruzes, apesar de ser subjetiva e depender da expertise do
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experimentador, foi util para a triagem do efeito antiviral dos extratos em células
BHK-21. Portanto, como ja mencionado anteriormente, todos os extratos que
mostraram inibigdo do ECP viral maior ou igual a 50% (2+) nos testes de triagem
foram selecionados para determinacdo de CEsp, independente dos valores obtidos
no ensaio do MTT.

Muito frequente nos ensaios para determinacdo da CEsp foi a verificacdo de
valores de DO obtidos para monocamadas tratadas com determinados extratos (por
exemplo os extratos 11106 e 11659) muito maiores do que os valores de DO
verificados no controle de células (cc). Neste caso, as monocamadas tratadas com o
extrato ndo apresentavam nenhum sinal de ECP viral e células mortas e, de forma
interessante, exibiam uma densidade menor do que as monocamadas dos pogos do
controle de células (cc). De fato, Kasugai e colaboradores (1990) verificaram em
células RPC-C2A derivadas de polpa dentaria de rato, que a absorbancia (DO)
medida nos ensaios de MTT pode variar de acordo com a densidade da
monocamada. Esses autores verificaram que monocamadas com densidade um
pouco menor do que monocamadas que ja sofreram inibigcdo por contato tendem a
mostrar valores de absorbancia maiores. Isto poderia ser devido ao fato de que,
células ainda em proliferacdo, possuem o dobro de mitocéndrias comparadas as
células em fase de repouso, fato este que interfere no metabolismo do MTT pelas
mitocondrias (Posakony et al., 1977). Portanto, as células de monocamadas ainda
em expansao apresentariam uma maior capacidade de metabolizar o MTT do que
células ja na fase de repouso induzida pela inibigao por contato.

Outra observagao interessante neste estudo na realizacdo dos ensaios de
CEs5p foi a possibilidade de “prever’ a citotoxicidade dos extratos testados, pois
comumente, era possivel observar o efeito antiviral do extrato em concentragdes
menores, enquanto que o dano observado na monocamada celular era muito
evidente em concentracbes maiores do mesmo extrato, indicando portanto,
citotoxicidade e ndo o efeito da multiplicagdo do DENV-2 (figura 15). Tal observagéo
foi corroborada nos experimentos para determinacdo da CCsg de varios extratos de
plantas, como por exemplo o extrato 13211, obtido de planta da familia Asteraceae.
Os ensaios de CEsp deste extrato indicaram uma provavel citotoxicidade na
concentragédo de 25 pg/mL, o que foi confirmado pela CCsy obtida, cujo valor foi de
21,95 pyg/mL.
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Uma perda significativa da atividade antiviral e de forma progressiva foi
verificada em alguns extratos nos experimentos para determinagao de CEsy. Para
realizacdo desses experimentos, os extratos foram fornecidos dissolvidos em
solugdo de DMSO e em seguida foram congelados e descongelados algumas vezes
para sua utilizagdo em um proximo experimento. Alguns dos extratos foram testados
em até 7 experimentos diferentes. Para alguns extratos que apresentaram boa
atividade antiviral no primeiro experimento verificou-se a perda da atividade antiviral
a partir do segundo experimento e assim sucessivamente. Uma possivel explicagéo
pode ser devido a inativagdo ou degradagao do principio ativo durante os sucessivos
episddios de congelamento/descongelamento dos extratos, ou mesmo durante o
tempo de armazenamento a - 20°C.

Dentre os 55 extratos vegetais que apresentaram atividade antiviral contra
DENV-2, cinco extratos foram obtidos de plantas da familia Asteraceae. Espécies
dessa familia ja foram relatadas por apresentarem atividade antiviral contra HSV-2
resistente ao aciclovir e contra poliovirus tipo 2, e neste caso, a atividade antiviral foi
atribuida ao composto isolado apigenina (Visintini Jaime et al., 2013). Silveira e
colaboradores (2009) atribuiram uma alta toxicidade a espécies dessa familia devido
a uma alta concentragdo de cumarinas. No nosso trabalho, embora alguns extratos
dessa familia tenham apresentado uma atividade antiviral em concentragdes baixas,
como por exemplo o extrato 11087, os demais extratos pertencentes a essa familia,
apresentaram indicios de citotoxidade quando testados em baixas concentragoes,
como por exemplo o extrato 13211 que apresentou CCs = 21,95 pug/mL.

No nosso estudo, nenhum dos extratos da familia Rubiaceae foram testados
para CCsp. No entanto, alguns apresentaram indicios de citotoxicidade e quase
todos os extratos dessa familia apresentaram CEsyp em concentragcdes em torno de
40 pg/mL, exceto o extrato 12860 que teve uma CEsy de 18,06 ug/mL. Algumas
espécies de plantas da familia Rubiaceae ja foram descritas por apresentarem
atividade antiviral contra virus aviarios (Barros et al., 2013) e virus causadores de
doengas em humanos, como o HSV-1 (Konigheim et al., 2012) e também contra
DENV-2 (Reis et al., 2008). No caso da atividade antiviral contra DENV-2, esta foi
possivelmente exercida por uma fragdo alcaloide da planta Uncaria tomentosa.
Alcaloides de plantas podem ser potenciais candidatos para inibir a protease
NS2B/NS3 de DENV-2, o que poderia inibir a replicagao viral (Qamar et al., 2014).

Neste estudo, os extratos obtidos de plantas apresentaram atividade antiviral em
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concentragbes mais altas quando comparadas aos extratos obtidos de fungos e
embora paregam nao ser tdo promissores, ainda assim, merecem ser investigados
quanto a substancia ativa e também para determinagao da CCsyo.

Nove extratos identificados com potencial atividade antiviral contra DENV-2
foram obtidos de plantas da familia Sapindaceae. Essa familia compreende cerca de
1600 espécies, sendo que algumas ja foram descritas por apresentarem atividade
antiviral contra HSV-1 (Oliveira et al., 2012) e HIV (Asres et al., 2001). A CEsy do
extrato 11046 dessa familia foi apenas 0,87 pg/mL, no entanto esse extrato
apresentou indicios de citotoxicidade, exemplificado na figura 15, na concentragéo
de 50 pg/mL. Outro extrato interessante foi o 11106 (CEs = 0,78 a 12,5 ug/mL),
considerado promissor pela reprodutibilidade de protecdo entre os diferentes
experimentos e por conferir protecdo acima de 75% do ECP viral em células BHK-
21. Estes dois extratos ainda nao foram testados para a determinagao das suas
respectivas CCso. Trés extratos ativos contra o DENV foram obtidos de plantas da
familia Amaryllidaceae. Estudos com plantas dessa familia despertam grande
interesse, sobretudo pelas potenciais atividades farmacoldgicas que os seus
alcaloides apresentam. A licorina, um dos principais alcaloides produzidos por
plantas dessa familia, foi descrita como sendo a responsavel pela inibicado de ECP
causado por virus RNA (poliovirus) em concentragdes tao baixas quanto 1 pg/mL,
enquanto concentragbes acima de 25 pg/mL foram citotoxicas (leven et al., 1982).
Outro alcaloide conhecido dessa familia, a pancratistatina, exibiu pronunciado efeito
antiviral contra o virus da encefalite japonesa, virus da febre amarela e DENV
(Gabrielsen et al., 1992). Extratos de Haemanthus albiflos, outra planta da familia
Amaryllidaceae, foram testados contra rotavirus e virus da poliomielite e a atividade
antiviral observada foi relacionada a presenca de alcaloides como licorina e
galantamina (Husson et al., 1991). Verificou-se que a atividade antiviral destes
alcaloides decorre da inibicdo da replicagao viral e ndo pela inativagao extracelular
direta dos virus (Renard-Nozaki, 1989). No nosso estudo, o extrato 13356, obtido
também de planta pertencente a familia Amaryllidaceae, foi o segundo extrato de
planta menos citotdxico. Este extrato apresentou uma CCsp de 87,79 pg/mL, CEs de
2,73 upg/mL, apresentando um IS de 32,15, ou seja, tal extrato apresentou
citotoxicidade em concentragcdo 32 vezes maior do que a concentragdo necessaria
para proteger 50% da monocamada celular de BHK-21 infectada com DENV-2.

Geralmente, considera-se que quanto maior for o valor de IS, razdo entre CCs €
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CEso, melhor a atividade antiviral do extrato ou substancia. O extrato 13358, também
da familia Amaryllidaceae, embora tenha apresentado CEsyp de 1,03 pg/mL,
apresentou alta toxicidade, com CCsy de 4,8 yg/mL. Aparentemente, extratos com
CE5p e CCso muito préximas nao sao bons candidatos para isolamento de compostos
antivirais ja que a relagdo entre eficacia e toxicidade é de extrema relevancia.
Entretanto, vale ressaltar que mesmo os extratos considerados muito citotoxicos
podem ser utilizados para isolamento da substancia responsavel pela atividade
antiviral, uma vez que, a toxicidade ndo € necessariamente causada pela
substancia/composto com propriedades antivirais per se e sim por uma ou mais
substancias presentes no extrato bruto. Além disso, diferentes linhagens de células
podem ser usadas nos ensaios antivirais, pois pode haver variacdo na forma de
como os compostos de plantas e fungos agem em diferentes tipos celulares
(Hudson, 1999).

O extrato menos téxico encontrado foi o 11280, obtido de planta da familia
Fabaceae. Este extrato apresentou CCsy de 159,7 yg/mL e CEsy de 7,8 pg/mL,
resultando em um IS de 20,47, o que pode ser considerado altamente promissor.
Além disso, este extrato apresentou uma excelente reprodutibilidade entre diferentes
experimentos e concordancia entre as duas técnicas usadas. Ono e colaboradores
(2003) estudaram a atividade antiviral da espécie Mimosa scabrella, da familia
Fabaceae, nativa da regido sul do Brasil e conhecida por suas varias atividades
farmacologicas, como antidiabética, anti-hepatotoxina e na cicatrizacdo de feridas.
Essa planta possui varios compostos bioativos, tais como hidratos de carbono,
flavonoides, alcaloides e fenois e apresentou atividade antiviral contra o DENV-1 e o
virus da febre amarela. A planta Quercus lusitanica, também da familia Fabaceae,
inibiu a replicagdo de DENV-2 e mostrou regulagdo negativa da expressédo da
proteina NS1 (DENV-2) que é essencial para a viabilidade do virus (Muliawan et al.,
2006). Outro estudo sugeriu a castanospermina como um candidato promissor para
o tratamento da dengue em seres humanos. A castanospermina € um alcaloide
natural derivado da arvore Castanospermum australe, também da familia Fabaceae.
Esse alcaloide inibiu, in vitro, infeccdes por todos os sorotipos de DENV e ainda foi
altamente eficaz em impedir a morte de camundongos tratados apds serem
infectados com DENV. Em células, a castanospermina atua como um inibidor | da
alfa-glicosidase do reticulo endoplasmatico e reduz a infecgéo de varios virus DNA e

RNA envelopados, como DENV-1 (Courageot et al., 2000), HIV-1 e HSV-1 (Bridges
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et al., 1994, 1995) e citomegalovirus humano (Yamashita et al., 1996). Estudos
sobre 0 mecanismo de agao da castanospermina sugerem que ela pode interromper
o dobramento de algumas proteinas virais por impedir a remogédo do residuo
terminal de glicose em glicanos N-ligados.

Até onde sabemos, ndo ha descricdo na literatura sobre atividade antiviral de
fungos contra DENV-2. Dentre os extratos testados neste estudo, consideramos que
os extratos de fungos apresentaram os resultados mais animadores, uma vez que
em sua grande maioria, apresentaram CEsg baixa, sem indicagao de citotoxicidade
em concentragdes mais altas como 50 e 100 ug/mL. Vinte extratos fungicos
apresentaram CEsp na faixa de 0,78 a 12,5 ug/mL e sem indicios de citotoxicidade
até na concentragdo de 100 pg/mL. Dos 27 extratos escolhidos por nés como mais
promissores, a maioria foram obtidos de fungos. Alguns dos extratos de fungos
testados neste projeto sdao provenientes de fungos endofiticos. Tais fungos séo
conhecidos por passar pelo menos parte de seu ciclo de vida dentro dos tecidos
vegetais sem causar quaisquer sinais visiveis de infecgdo ou doenga (Gwinn et al.,
1992; Tan & Zou, 2001). Estes fungos ja foram encontrados habitando arvores,
gramineas, algas e plantas herbaceas, podendo viver em espacgos intercelulares de
caules de plantas, raizes e folhas (Petrini, 1986).

Recentemente, alguns programas de pesquisa de bioprospecgcdo tém
buscado fungos presentes em ambientes extremos e/ou inexplorados, como no
deserto do Atacama, no Chile, habitat de varias espécies de fungos (Conley et al.,
2006; Ortiz et al., 2014) e também em solos do continente Antarctica, onde diversos
grupos de fungos habitam esse ecossistema (Fell et al., 2006). Isso representa uma
estratégia interessante para encontrar novas vias metabdlicas, bem como, novos
componentes bioativos. Acredita-se que fungos extremdéfilos poderdo ter
desenvolvido vias metabdlicas Unicas ou incomuns para produzir novos compostos
bioativos, que poderiam ser usados para desenvolver novas drogas e pesticidas,
tendo varias aplicacdes.

Entre as dificuldades enfrentadas na execucdo deste trabalho e que
provavelmente persistira para a sua continuidade é a quantidade insuficiente dos
extratos ativos para realizagdo dos varios ensaios propostos. Quando utilizamos
extratos obtidos de fungos recultivados, verificamos que a maioria deles nédo
conferiram nenhuma protegdo contra DENV-2. Provavelmente, a quantidade,

composicado e a complexidade de substancias presentes nos fungos sejam
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influenciadas por varios fatores, como condicdes climaticas, solo, contato com outras
especies, entre outras. As possiveis alternativas para este problema seriam
recultivar os fungos em diferentes condigdes de cultivo, como por exemplo, a
temperatura de incubacao e composicao do meio de cultura utilizado.

A identificagdo das substancias presentes nos extratos que podem ser
responsaveis pela atividade antiviral contra DENV-2 ainda nao foi realizada pelo
nosso grupo de pesquisa. Espera-se que tais substancias possam ser isoladas e
identificadas e que, futuramente, possam ser utilizadas para amenizar os sintomas
da infecgao pelo DENV ou até mesmo evitar a evolugao para as formas mais graves
da doenca.

Os resultados deste trabalho fortalecem as evidéncias do quao € importante a
pesquisa e descoberta de compostos biologicamente ativos encontrados em
produtos naturais que inibam a multiplicacdo viral. Certamente, sao necessarios
mais estudos para desvendar os mecanismos de agao, toxicidade e também a

realizagcao de ensaios in vivo e ensaios clinicos.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados do presente estudo, conclui-se que extratos de
plantas e de fungos sdo uma fonte rica de compostos com atividade antiviral. Os 115
extratos de plantas e fungos com atividade antiviral contra DENV-2 identificados
neste trabalho merecem estudos mais aprofundados para identificacdo e
caracterizagdo das substancias responsaveis pela inibicdo do efeito citopatico de
DENV-2 em células BHK-21.

Extratos de plantas e fungos depositados na extratoteca institucional da
Fiocruz Minas, sobretudo aqueles com atividade antiviral identificados neste
trabalho, também poderdo ser caracterizados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) para
identificacdo e isolamento de substéncias com atividade antiviral até entédo
desconhecidas. Consequentemente, poderao ser realizados estudos sobre o
mecanismo de acao de tais substancias isoladas. Em médio prazo, a prospeccéao de
agentes uteis no controle da infeccdo pelo DENV, podera potencialmente gerar
produtos Uteis para o Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro, assim como pedidos
de patentes.

Além disso, tais extratos/substancias poderdo ser testados em outros
modelos de células infectadas com DENV-2 e demais sorotipos e em outros virus da
familia Flaviviridae, de importancia para a saude publica, tais como o virus da febre
amarela, o virus Zica, o virus do Oeste do Nilo e o virus da encefalite de Saint Louis.
Ademais, tais substancias com potencial antiviral poderdo também ser usadas para
um amplo espectro viral, como os virus chikungunya, vaccinia e Bunyavirus,
ampliando o impacto deste estudo.

De fato, a diversidade e complexidade de produtos naturais os tornam fontes
de macromoléculas biolégicas altamente selecionadas. Certamente, dentro deste
universo ha uma enorme possibilidade de descobertas e desenvolvimento de novos

farmacos.
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Abstract We surveyed the diversity and capability of
producing bioactive compounds from a cultivable fungal
community isolated from oligotrophic soil of continen-
tal Antarctica. A total of 115 fungal isolates were obtained
and identified in 11 taxa of Aspergillus, Debarvamycees,
Cladasporium. Pseudogymnoascus, Penicillium and Hypo-
creales. The fungal community showed low diversity and
richness, and high dominance ndices. The extrads of
Aspergillus svdowii, Penicillium allii-sativi. Penicillium
brevicompactum, Penicillium chrysogenum and Penicil-
lium rubens possess antiviral, mntbacterial, antifungal,
antimmoral, herbicidal and antiprotozoal activites. Bioac-
tive extracts were examined using 'H NMR spectroscopy
and detected the presence of secondary metmbolies with
chemical shifs. Our results show that the fungi present in
cold-oligotrophic soil from Antarctica included few domi-
nant gpecies, which may have mmportant mmplications for
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understanding eukaryotic survival in cold-arid oligotrophic
soils. We hypothesize that detailed further investigations
may provide a greater understanding of the evolution of
Antarctic fungi and their relationships with other organisms
described in that region. Additionally, different wild pristine
bioactive fungal isolates found in continental Antarctic soil
may represent a unique source to discovar prototype mol-
ecules for use in drug and biopesticide discovery studies.

Kevwords  Antarctica - Drug discovery - Ecology -
Fungi - Taxonomy

Introduction

Antarctica has an area of approximately 4 million km? and
is reported to be the most pristine environment on the planet.
However, only approximately 2 % of the total Antardtic area
isice free and comprises extensive mountains, nunataks and
coastal outcrops (Azmi and Seppelt 1998). In general, Ant-
arctic soils represent extreme habitats for the colonization
and survival of life. Among the biota present in Anfarclica,
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the microbial life is represented by archaea, bacteria and
cyanobacteria Fungi are the most highly divarse group i
the different Antarctic ecosystems, ncluding the extrermno-
phile soils. According to Fell et al (2006), the soils of the
continental region within Antarctica offer an interesting
opportunity to investigate the regional-to-global environ-
mental effects of microbial webs on community structures.

The kingdom Fungi represents an imporant element
within the microbial communities in Antarctica. Various spe-
cies of fungi have been isolated from different habitats includ-
ing freshwater, the marme environmant, rocks, plant tissues.
lakes, marme sediments and different types of soil The
mycobiota of Antarctica have typically included yeasts and
filamentous fungi consisting of species in the phyla Chyeridi-
omyeota, Zygomyeota, Glomeronyeota, Ascomycok and
Basidionneota (Ruisi et al. 2007). Additionaly, fungi range
in diversity across the latitudinal gradient in the sub-Antarctic
islands, Anfarctic Peninsula and continental Antarctic eco-
sysiems. According 1o Rao et al. (2012), life in continental
Antarctica is restricted © rare occurrences of some species
of lichens, mosses, invertebrates and soil miaobial commu-
nities. In continental Antarctica, fungi have been more often
described in lichens symbioses; however, the occurrence of
free-living fungi in =0ils remains poory understood.

Fungal metabolic pathways are a rich source of bioac-
tive compounds. including different classes of secondary
molecules such as terpenoids, polyvketides, alkaloids, pol
vacetylenes and others with different biological activities.
Such molecules can be important prototype used to develop
new drugs and pesticides. In recent years, the capability of
different fungal communities across the Antardic environ-
ments to produce compounds for use in biotechnological
processes has been reported. However, few bioprospect-
ing research programs have focused on the fungi present in
unigque and/or unexplored environments. Thus, the search
for extremophile fungi in Antarctica may representa useful
strategy for finding new eukaryotic metabolic pathways and,
consequently, new bicactive compounds (Santiago et al
201 2). For the reasons presented above, the aims of the pre-
sent study were to charadterize the diversity, richness, domi-
nance and similarity of the fungal community present n the
cold-arid oligotrophic soil of continental Antarctica region
and to investigate the capability of these fungi o produce
hioactive compounds with antimicrobial, antiviral. antitu-
moral, antipotzoal, herbicidal and insecticidal activities.

Materials and methods
Study area

Thirteen soil samples were collected in the Ellsworth
Mountains (Supplementary Fig. 1) in the summer of 2011

@ Springer

from ice-free areas of the Union Glacier region in the south-
em Heritage Range. Samples of soil at 0-8 em depth were
collected using sterile scoops, placed m Whirl-Pak (Nasco,
Ft. Atkinson, WI) bags and kept at —20 °C until ransported
to the laboratory at the Federal University of Minas Gerais,
where they were processad o isolate the fungi. The soil
samples were studied by routine chemical analyses (pH.
available P, exchangeable cat, Nat, Mg3+. K" and AI')
according to international standard protocols established by
Kuo (1996) and EMBRAPA (1997). Total organic carbon
wis determined according to Yoernans and Bremner ( 1988).

Fungal isolation

To isolate the fungal species from soil, 1 g of each sam-
ple was added to 9 ml of 0.85 % NaCl and 100 pL. of a
107" dilution was inoculated onto YM (0.3 % yeast extract,
0.3 % maltextract 0.5 % peptone. 2 % glucose, 2 % agar),
MEA (1.5 % malt extmct, 1.5 % glucose, 0.1 % pepione,
2 % agar), DG 18 (Oxoid, USA) and DRBC (Oxoid, USA)
media containing 100 pg mL~"! of chloramphenicol (Sigma)
and incubated at 5% 10 and 15+ 2 °C for 60 days. Fungal
colony-forming units (CFUs) were counted, and subcul-
tures were made of all of the morphologically distinct colo-
nies from each sample. The subcultures were grouped into
different morphotypes according 1o their cultural {colony
color and exture, border type and radial growth rmae) and
micromorphological characteristics on YM agar. All fungal
isolates were depesited in the Collection of Micmoorgan-
isms and Cells of the Universidade Federal of Minas Gerais
under code UFMGCB. which are available to be accessed
by other scientists.

Fungal identification

The protocol for DNA extmaction from filamentous fungi
followed Rosa et al. (2009). The internal ranscribed spacer
(ITS) region was amplified with the universal primers ITS1
and ITS4 (White et al. 1990). Amplification of the ITS
region was performed as described by Rosa et al. (2009),
Amplification of the p-tubulin (Glass and Donaldson 1995)
and ribosomal polymease B2 (Houbraken et al. 2012)
genes were performed with the B2a/B2b and RPB2-
5F-Pc/RPB2-TCR-Pc 7CR primers, respectively, according
to protocols established by Godinho et al. (2013). Yeasts
were characterized via standard methods and the mxonomic
keys according to Kurzman et al. (201 1). Yeast identities
were confirmed by sequencing the D1-D2 variable domains
of the large subunit ribosomal RNA gene using the primers
NLI1 and NL4 (Lachance a al. 1999) and the ITS region
using the primers ITS1 and ITS4 (White etal. 1990).
Representative consensus sequences of fungal taxa were
deposited into GenBank (Supplementary Table 1). To achieve
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species-rank identification based on ITS P-tubulin data
and ribosomal polymerase B2, the consensus sequence was
aligned with all sequences from related species retrieved from
the NCBI GenBank database using BLAST (Altschul e al
1997 ). The criteria suggested by Gadinho et d. (2013) were
used to interpret BLAST results from the Gen Bank database.
The phylogenetic analysis were conducted using MEGA Ver-
sion 5.0 (Tamura et al. 2011). The maximum compesite like-
lihood method was employed © estimate evolutionary dis-
nces with bootstrap values caleulated from 1000 replicate
nuns. To complete the molecular identification, the sequences
of known-type fingal strains or refaance sequences obtamed
from fungal species deposited in mtemational culaore collec-
tions found in GenBank were added 1o improve the accuracy
of the phylogenetic analysis. The information about fungal
classification generally follows Kirk et al. (2008), MycoBank
(hupfwwwmycohankorg) and Index Fungorum (httpe//
www.index fungorum.org) databases.

Diversity. richness, dominance and distribution

To quantify species diversity, richness and dominance, we
used Fisher's @, Margalef’s and Simpson’s ndices, respec-
tively. The similarities among fungal taxa from different sites
were esdimated using the Bray-Curtis measure. All diversity
and similarity indices were performed using the computer
program PAST, version 1.90 (Hammeretal. 2001).

Fungal cultivation and preparation of extracts for hiological
assays

All fungal isolates were cultivated using solid-state famenta-
tion according to protocols established by Rosa et al. (2013).
Briefly, a 5-mm diameter plug of fungus was place on 20 mL
of YM medium at the center of 200 Petri dishes (90 mm
diameter) and culred for 15 days at 10 & 2 °C. These fun-
gal cultures were lyophilized for 72 h. cut in small pieces
and mansferred o 50-mL glass centrifuge tubes followed by
the addition of 50 mL of dichloromethane (DCM, Fisher,
USA). After 72 h at room tanperature, the organic phase
wis fitered and the solvent removed under rotary evapora-
tion at 40 °C. An aliquot of each dried extract was dissolved
in DMSO (Merck) o prepare a 100 mg mL™' sicck solu-
tion, which was stored at —20 °C. Sterile YM medium was
extracted using the same procedure. The sterile YM extract
was used as the control in the screening procedure.

Assay for antimicrobial activity

Susceptibility testing agamst Escherichia coli ATCC
11775, Staphylococcus aurens ATCC 12600, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Candida albicans ATCC
18804, Candida krusei ATCC 6258 and Cladosporium

sphaerospermum CCT 1740 was perfformed using a pro-
tocol established by Carvalho e al. (2012). All extracts
(dissolved in DMSO0) were diluted to a final concentration
of 250 pg mL~! for use in the antimicrobial assays. The
results are expressed as the percentinhibition in relation to
controls without drugs. All antimicrobial assays were per-
formed in duplicate.

Assay with human cancer cell lines

The effect of crude extract on the survival and growth of
the human cancer cell lmes MCF-7 (breast) and TK-10
{renal) was determined using a colormetric method devel-
oped at the National Cancer Institute. USA (Monks et al.
1991). All assays were run in triplicate wells and repeated
at least once. All extracts (diswlved in DMSO) were
dilued to a final concentration of 20 pg mL™ for use in
the cyoloxic assays. Etoposide (16 g mL™") and cancer
cell lines without fungal extracts were used in parallel as
positive and negative controls, respeatively. The results are
expressed as parcentage of growth inhibition m comparison
to the control without drug.

Assay with Leishmania amazonensis

In vitro assays with promastigote forms of Leishmania
amazanensis were performed according to protocols estab-
lished by Teixeim et al (2002). The results are expressed
as percent inhibition in relation to controls without drugs.
All extrads (dissolved in DMSO) were diluted to a final
concentration of 20 pg mL™! for use n the assay. Ampho-
tericin B at 0.2 g mL™! (Fungison® Bristol-Myers Squibb
B. Brazl) was used as a positive drug control. All assays
were performed in triplicate.

In vitro assays with intracellular amastigote forms
of Trypanosoma cruzi

In vitro assays with amastigote forms of T cruzi were per-
formed according to protocols established by Romanha
et al. (2010). Each extract diluted in DMSO was tested
in duplicate at 20 pg mL™". Benznidazole at its ICq,
{1 pg mL™") was used as positive control. The results were
expressed as the percentage of growth inhibition.

Assays against Dengue virus

For antiviral activity assays against Dengue virus 2, mon-
olayers of Baby Hamster Kidney 21 cells (BHK-21) grown
in flat bottom, 96-well plates using Dulbecco’s modified
Eagle’s medum (DMEM) supplemented with 5 % fetal
bovine serum (FBS ), 100 U mL~" penicillin, 100 pg mL™'
strepiomycin and 0.25 pg mL~' amphotericin B, were
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exposed to different concentrations of fungal extracts for
72 h in the presence of Dengue virus 2. Fungal exiracts
were provided as 2 mg mL™" in 10 % DMSO. Virus sus-
pensions and extracts, at concentrations ranging from 100
0 0.78 mg mL.~! were simultaneously added o the plates,
in two replicates. Controls for cells (uninfected untreated
cells), virus (infected untreated cells) in the presence or
not of DMSO were run in parallel during each experiment
The antiviral activity was evaluated by grading system of
the peculiar cytopathic cffect (CPE) caused by Dengue
virus observed by optic microscopy (Tang et al. 2012) fol-
lowed by colorimetric assay using the 3-(4.5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2 5-dipheny -2 H-tetrazolium bromide (MTT/
Sigma-USA) (Betancur-Galvis et al. 1999). The results are
expressed as the percent of CPE inhibition in relation o
controls without extracts. All antiviral assays were repeated
at least three times.

Assay against fungal plant pathogens

The phytopathogens Colletotrichum acutatum, C. jfragar-
tae, C. gloeosporioides, Fusarium oxysporum and Botnwis
cinerea ware used as fargel species for the antifungal assay
according to protocols established by Wedge and Kuhajek
(1998) and Wedge et al. (2009). The extracts were diluted
in DCM and assayed at 180 pg spot™. Spotsof the techni-
cal-grade fungicides kenomyl, eyprodinil, azox ystrobin and
captan (Chem Service, Inc. West Chester. Pennsylvania)
at 2 pL (at 2 pM) diluted in ethanol were used as standard
controls. All antifungal assays were pa formed n duplicate

Herbicide assay

The herbicidal activities of fungal extracts were guided
by Lactica sativa (lettuce) and Agrostis siolbonifera (bent-
grass) hicassays according to Dayan et al. (2000). The fun-
gal extracts (dissolved in acetone) were diluted to a final
concentration of 1 mg mL™'. Phytotoxicity was qualita-
tively evaluated by visually comparing the amount of ga-
mination of the seeds in cach well with the untreated con-
trols after 7 days. The qualitative estimate of phytotoxicity
was evaluated by using a rating scale of 0-5. where 0 = no
effect and 5 = no growth or no germination of the seeds.
Each experiment was repeated in duplicate.

Mosquito larval bicassays

Larvae of Aedes aegypri L. used in these screening bioas-
says were hatched from the eggs obtained from a laboratory
colony mamtained at the Mosquito and Fly Research Unit
al the Center for Medical, Agricultural and Veterinary Ento-
mology, USDA-ARS, Gainesville, Florida. The eggs were
hatched and the larvae were maintained a a emperature of
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27+ 27Cand 60 £ 10% RH in a photoperiod regimen of
12:12 h (L:D). Bioassays were conducted using the systan
desaibed by Pridgeon et al (2009) o determine the larvi-
cidal activity of these compounds aganst Ae aegvpri. All
extracts (dissolved in ethanol) were diluted © a final con-
centration of 125, 62.5 and 31.25 ppm.

NMR spectroscopy

Bicactive fungal extracts were analyzed by NMR spec-
troscopy on a Varian INOVA 600 MHz spectrometer
{Palo Alto, CA). 'H NMR spedra were recorded in either
CDCl; or MeOD. Samples were prepared at approximately
10 mg mL™' and analysis recorded in 3 mm NMR tubes
using a standard 'H NMR pulse program.

Results
Fungal taxonomy

A total of 115 fimgal isolates ware recovered from eight
soil samples colleded in continental Antarctica. The fun-
gal isolates were identified by molecular sequencing of
the ITS, p-tubulin, ribosoma polymerase B2 and D1-D2
domains representing 11 taxa in the genera Aspergillus,
Debaryomyces, Cladosporium, Pseudogymnoascus, Peni-
cillium and one labeled as Hvpocreales (Supplementary
Table 1: Figs. 1. 2, 3). The taxa with the greatest densi-
ties were Hhypocreales sp., Penicillium brevicompactum,
and Aspergillus svdowii. In contrast, Cladosporium sp.
3, Cladosporium sp. 2 and Debarvomvces hansenii wae
rare components within the community. Cladosporium sp.
|, Cladosporium sp. 2, Cladosporium and sp. 3 (Figs. le,
2¢). Pseudogymnoascus sp. (Fig. 1d) and Hypocreales sp.
{Fig. 1a) presented low molecular identities and inconclu-
sive information compared with known fungal sequences
deposited in the GenBank database.

Fungal diversity

In general, the fungal community showed low diversity
{(Fisher's ¢ = 1.42) and richness (Margalef = 1.25) and
high dominmce (Simpson = 0.8) indices; however, the
diversity indices varied according 1o the different sites
{Supplementary Table 2). Sites ELL 11, ELL 7 and ELL
13 showed the highest Fisher's o and Margalef indices,
respectively, which also displayed moderate concentmtions
of TOC. At the same time, site ELL 8 showed the high-
est TOC concentration, but displayed moderate Fisher's
and Margalef mdices. The fungal diversity in the sites did
not appear o be relaled to any other parameters thal were
measurad.
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Fig. 1 Phylogenetic analysis of (a)
the sequences of fungi (in bold)

isolated from continental Ant- 02
arctic soil companed with type
(T) or reference (R) sequences
of the closest species follow-
ing BLAST analysis, deposited
in the GenBank database. The
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In addition to the low fungal diversity present m the
cold-arid continental Antarctic soil, the Bray-Curtis simi-
larity index (Supplementary Fig. 2) showed that the sites
with the most similar species assemblages were ELL 12
and ELL 13, both with high concenmmations of phosphorus.

The fungi isolaled from the cold-arid soil of the Ells-
woarth Mountains in continental Antarctica showed a dif-
ferent lemperature profile and type of culture media pref-
amce (Supplementary Table 3). The majority of the
fingi grew at 10° and 15 °C. Only Cladosporium sp. 2
and Cladasporium sp. 3 grew at 5 °C and may exhibit a

Candidy gailiCS 9722 (NROTT075 7

psychrophilic physiology. Additionally, . chrysogenum, F.
rubens, P. allii-sativi, F. brevicompactum, Cladosporium
sp. 1. Cladosporium sp. 3, Pseudogymnoascus sp. and D.
hansenii were able to grow on DG 18 medium, which might
indicate physiological capabilities 1o survive in xerophilic
conditions. Additionally, Cladosporium sp. 3, which may
be a new species, was isolated on DGI18 medium at 5 °C
and may represent a species adapted to the cold-arid con-
ditions of continental Antarctica. However, further physi-
ological studies are needed to charaderize the abilities of
these fungi o survive in extreme cold and arid conditions.
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mn 1 continued ‘e}
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Penicillisen chrysogenum CBS 30648 (JF922035)
UFMGCB 9504
ks Penicillium glandicol: FRR 2036 [AY373916]
_Emhﬂmn vingeewm NRRL 75 [AF033461 1
67— Penic diium janthine um NRRL 2016 [AF03334)"
™ Pemicillium crusposum ATCC 52044 [GU256 6]
| Periciiliam concentricum NRRL 2034 [DO3 39611
Penicillim hirsgswm FRR 2032 [AY373918]
Penicillim aranogriseum CBS 110327 [(JNS42136]
Perdciilium commine CBS 341,59 [IN217238]*
Pendeilltem echimdanam JOM 22836 [AB479316]"
Penicilion wlisen FRR 937 [AY373932"
Pendcillinm expansm NRRL 976 [F1463031]"
Perdcillaom verruicoson CBS 60374 [AB478317°
Penicdiinm panewm CBS 101032 [HQ442346)"
Penicillium psychrosesualis CBS 128137 [HQ44 345
UMMGCB 9448
Penicllim roguefors CBS 22130 Hmzuu‘
Pewic llium carneum CBS 112297 [HO442338]
Penicill bersi CBS 29948 [ABATS3 14]

UPMGCB 9448
Penicillaim brevicompacion ATCC 9056 [JQ070074)"
Pendcillaom cigimen FRR 1841 [AY373904)°

Bioprospection

Under the growth conditions we used, 17 fungal isolates
produced compounds with binlogical activities agninst the
mrgets screened (Supplementary Table 4) and (Table 1).
Among them, the extracts of different isolates of Aspergil-
lus sydowii, Penicillium allii-savi, P. brevicompactum, F.
chrysogenum and P rubens showed antibacterial, antifun-
gal, antitumoral, antiprotozoal and herbicidal activities,
which have equal or greater activity compared with the
control drugs. Extracts from P allii-sativi, P. brevicom-
pacium, P. chrysogenum, in particular, the P, brevicompac-
fum (strain UFMGCB 9480) showed a broad high antiviml
activity against Dengue virus 2 and antiproiozoal activ-
ity against T, cruzi, the agent of the Chagas disease ( hoth
neglected tropical discases), stong antifungal actvity
agamst the fungal plant pathogen Colletotrichum gloespori-
oides, as well as herbicidal activity. In contrast, the extracts
of P brevicompactum (stran UFMGCB 9478) and £ chnye
sogenum (strain UFMGCB 9438) had selective activities
against C. gloeasporicides. No activity was observed for
my extracts against Aedes aegypti larvae ot the highest
concentraion of 125 ppm. Bioactive extracis were exam-
ined using 'H NMR analysis to inspect for the presence
of secondary metabolies with ineresting chemical shifis
(Fig. 4). In general, all of the extracts contained the pres-
ence of faity acid functional groups, and most extracts con-
tained signals indicative of the presence of triglycarides.
More importantly, downfield "H NMR signals for nearly all
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Mucor guilliermondii CBS 174,27 [NR103636]™

of the extracts indicated the presence of highly funcional-
ized secondary metabolites due 1o the presence of protons
in the aromatic and olefinic regions.

Discussion
Fungal taxonomy, disiribution and diversity

In the present study, the soil samples were collected in the
Heritage Range that forms the southem part of the Ells-
worth Mountain system. The fungi isolated from the cold-
anid oligotrophic soil of Heritage Range belongs to the
classes Dothideomycetes, Eurotiomyceles, Leotiomycetes,
Saccharomycetes and Sordariomycetes. According 1o Ruisi
etal. (2007), Ascamycora in anamorphic stages is the most
common fungal phylum found in Antarctica; these fungi
seem Lo have given up sexual reprodudion as a smplified
means to conclude ther life cycles in a shorter time without
high metabolic costs. Most of the known Antarctic fungi
are cosmopolitan, cold-tolerant species that have been
selected by, or have adapled 1o, the prevailing low tempera-
tures (Mollerand Dreyfuss 1996).

In our smdy, Hypacreales sp. (which might represent
a new fungal species), P brevicompactum and A, sydowii
showed the highest densities and were the dominant species
in the fungal community; the genus Penicillium also occurs
predommnantly in the cold-arid soil sampled. According to
McRae et al. (1999), the genus Penicillium is cosmopolitan
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Fig. 2 Phylogenetic analysis of
the f-tubulin sequences of the
UFMGCB fungi (in bolkd) com-
pared with type (T) or eference
(R) sequences of the closest
species following BLAST
analysis, deposited in the
GenBank database. The tees
wer constructed basad on the
ftubulin gene sequences using
the maximum composite likeli-
hood method. QG reference
sequence wed as oul-group

Fig.3 Phylogenetic anal ysis of
the ribasomal polymerase B2
gene sequenacs of the Penicil-
lan species (UFMGOCB) in
bold compared with reference
(R) sequences of the closest
species following BLAST anal-
ysis, deposiled in the GenBank
database. The tree was con-
structed based on the polymer-
ase B2 gene sequences using the
maximum composite likelihood
method . OG reference sequence
used @5 oul-group

(a)

ol

Aspergilius jensenii NRRL 58600 {INBSW]'
Aspergilius versicolor NRRL 13151 {J'NSS_%WT].
Aspergillies pundaauensis NRRL 58602 [IN 2539997
Aspargiilus vergicolor NRRL 4838 [EF652304]
77 Aspergilius pronberus NRRL 58942 [IN“BS:\!'!?SE:.]l
Aspergiliug sydowii NRRL 254 [TNE53934]

UFMGCB 9541
Aspergilius sydwil NRRL 5585 [IN8539367

(b)

Mucor kiemalis [AY633566]™

Cladosporium langeronil CBS 109868 [EF101434]
Cladosporium psychrotolerans [EF101444]
UFMGCR 9527
Cladosporium kalotolerans CBS 28049 [EF101432]"

Cladosporium sphaerospermum CBS 10914 ['EFIQMIO]‘
= (ladosporium fiusiBrme CBS 45271 [EF10144 x
Cindosporium oxysporum CBS 12580 [EF 101455

(c)

[

Mucor kismalis [AY633566]™

UFMGCB %447

UFMGCB 9477

Penieilitim steckii UFMGCE 6320 [1((_!846!37]'
UFMGCB 9542

UFMGCB 9492

Peniciltum chrysogemem CBS 306,48 []'Pﬂi'I:I»SMii!iS]‘r
UFMGCB 9478

UFMGCB 9514

Penic Bllim e krysogenan NRRL 35688 [EFI"IGS&-&I'.]'l
Penik ifllum rubens CBS 307.48 []'F‘SNZW"JMM_]l
UFMGCB 9504

Penicillium desertorum DTO 14816 [TX996818]
UFMGCB 9449

Penicillagm roguefortii CBS 23438 [AY6T4381T*
Penicillium mononematosum CBS 1 T287 {IF‘JMS!}'
Peanicillivm confertum CBS 17187 I.TF'.N.'!!!"I'SI]‘r
Peniciiiium brevicompactm CBS 110069 [AY67443 5}‘

UFMGCB %448
Penicilium brevicompactum NRRL 2011 [DO&45TRA]T
= Penicillium steckii CBS 260,55 [GU944522]

UFMGCBE 9540

0.08

Mucor hiemalis [AY 633566]™

Penicillium rubens CBS 197.46 [JF909927]*
Penicillium chrysogenum NRRL 35688 [EF 198604
UFMGCB 9504
| |[UFMGCB 9542

UFMGCB 9447

UFMGCB ™77

Peniciiltum vankokil DTO 14812 [JX996615]*

Peniciilium wardockrysogenum DTO 14989 [1X9966347
UFMGCRB 9479

| Penicillivm allii-sativiDTO 14814 1X996617)*
UFMGCB 9492
Penicilllum psychrosexualis CBS 128036 [TN406537T
1oL [ Penicillium carneum CBS 112297 [INA066421*
UFMGCB 9449
100 Pemic iifjum requeforri CBS 221.30 [IN4066117*

Mucor irregularis CRS 609.78 [TX9762821*
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Table 1 Phywpathogenic antifungal, herbicidal and activities of the extracts of fungal species from cold-arid oligotmphic soil of the continental

Anlarclica
Targets to detect pesticides compounds
Phytopathogenic fungf Plants

Fungal species UFMGCB  C. gloesporivides  C. frugariae C.amtatum F oxysporum  B.cinewa  Losativa A, stolonifera
Aspengliuy svdowdd 9541 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 1 0
Panicilliumalliisativi 9451 0+0 o+0 0£0 0+0 0+0 1 0
P allfi-sarmi 0458 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 3 3
P allfi-sarivi 9508 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0 0
P alli-sarmvi 9509 0+0 0+0 00 0+0 0+0 1 2
B allif-sativi 9524 0£0 0+0 0£0 0+0 00 3 2
Penicillium brevicompactum 9446 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 1 1]
P brevicompactan Q4R 00 0£0 0£0 0+0 0+0 1 0
P brevicompactum 978 26+2.7 0+0 0+0 0+0 0+0 1 3
P brevicompactum 480 258 +3 6 +0.5 4403 0+0 0+0 2 4
B brevicompactum 9538 0+0 0+0 0£0 0£0 0+0 1 1
Peniciflium chrvsogenum W66 0+0 740 00 0+0 0+0 3 3
P chrysogenum X470 00 0£0 0£0 0£0 0£0 1 2
B chysogenim M45 00 00 00 00 0x0 1 0
P chrysogenum 934 00 0+0 0£0 00 0+0 1 1
P dhirysogenum 9438 43422 0£0 0£0 0£0 0£0 1 4
Fenicillium rubens 496 00 00 00 0£0 0x0 1 0
Control drugs Benomyl 205 £0.7 195407 45421 - EESE -

Cypro 2.5+07 20£0 115 £07 - - - -

Cap 19.5+ 0.7 175+ 07 1514 15507 24+14 - -

Am 295+ 0.7 - 17+1.4 - - - -

The bioactive extracts are in bold

4 Mean inhibitory clear zones and sandard errors ware used to determine the level of antifungal activity against cach fungal species; UFMGCR
Culre of Microorganisms and Cells of the Universidade Federal de Mings Gerais. Technical-grade sgrochemical fingicides, Fen benomyl,
Cyprm oy prodindl, Cap captan, Azo azoxystobin with different modes of action wenre used at 2 pL. (ar 2 pM) as i mernal standarck, — not assayed,
Fungal argets: C gloesponoides, Colletotnchum ploesponoidest, C. fraganae, Colletorpchum fragariae;, C. acwtatum, Colletoinichum acu-
tatum; Fooxvsporm, Fusarium oxyiporum o bicany, B. anerea, Botrvtis cinewa. The qualitative estimate of phyiotoxicity was evaluated by
using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect and 5 = no growth or no germination of the seeds, Plant targets: L sathw, Lacleca sativa (let-
tuce), A stolonifers, Agrosiis stolonifera (hentgrass), Against the phyiopathogens fungi, the exiracts weme assayed at 180 g spoi~, For the her-

bicidal activity, the exiracts were assayed and | mg mL '

md found virtually everywhere from the tropics to the
poles: however, its occurrence. diversity and frequency
may be limited in some regions of the world (Pitt 1979).
Penicillium has been described as the most common fun-
gal genus in Antarctic ecosysiems (McRae et al. 1999), as
it is found in lakes (Gongalves et al. 201 2), solls (Azmi and
Seppelt 1998), historic woodlands (Arenz et al. 2006), ice
(D'Elia et al. 2009), macroalgal thalli (Logue et al. 2010)
and marine sediments (Gongalves et al. 2013). Accord-
ing o Corry (1987), most of the filamentous fungi found
in areas dismnt from the marine coast are Penicillium spe-
cles that are known 1o produce spores able © tolemie dry
conditions. Penicillium brevicompacmm is one of the mest
xerophilic penicillia and is resistant to ultraviolet radiation
(Gelrke et al. 1995); it i known as an in vitro cellulose
decomposer, and its ecological role may be mycophily and/
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or mycoparasitism (Scott et al. 2008). Fletcher et al, (1985)
demonstrted that P. brevicompactum was one of the tixa
that was mostoften isolated from the soil of Enderby Land,
Antarctica. Aspergillus is a cosmopolitan genus commonly
isolated from soil and plant debris. In Antardica, Aspergil-
lug species ware solated from omithogenic soll (Wicklow
1968). Aspergillus sydowii has a worldwide distribution
and occurs in many substrates in indoor and outdoor envi-
ronments, including soil (Klich 2002). In Antarctica, A.
svdowli was isolated from the soll of the Ross Sea Region
and Antarctic Peninsula (Arenz and Blanchetie 201 1).
Penicillium chrysogenum and P. rubens are very com-
mon panglobal species found in indoor environments,
desarts, dried foods, saltemns and cheese (Frisvad and Sam-
son 2004). In Antarctica, P. chrysogenum was detected in
different samples, including soil with plant populations,
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Fig.4 'H NMR spectrum
(600 MHz in CDC1) of mepre-
sentative crude extracts from
each spedies of fungi. Labels

ind icate regions typically indic-

ative of identifying protons for
particular types of compounds

Penicilivm rubens [9496} ’ JJJ l l
Penrﬂ'mm chrysogenum (3534) J |
_UMUAJ | J\ ,
Penicillivm brevicompactum (3480} Muvﬁ -
Penicilivm alli-sativi (35 24] w i
‘nl___,___,_.._ﬂL.rr\_/«JM

Aspergilus sydowd (9541)

0.0 95

in omithogenic soils (McRae et al. 1999) and was assock
ated with magoalgae (Godinho et al. 2013). Zucconi et al
(2012) isolated P chrysogenum as a dommant species pre-
sent in permafrost in Antarctica. Penicillium allii-sativi
was recently described as a new species isolated from gar-
lic, soil, salterns, sorghum malt and mixed pig feed (Hou-
braken et al. 2012), and it has a broad distribution. This is
the first report of P. allfi-sativi in Antarctica.

Fletcher et al. (1985) suggested that the genus Penicil-
liumn has an extensive distribution n Antardica, ndicating
that some species may play a role m decomposition pro-
cesses in these ecosystems. The studies of Blodk (1994) and
Rudolph and Benninghoff (1977) indicate that Penicillium
species are major decomposers and represent an important
element of the terrestrial nutrient cycle in the harsh Antarc-
tic environment where a limited range of other microbial
mxa can lemie the extreme climate. McRae et al. (1999)
suggested that Pendcillinm populations isolated from Antare-
tica may be useful as biological indicators of anthropogenic
contamination because they are common contaminants of
human foods, fibers, fuels and building materials.

Debaromyces hansenii, an ascomycetous yeast and
a known cryotolerant and halotolerant species associ-
ated with food spoilage (Kurtzman et al. 2011), was iso-
lated from soil of the Ross Sea Region and Antarctic Pen-
insula {Arenz and Blanchete 2011). According v Rao
et al. (2012), the yeasts found in Antarcica may emerge
as a physiological group well adapted to Antarctic soils,
although a systematic landscape-scile survey is needed to
test this hypothesis.

According o Bensch et al. (2010), Cladosporium is
one of the largest genera of dematiaceous hyphomyceles

90 845 &0 75 70 &5

60 55 50 45 40 35 30 25 2.0
f1 (ppm)

i5 10 @S

with a worldwide distribution, which includes saprobic
and parasitic species. However, some Cladosporium spe-
cies are known only from specific hosts or have a restriced
geographical distribution. Cladosporium has usualy been
associated with plants in Antarctica (Meyer et al. 1967), but
wis found as one of the dominant generain the soil of Dry
Valleys in Antarctica (Arenz etal. 2006).

Pseudogymnoascus species, typically and historically
identified under the name Geomyces. have been frequenty
recorded n Antarctica with a ubiquitous distribution and
from a number of substrates, including in the soils of cold
regions (Mercantini et al. 1989), mosses (Tosi et al. 2002),
leaves of Colbbanthus quitensis (Rosa et al. 2010), thalli of
macroalgae (Loque et al. 2010; Minnis and Lindner 2013;
Furbino et al. 2014), freshwater lakes (Gongalves et al.
2012) and the soil of the Ross Sea Region and Antarctic
Peninsula (Arenz and Blanchette 2011). Aacording © Lorch
et al (2013) and Minnis and Lindner (201 3), the diversity
of Geamyces and allies, including Pseudogywnnoascus as
revealed by DNA sequence data, is greater than previously
recognized on the basis of traditional taxonomic methods.

An important aspect of the present study was the low
diversity represented by few fungal genera found in the soil
of the Heritage Range. This contrasts with the smdy of Fell
et al. (2006), which found a complex community of sym-
bionts, saprobes, predators and pamsitic/pathogenic fungi
in the Dry Valleys soils of Antarctica, a region considered
to be among the world s most extreme environments. How-
ever, the physic-chemical characteristics of the Heritage
Range seem to be more limiting to life compared with the
Dry Valleys, especially regarding the amount of organic
compounds and pH.

g Springer
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Hypocreales sp. UFMGCB 9463, the three Clad-
osporium species and Pseudogywnnoascus sp. which showed
low molecular identities with the sequences of the nearest
species deposited m GenBank, have changes that represent
endemic taxa. These fungi could represent unknown Fungi
or a4 known group of fungi whose sequences have not been
submitted © GenBank. and alditional phylogenetic and
morpho- physiological taxonomic studies are necessary
to confirm whether these fungi represent new fungal taxa.
Future tmxonomic swdies will deseribe the polential new
fungal species, n particular, the taxon Pseudogywnnoascus
sp. UFMGCB 9473, whidh showed gendic similarity with
species able to kill bats m Ewrope and North America.

Bioprospection

According 1o Santiago et al. (2012), the ability of Antarc-
tic fungi to survive in extreme conditions sug gests that they
may display unusual biochemical pathways that allow them
to generate specific or new molecules that could be used
as prototypes to develop new drugs. Our bioprospecting
results show that the extrads from Penicillium and Asper-
gillus species present in the cold-arid oligotrophic soil of
Antarctica are able 1o produce strong antiviral, antibacte-
rial, antifungal, antimmoral. antiprotozoal, and herbicidal
compounds.

Aspergillus and Penicillium species are well-known
producers of many bicactive compounds, but few species
found in Antarctica have been chemically investigated.
Aspergilius svdowii 1solated from the degp sea produced
4-dihydroxy-3.5.6-trmethylbenzaldehyde, a strong cyto-
toxic agent (Li et al. 2007). From extrads of A. svdowii,
Ren et al. (2010) isolated cywioxic hetero-spirocyclic
y-lactams, and Trisuwan et al. (201 1) obtained a hydrogen-
ated xanthon with antioxidant activity. Fenicillium allii-
sativi produces several secondary metabolites, including
penicillins (Houbmken et al. 2012). Penicillium brevicom-
pactumn produces mycophenolic acid (MPA). one of the
oldest known antibiotics ( Danheiser et al. 1986). Penicil-
lium rubens produces the polyketide compound chloaan-
spirone A that inhibits human leukemia HL-60 and a lung
cancer cell line (Ireland etal. 2003),

In Antarctica, Brunati et al. (2009) found Penicillium
species living in Antarctic lakes, and these species were
able 1o produce cyotoxic and antimicrobial compounds.
Among them, the extract of P dinysogenum displayed
selective antibaclerial activity against S. aureus, Enterococ-
cus faecium and E coli, due 1o the presence of rugulosin
and skyrin, two bioadive bis-anthraguinones. The extract
of P dirvsegenum recovaed from the endemic Antarc-
tic maaoalga Palmaria decipiens vielded extracts with
high and selective antifungal and/or trypanocidal activities
(Godinhoet al. 2013),
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We also observed discrepancies among the bicactivities
of different solates of the same fungal species (P alli-
sativi, . brevicompacum and P chrysogenum). This result
is not uncommon, as intra-specific geetic differences have
already been observed for different fungal strains of the
same species. In fact distinet secondary metabolites can
be produced by conspecific isolates in other fungi (Moller
etal. 1996). This result indicates that the low inter-specific
diversity of the fungal community present in the oligo-
trophic soil of continental Anfarctica may be offset with a
high mira-specific diversity of the different strains of the
same species. Thus, if secondary metabolic diversity is of
interest, it is important to keep different samplesfisolates of
the same species of extremophiles fungi in the culture col-
lections. "H NMR signals indicating the presence of highly
functionalized secondary metabolites are promising. These
results ogether with the previous reports on inleresting
compounds having been isolated from these species, sup-
port studies aimed at the isolation and identification of the
active compounds from the most promising extracis dis-
closed m this research.

Conclusions

Despite the published studies about fungi from Antarc-
tica, litde information exists about their ecological roles
(Bridge and Spooner 201 2). According o Fell et al. (2006),
the micro-eukaryotic webs in continental Antarctica may
offer a unique opportunity 1o investigate the regional-to-
global environmental effects on the community struec-
tures of miarobial webs. Our results show that the fungal
community present in the cold-arid oligotrophic soils of
the Antarctic continent includes a few dominant species.
These may represent cold-adapted taxa with biochemical
capabilities for surviving in the extreme conditions of the
isolated and undisturbed habitat in continental Antarctica.
These dominant taxa may have important implications for
understanding eukaryotic survival in cold-arid oligotrophic
soils. We hypothesize that detailed investigations of fungal
ocanrence and frequency dynamics over time may provide
a more comprehensive understanding about the evolution
and relationships among the indigenous fungal species with
other organisms, including prokaryotes. autotrophic organ-
isms, nematodes and alien species described for the region.
The characterization and monitoring of these unique fungal
communities associated with changes in the physic-chem-
ical chamclenstics of the cold-and oligotrophic soils over
time might serve as a model © sudy the effect of climate
changes in continental Antarctica. In addition, the fungal
isolates of the community demonstrated be source of bioac-
tive compounds that may confer advantages during compe-
tiion with dominant species and help the species survive
in the pristine environmental conditions. These bioactive
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fungi may represent a potential source of prootype mol-
ccules to use in drug and agrochemical discovery studies,
Additionally, among the Penicillium species obtained from
continental Antardtic soil, one was reported as producer of
the beta-lactam antibiotic penicillin. Different wild, pristine
bioactive isolates of P allii-sativi. P. brevicompacitum. P.
chrsogenum and P. rubens found in continental Antarctic
s0il may represent a unique source of new prowiype mol-
ecules for drug and agrochemical discovery studies.
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Summary

This study assessed the diversity of cultivable rock-
associated fungi from Atacama Desert. A total of 81
fungal isolates obtained were identified as 29
Ascomycolta taxa by sequencing different regions
of DNA. Cladosporium halotolerans, Penicillium
chrysogenum and Penicillium of. citrinum were the
most frequent species, which occur at least in four
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different altitudes. The diversity and similarity indices
ranged in the fungal communities across the latitudi
nal gradient. The Fishera index displayed the higher
valuos for the fungal communities obtained from the
siltstone and fine matrix of pyroclastic rocks with
finer grain size, which are more degraded. A total
of 23 fungal extracts displayed activity against
the different targets screened. The eoxtract of
P. ehrysogenum afforded the compounds a-linolenic
acid and ergosterol endoperoxide, which were active
against Crypfococcus neoformans and methicillin-
resistance Staphylococcus aureus respectively. Our
study represents the first report of a new habitat of
fungl associated with rocks of the Atacama Desert
and indicated the presence of interesting fungal com-
munity, including species related with saprobes,
parasite/pathogen and mycotoxigenic taxa. The geo-
logical characteristics of the rocks, associated
with the presence of rich resident/resilient fungal
communities suggests that the rocks may provide a
favourmble microenvironment fungal colonization,
survival and dispersal in extreme conditions.

Introduction

The Atacarma Desert, |located betwean 17° and 27°S lat-
tuda in northern Chile, has been considered to be the
ddest hyparand desert on Earth, whare avemge annual
rains of less than 2 mm is not unusual (Azua-Bustos of al.,
2012), Soma regions of the Atacarma Desert have no
rairfall for years (Conley ef al , 2006) and its sedimentany
records suggest that the semi-add to hyper-arid climates
have ongins from the Jurassic pariod 1o the prasant day
(Hartley efal, 2005, Clarka, 2006), T hese extrerme envi-
renmental charactenstcs make the Atacarma Desert an
ideal field lmboratory for studies about life in the extreme
of condifions.

During recent years some studias have tried to charac-
teriza the microbial lite living in the Atacama Desent, which
reporfed the presence of bacteda and cyandbacteda
(Navarro-Gonzalez ef al, 2003; Warren-Rhodes ef al,,
2006; Gomez-Siva, 2010, Crts-Christoph et al., 2013),
and fungi (Conley ef al, 2006; Gomez-Sika, 2010; Ortiz
af al,, 2014). Spades of Ascomycota and Basidiomycola
are among the fungal groups found in the Atacama Desert
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(Cenley ef al., 20086, Oriiz of al., 2014}, were descibed as
spore-torming saprobe taxa dispersed by the wind,

Fungl am highly adapted to ther habitat and able to
survive in harsh environmants including extrame tempem-
tures, prolonged desiccation and high solar imadiation by
changing their physiology and momphoogy, and va the
production of macromolecules (anzymaes, malanin and
micospoins) and micomolacules (secondary meatabo-
lites). Among the fungi groups, the mokinhabiting fung
(RIF) have been studied because of ther capacity to
sunvive on rock surfaces, which are unique habitats where
rapid changes in the radiation, temperature, water and
nutients mpresant a challenge to microbial surdval in
differert ervironments throughout the world {Gueidan
etal., 2008), Accomring to Rulbal and coleagues (2008),
RIF include specific species in the asexual states, small
colony and compact fomn, presence of melanin, which
ocour in hot and cold deserts and others temperate aoo-
systems of the planet.

Addiionally, different fungal species have been used as
an important source of blcactive metabolites, mod of them
considerad important prototype moleasles used in the
develbpment of new drugs. Still in the beginning, some
bioprospectng research progmammes have bagun sourc-
ing fungl present in extreme emvionments, including RIF
taxa, which represent an interagting strategy for finding
new metabolic pathways and ulimately new bicactve
constituants. Inthe presant myoological study, we focused
on the taxonomy, diversity, community structum, acoogy,
phylogenetic inferences and bioprospecting of bicactive
compounds of fungl assoclated with rocks aooss the
lattudinal gradient in the Atacama Desert, Chile.

After the analysis of ock samples from eight different
atiudes, 81 fungal olates were recoverad, 29 wera
idertfied as Ascomyoofa species of the genera
Alternaria, Aspergiius, Cladosporium, Cochilobolus,
Devriesia, Eupenicilium, Fusarium, Pseudogymnoascus,
Hypoxylon, Macrovertuna, Neosanorya and Pemiclliium
using molecular techniques (Table 1, Figs 53, 54 and 55).
These Ascomycota taxa am included in the classes
Dothideomycetes, Sordariomycetes, Eurotiomycetas and
Lectiomyceles. A total of eight taxa were identified to
genus, family or phylum lavel, which displayed low-
sequenca simllarity with sequences of differert regions of
rANA deposited in the GenBank and may represent new
species. The fungal wlony density presert in the rock
sarples ranged from 100 to > 300 colony-forming units
per gram (CFU g ). Cladesporium halotolerans, Penicil-
lium chrysogenum and Penicifium cirinum were tha most
trequent, which occur at a minimum of four atitudes and
digplayed the highest total CFU g (Table S1).

Petrographic analyses revealed the presence of
sitstona, pymclastc rock and gramodiorte. The macm-
and microscopic aspects of three rocks are shown in Fg.
51 and its chemical compasition in Table S2. Sitstone has
light colours that are whitish to yellowish-red (Fig. S11),
Fractres am common and occur in pamld and papen-
dicular orismtation (Fig. 81C). Microscopically, the minerals
are angular and do not have homogeneous texture (Fg.
S1A, B). The main minemls are quartz, sericite, muscovite
and plagioclasa, The minerals are changed, including bays
ard alveoli (Fig. S10). Siltstona Is mainly composed of
510z and AlyOs The Fe:0s contert has a relationship with
the widespread iron associated with the fractires.

Pyroclagic rock was associated with the expelled mate-
fal durng vident vdaanic activity ( Le Maitre ef al., 1983),
In this rock, angular and poorly selected minarals were
recognized(Fig. 111, E, F). The matrix of pyroclasic rocks
was orlented, indicated that rock may have been formed
by pumice-flow (Fig. S1H) and classfied as ignimbrita
(Pimentel, 1876). Microscopically, angular phenccrysts of
plagioclase was observed with zoning features (Fig. S1E,
F) Theres was also the presence of phlogopite
phanocrysts, microchine and magnetite, Chemically, the
pyroclastc mcks have acidic to intermediate compos ton
with high Si0; content. Samples collectad at lower alti-
tudes (2600 m.a.s.l) were strongly cemanted by calcium
(Fig. 5101}, suggestng weathenng with new caldte pm-
cipitation, forming a microaystaline Ca-matrix (Fig. 51G).
Some sampes located at higher alttudes (4519 and
5047 m.a.s.l) showed specifc degraded zones in the
matriz, with reddish septas associated with biological
structuras (Fig. 511, J). Scanning electmn microscope
(SEM) images corfirm these obsarvations and empha-
sized the presence of minem| disscving microsites (Fig.
52). Such structures may signify the presance of fungi
degrading the mineral matrx (Gadd, 2007).

The grancdionte is charactedzed as a holocrystalline,
inaquigranular and madium to coarse-grained mesocratic
rock (Fig. S11V). Microscopically, the granodiorite has
equigranular textura, L.e., mainly composed by crystals of
similar orders of magnitude to one another. The contact
betwean the aystals is irregular (Fig. S1K, L). The main
minemls identfied wers quarz, pagioclass, botite,
K-feldspar (micmcline) and hornblende. Magnetite,
apatite and zircon are presert as accessory minerals
Chamically, the rocks had high cortent of Si0s, AldDs,
Fe:0s Cal and MgQO. The silica contert confirms the
presenca of intermediate magma, sirmlar to that associ-
ated with pyroclagtic rocks

Distribution and density of fungal taxa ranged across the
altitude but the majority of fungal taxa were found in rocks
present at onae or two different alttudes. The diversiy,
richnass and dominance ranged intha fungal communities
across the altitudinal gradient; in general the diversity

2015 Sociaty for Applied Micrabiology and John Wiley & Sons L, Environmental Microbiology
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Table 1. Fungal taxa obtained from rocks of Atacama Desent and identfied by sequence comparisan with the BLAS™M match with the NCBI

GenBank databasa,
Query

Top BLAST search results (GenBank cover |dentity N° of bp
UFMGCE* acosssion number) (%) (%) analysed Proposed lmmasGenBank acc, n®)
an Altemaria arborescens (K608 138) 100 e e] 454 “Ahemaria sp, 1 (KPOTI54 )
BO1E Altemaria alternata (KJE058A0) 100 100 462 "Akemara cl. arborescens | KPO73595)
an13* Alemaria aiternata (KFO51239) 100 438 "Altemaria sp, 2 (KPATI506Y
BoaE Uncultered fungus {GLIOS4205) 100 sar "Ascomyool sp, (KPETISET)
803" Asporgiius all, fumigatus (JN2 46062 ) ] 1 04 *Aspegillus lenfulys (KPSTI508, KT253231%)
BOAE T Aspergiius sdemionm| AYITIEEE) 100 498 b Asperpilivs persill | KPO73509", KT25632289)
BOSEE Aspergilis sydlowi (AYIT3860) 100 516 b Asperpllius sydow| (KPIT 3800, KT253230)
aoayee Aspergiius wesierd jkiae (FMSBEZ2E) 100 536 " Aspemilius westerdiiciae (KPITIB01', KT2532200)
a0zt Aspergiius crstatus (KFI2AT32) 89 505 “Aspergiius sp, (KPOTIBOZ!, KT319054%)
BO2FS Aspergilus feiis (KFSS8318) 100 2 15 “rAsperpilius fels (KPO7380E, K T2532306)
BO42" Cladosponum cladesponioldes [ KIBSE265) 100 43 “Cladosponium haloblerans (KPOTI604, KT2532367)
aoiree Cado gponum brutmed (| KEAS 1496) 100 4ra “m;’m cl. cladosporiodes (KP9 TGOS,
a08s" Cladogpon um fabediforme (K438 170) 100 443 “Cindosporium ol myrtaceaum (KPOT 36067

SEERESEEEREEEE BIREEEESESE

BOdE:  Cladesponium cladosponoides | NOZMES) 09

828" Cladosporium cladosporioldes (KIESETE1) 100

Bo72 Cochiiobolus natus [JOBRS44T) 100

BOGT Davriosia xanthomhosae (HO 59950 5) 100

BOA4" " Dichmedlacea e sp. (KCA71035) 100

BOZT*  Eupeniciiium javanicum (KF313064) 100

BOZF Fusarium oxysporum (GU205817) 100 1
02 Hypaxyion sp. (HM7S 251 3) o8
iy Phoma mui restrats (K76 707 7) 100

BOTZ  Neosarbrya udagawse (HO263363) 0o 1
B Neosarionya glabva (EFGE9938) 100

e Neosartrya himisukae (FRES7958) 100
BO4EP S Pamicilium chiysegenm (K4 133 70) we 1
BO g4 Paniciium ciirinum (K 6066 88) 100 100
B3 Pamicilium octrochioron (KF3587 20) 100 2]
Boa" Geomyoes pannorm (HO115661) 100 i

500 we Cladespanium of , gossypiicols (KPOTIE07, K T2532549)
493 “Cladosponium oxpsporum (KPETIE04!, KT2E8309
522 Moodhliobolus lunatus (KPS7T36E09)

570 “Devriosia 5. (KPO73610')

527 "Didymedlacoas sp, (KPOT36117)

51 “Eypanicilium javanicum (KPATIB2! KT2E32409
484 "Fusanum oxysporum (KPST3813)

02 SHypoxyon . frugodes (KPOT381 &)

24 "Maoroveniia o, anomachasta [KPETIE22Y

a7 weNoosartonya d . udagawae (KPETIB16, K T2582360)

502 Mieosartorya s, | (KPITIEIT, KT25325M)

20 “hocsartona sp. 2 (KPST36 18!, KT253200¢)

B27 b4 B iciliim chrysogenum (KPO73616, KT2592429
KT25a243)

GO@ e Bgrpiciiiim ol oftnum (KPS 73620, KT2532419,
KT253044")

=1k S Pemicillim of . pulvilorum (KPOT 3821, K T25322 M)

[icl] "Pssudogymnoascus of, pannomm (KPS 736 14Y

& UFMGCH = Culture Collection ol Micmomaniasms and Cells fmm the Federal Unhersidade of Minms Gerak, Taxa subpcied b phylegens e
mnalysis based on the b, ITS, e. [tubulin and d. Polymersa || reglons for elucid ation of taxono mic positions, 8. Taxonomic position suggested
by the phylogenetic analyses accord ing 1o "TS, P-ubulin, andbr *Polyme e (1L 1. TS, g. B4ubulin, and h. Polymersse 1| seque nces deposibed

in GasrBank databass,

(Fishers o), dchness [Margalefs) and dominance
(Simpson's) indices showed intermediate values (Table
52). The highest values of diversity, richness and domi-
mance indices cccurred at 3003-3881 ma.sl and the
lowest diverdgty indices were found a 2602 m.as.l
Despte the highest aftude samped, Cladesporium
cl. gossypiicola, Macowenitura cof.  anomachaeta,
F chrysogenum and P o, citdpum wera cbtained at
5047 m.a.s.l. Only Pseudogymnoascus of, pannarum was
isolated at 4342 m.a.s.l. Figure 1 shows tha Sorensen and
Bray-Curtis coafficient comparisons among the fungal
assemblages assodated with rocks at different altitudes.
ThaSoransen indexindicated that hemost amilarassem:
blages were found between 3003 and 5047 m.a.sl; in
contrast, the alftude of 4342 m.asl. disgayed the lowest
similanty comparisonwith the other seven sites. The Bray-
Curtis index demonstrated that alitudes that had the most
similar specias assemblages were the 746 and
3003 m.as.l, followed by 4519 and 5047 m.a.s.l

Among all fungal extmcts screened, 23 displayed at
least one biclogical activity above 70% inhibition against
the different targets (Table 2). Extrads of Alernada cl.
arborescens UFMGCE 8018 and F chrysogenum
UFMGCE 8074 displayed antimicrobial activties and
inhibited the gmowth of Slaphylococous aureus and
Candida albicans respectively A total of 20 fungal
extracts dispayed cytotoxic activity against MCF-7 turmor
calls; among them, extracts of Aspergilius felis UFMGCE
8025, 8011 and B019 showed the highest activities
(inhibition »90%). Fie extracts from Fusanum
axysporum, Hypoxylen of. trugodes and B chrysogenum
ware able to inhibit the amastgote foms of
Trypanosoma cruzi with values equal or next to the ben-
zimidazole control. The extract Hypoxylon cl. frugodes
UFMGCE 8020 obtained from mck at 3570 m.a.s.l. dis
playad very strong and salective artiviral activity against
dengue virus with an effective concentration 50 (ECsa) at
1.18 pug mt",
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Flg. 1, Dendregram showing the comparson of Serensen (A) and Bray-Curtis (B) similarity measuras for the lungal commu nithes | solafed from
rocks of diferant alftudes in the Atacama Desaert, Chila, The results we e obtained with 85% confidence and the bootstrap values wers
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Bioactive extracts were examined using Proton nudear
magnetc resonance (NMA). 'H NMA analysis to inspect
tor the preserce of secondary metabolites with int erasting
chamical shifts, The extract of P éhnsoganum UFMGCE
8074 showed the presence of fatty acid functional gmoups,
and mog axtracts cortained signals indicat ive of the pras-
ance of tiglycandes. More importantly, downfidd '"H NMA
signals for nearly all of the extrad indicated the prasance
af highly functionalized secondary metabaites due to the
presence of protons in the aromatic ard olefinic regions,
For this reason, the edrmct of the P chrysogenum
UFMGCE 8074 was subjected to antimicroblal acthvity
directed fractionation using NMR spedroscopy and gas
chromatography=flame ionizaton detecion (GC-FID)
analysis (Fig. 2). The extract of P chrysogenum
UFMGCE BO74 afforded a mix of compounds including
linoleic and c-linolenic fatty acids as well as ergostarol
andoperaxide (Fig S6). The a-linolenic fatty add inhibited
the growth of Crypfoecoccus necformans (Table 53) and
tha ergosterol endoperoxide was active againg
mathicllin-resistant 5. aureus (MRS, Table S4).

Discussion

Our dudy shows that the majordty of the RIF from
the Atacama Deset could be placed in the class
Dothideomyceles (Alfernaria, Cladospodum, Cochlfobolus

and Phoma). According to Ruibal and colleagues {2009),
Dathideomyecetes indudes a high number of plant pato-
gens or eplphytes, saprobes, coprophilous or symbiont
species. However, despite the charaderization of
saprobes, parasitic, mycotoxigenic and symbiont fungal
taxa assodated with rocks in extreme emviconments, few
studies have shown the functonal ecdogy mla under
axtrame condtions,

Alrernaria (Woudenbearg ef al., 2013) has wordwide dis-
tribution and include diffarert species found in substrates
such ms seads, plants, agdcultural products, animalg
atmosphere and soils; in addition, include saprobas,
symbionts (endophytes) and pathogeniec species. Despite
not consid ered specific RIF, Afermada is common in sand-
stone, limestones, rock monumerts and rock outcrops
throughout Europe and Afdca (Diakurnaku ef af., 1995)
Sequances of the three Alfernaria taxa do not display high
similarties with seguences deposted in the GenBank
suggest that they may represant a new species,

Some Cladosporium species were isolated from
extrame envimnments and included hypesaline
habitate (Gunde-Cimemnan ef al, 2000), Cladosporinm
halotolerans UFMGCE 8042 dispgayed phylogenatic simi-
larity with C. halofolemns CBS 230 .49 (EF 101432), which
were solated from Hypericum perforatum stems. Accord-
ing to Zalar and colleagues (2007), C. halbololerans also
have bean deteded in hypersaline water salterns and

2015 Sociaty for Applied Micrabiology and John Wiley & Sons Lid, Environmaental Microbyoogy

106



Fungi associated with rocks of the Atacama Desert 5

(BN E IS DESU0D S IR S equnu e} so0e e od DDA SU) W) UEAS B 51 JEUD] DG TETLD MOOSoURddl TEno I Enaime snaomaidgs ‘snane g
BsoubrUeE SEIOWONNeS] ESOUDILEE & BN 10U BU 180 100N} |58 a ' -4 W SSUe0L PR BUTIE S ‘SSUsU0IeWE ] iansodo)s 0H 100 BUaUauss3 103 3 E sun afiuep Z-Anaa
J0 LB LU0 0L LU s By WNUOOS0RED IWieOsieryds D 19SIUY BRDUED 1ESTUY D SUBNGE YDUTD SUERGE D o0 DUTIe] Tued H waiaodue 8 udioy el mEe o -

€ enaaanfuep jaeebe e e o W gy 11efs0a) (5 INRALEUOD ANIDE1T Y JOINSAH g
THEBD SN 8D B0 64 SDENISALN 2] 10 S1ED Pue swueiiomom 10 U000 eNmD = g0Nan ®

Zsnan enfiuep (suElie peNeou Jo A O gl 1e 503) 05 UDNREIU0D GNDAIT SU 0 ¥nsey

= = - 0L TG - = - = - Jwosg

= - - 2 = s - LFO0E = aeg

i = - - - = 5796 - - a3

= = - - ELFO0L ZToo STT98 = EF T g udwy
9FER EZLFEBE  SFO00L = - = = = - v (1] AT
By 1L¥Z1 ODFIE ZF0 igoe  wnuefosiys womayed
2l EFFEL ILFL® EF0 SE¥ r&F EFEE W|FLL LF08 OF9 £F70 FOR  wnusfos(yo wmomsd
BU B3] FEFD S5F0 21F 95 EFSE 0F0 *FER OF0 L¥0 508 wousfosas wnmoned
BU o0Fi9L ZED SF0 0F F&Z LTLIF¥E oFol TFFPL OFE £EF0 08 wnuelosia WEned
BU EF0 EFD 1 F0 ¥EF O OFvES oF0 BFLL OFEL F0 w0 woosfosias wmoued
Bu 0FSL L¥FD SF0F 9ZF ¥ ZFEL 0F0 0F6L OFB Z¥F0 08 wnuvelos{ao wrgoed
BU 0Fs5L L¥D SE0F 9EF B EFEL o0F0 #F0L O0FB L 56 6808 umusfos(a wmomed
= FFLL 6¥m ETol 597 0 LF5Z ETEL FFLL LFET Z¥F0 g umuslos{ys woyrauad
= L F¥L 0FD SF0 2ZF 0 EFFEF 0FEE 6EFlE O0F0 ZF0 fog seseieon 10 EAONES0aN
Bu L¥0 I1¥4 070 e OFSEF EF0 ZLFER 0OFO0 L F08 izng  sesefeon 10 BlopEsoaN
T olF0 LF0 00 5LF0 LF6F aFo 0FIB OF0 oFL giog  semefepn 10 BAOUESOSN
oFo0s SFLLL LFL oF0 gL¥0 LFLISE L7891 DFLL O0OFST L¥FF Eng sapofing -2 uarloddy
= ZF0 6F0 SIF0 SEF 0 EFaL aFFL 0FEZ OF0E 130 €08 wruodsixo whesnd
- ZF0I EEFO EF L1 817 H L¥LE oFol ¥FLL TFEL 8%0 20 wruodsivo wywsn
- 0TFEZ PED (T gLFL L ¥BE L¥0 S5F68 078 FTE wog s snmfisdey
- aFEll 8ED 150 Y50 LFEF o%F0 fLFLE  LF0 0¥zl e sE; swiedsy
Bu 0FE¥L 8T0 SI0 0T El ETOZ oTo ¥¥68 0OF0 ZTE 208 sy snmfledsy
BU 0F0 ELFD SI0 EEF O EFES 0FEZl SLF0B O0OFEL L¥0 il 5 snmiedsy
Bl eS| oF ol oFo oF 0 1FIS aF9l ¥LFZTE OF1L oFF Glog e siedsy
BU SF0 oF0 0F0 (€] FFES 0F86 BLFZE O0F1 0F0 Liog ue) snmfledsy
= EF¥E Z¥0 R 5F LD azo %51 ®FIE 076 L¥F0 woE r=nd sybsdsy
Bl oFL9L EFD g5Ig SEF 0 2755 oFLl L¥Z8 0721 ] S8 e smisdsy
BU ZF0 BLFEE EETLL oF 0 LFES oFLL §7%¥5 OFE L¥0 Bl08  SUEDSERQE 1D BUBLRN
£AN3I0  psapfvuer g sTanE 5 003 WRradsueRds T BSN D SURNGE D I-DN BNl SSUSUDIRWE T SDDN-AN setads mhung

SUA mamg Bund B0 B0y BEEQO

(%) s e (e ifion 2yl P UE AL

BRI BSA0 B BY 0 SN W0 SHoads eiun wo pauR oD SpRIPS 1) 10 suAe (o nE "2 enEL

02015 Sociaty brApplied Microbiology and John Wiky & Sons Lid, Ervirenmantal Microbiology

107



& V. N. Gongahes etal.

{

Culbwre of Pasudcil e clerynogemm
UFMGCR 2074

$00 pleien m YW, 25 2 2°C for 15 do
Tyopl beation b Swee davs
Euimect voe widh dic bloromna buze

il masice

b Holvert raveval

Crde srat
(131 g
Biage XP-51 muing o heoxane: efpd acemie wiep gmdicsd

beginemg with § 000 over 39 pil, 1000 1o 4080 over 2100
e, S 0 60 i 00 OO0 ovver 00 ml

imep | Ciroiep 2 Gimap 3 i 4 Girop & Lirceep & Grronep T fheup X Cirsap ¥ voap 10 e 11
7.7 g} {1658 gy (213 mg) (272 mag) 30 ) 493 mg} LI dmg) {151 mg) {383 mg) 494 mg} (256 mg)
TIC amd 'H NAMH azabyvsis deplaved fhe same
peodile o fmatices proep § and 9 They we conbingd ‘L
{356 mg) amd sebined o Biotge ¢
Bistage XP-5il ening o hexane: atbyd acetale siop gradiee bepining wilh On000 over 196 mi,
00 i T30 over Z200m], Shas TA30 o 5050 over 500 m, and 3 30 i 0100 over 400
mm
INERERER [TTR1] EREREEER EREEERER g
Crsap A Crwup B [F T Corsap D rsup E Grwap F
{60 mag) 24 mg) [EE Y {14 Tmgh T3 mg) {74 mgi

G MR (D and H, VO HMR

s five friocthen {Hosle koo indend c laity aclds
and ergesters] end spersaide)
NN NN NN NN ANENENENENE RN NN AN

Fig. 2. Flowcharts illustrating the procese of chemical charmcterization of bioactive compounds produced by Pemicitium chrysogenum
UFMGCE 8074, which were guided by the anfifungal bicassay. In bold all bicactive fractions and compounds.

other saline environments and it is possible that this
fungus is a species closely linked fo salty or hypersaling
envircnmeants.

Fusarium species have wordwide distribution in soil, on
the surtace or inside plants, plant debris and other organic
substrates in tropical, temperate and polar regions as well
as in desarts where harsh climatic condtions prevail
(Nelson aefal, 1994). Athough Fusarium repmesents an
airborne fungi group, some species are isolated from the
surface of stones (Paramo-Aguilera ef al, 201 2). Penicil-
livm and Aspargifus have been recoverad in a very wida
range of habitats including extreme ervironments. In
addition, Neosarforya species wemn also found associated
with rocks of Atacama Desert, are heat-resigant fung
which ame tdeomomh of Aspemilus species (Yaguchi
etal, 2012). According to Tang and Lian (2012), Penicil-
livm and Aspemillus species appear to be ubiquitous in
endolithic rock environments.

Athough Pssudogymnoascus and Geomyces taxa
(aff. Thelebolalas, Leotiomycetas, Ascomycofa) wam his-
torically consdered to reprasent the sexual and asexual
stages of the same genus under a twoamea per fungus
system of classification, respectively, Minnis and Lindner
(2013) treated the two as closely related but diging
genera under a one-name per fungus system of classifi-
cation based on phylogenstic placement of the type

species, Pseudogymnoascus species, typically and his-
torically identified under the name Geomyces, have beean
obtained trequently from extreme environments such as
solls of cod regions (Furbine etal, 2014), According to
Laorch and colleagues (2013) and Minnis and Lindner
(2013), the diversity of Geomyces and allies including
Fseudogymnoascus as revealad by DMNA sequence data
is greater than previoudy recognized based on tradifonal
taxonomic methods. We found the Pssudogymnoascus
ct. pannorum UFMGCE B0O82 only at 4342 m.a.s.l., which
was the first report of the genus to the region. Howevar,
according to Furbino and colleagues (2014), a critical
taxonomic re-evaluation of the divesity of Pseudogym-
noascus and its allies is not available. Our phylogenetic
analysis suggested that the Pseudogymnoascus cf,
pannoum  UFMGCE 8082 might represent an
undescribed species, which will be subject to further
studies to elucidate fts taxonomic postions in the context
of a biogeographic study comparing northern and south-
em hamisphera isclates.

Among the RIF species obtained from rocks of Atacama
Desert, fungi UFMGCE 8025 and B046 demonstrated
high sequences similarities with A. fefis and Aspergiius
persil, respectively. Aspergllus felis was a recently
described as a new species isclated from a human patient
and domestic cats and dogs with disseminated invasive
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aspergillosis (Barrs efal., 2013), According to Barrs and
colleaguas (2013), aspergiliosis caused by A, felis in the
host spedes was often miractory to aggressive anffungal
therapeutic regimens. Aspamilus persi was described
also as a new species that causes onychomycosis in the
nails of human patient (Zott efal., 2010),

Among the sight fungal taxa from rocks thal were not
identified to spacies level, Ascomycofa sp. UFMGCB
8083 and Devriesia sp. UFMGCE 8061 displayed a
low rmolecular similadty with the sequences of known
fungideposited in GenBank, suggested that they are can
didates for new fungal species. The Ascomycola
UFMGCE B0BA sequence rmafched the Ascomycate
fungus (GenBank access code DQES3973) that was iso-
latad from sand samplas from Atacama Desert by Conley
and colleagues (2006), According to Seifert and
coleagues (2004) the genus Devresia included 16
specias. However, new species ol Devriesia have been
desaibed in recert years including taxa found in rocks
of ditemnt eccsystems such as those in Antamica
and regions of Spain and ltaly (Egidi eral, 2014). The
sequance of he fungus Devresia gp. UFMGCE BO81
showed 100% of quary coverage, but only 92% of simi
ladty with Dewvresla xanthorhoeae CBS 128218
(GenBank access code HOS93605) obtained from leaves
surface of the plant Xanthomrhoea aulralis in Australia
However, afler he phylogenetic analysis (Fig. S3E),
Devnesia sp. UFMGCE B061 remained as a separate
clade when compared with other Devriesla sequences
analysed. As not all descibed fungal species are depos
ited in the GenBank database, further taxonomic analyses
including detailed physiclogieal and macm-  and
micromorphalogical  charactedzation and molecular
sequencing of other DNA regions, togethar with new
phyloganetic analyses will be needed to describe thesa
potentially new spacias,

Few fungal taxa have been reported from In the
Atacama Desert. Among the mycological studies pub-
lished for the region, Conley and colleagues (2008) and
Ortiz and colleagues (2014) describad those included in
the Ascomyeota and Basidiomycofa phyla presant
in sands and dgnctures buit of wood respedively. In
common with the fungal cormmunity charactedzed in
sands of the Atacama Desert by Conley and colleagues
(2006) and Ortiz and colleagues (2014), wa found the
taxa of the genem Alfemaria, Aspergilus, Cladosporum,
Eupenicillium, GibberellaFusarium, and Penicilifium asso-
ciated with rocks, In contrast, we identfied taxa of the
genara Cochliobolus, Devrissia, Pssudogymnoascus,
Hypoxylon, Macroventuria and Neosarforya undescibed
before to the region.

Additionally, the ecological diversity indices of richnass,
dominance and similarity in the fungal communities
rangad across latitudinal gradient. The pyrodastic (Fig.

Fungi assoclated with rocks of the Atacama Desert 7

511, 1) and siltstone (Fig. S10) mocks that displayed dis-
solution features also showed the highest fisher index.
Finegrained rocks, such as dltstone, had the highest
valuas of Fisher-«w. Among the pyroclastic rocks, only
samples with Ca-errichment and lower propottion of
matix had low diversity Fisher index, Endchment in
calcium denotes a drier environment and voids filled,
being less favourable to biological colopizaton. Tha pre-
dominance of a thin matrix can contribute to increased
microporosity and responsible for retention of water gen-
erated by night time dew and occasional melting snow,
Growth of the fungi in thase microanvironmants promotes
thebiomachanical and biechernical degmdaton of minar-
als, mainly the finer grains (Burford efal, 2003ab),
Fungal weatharng pocesses, such as dissolution, somp-
tion, transpor, difusion and recrystallization of mobilized
cations (Gadd, 2007), are very important in alteration
rocks inard ervironments, such as Atacama Desen,

According to Gueldan and colleagues (2008), physi-
dogical abilites refarred to RIF, such as survval in high
temperatures and oligotrophism, merigematic growth,
resistance to desiccation, maanization, production of
extrolites, appear fo be prerequisites to colonze animals
and plants as well as contaminate food with myootoxins,
We demonstrated fungal specias of Alternaria,
Cladosporium, Fusarium, Cochliobolus, Aspergiius,
Neosartorya, Penicilium and Pseudogymnoascus, which
are related as pathogens of plant and animals and able to
produce mycotoxins, Thesa results may indicate that the
dry habitat, such as rocks of extreme natural amvimore
ments, may represent the natuml habitat of pathogenic
and mycotoxigenic wild fungal species.

Allemaria, Aspergilfus, Fusarium, Hypoxylen and Peni-
cillium speces ocour in several habitats fom ditferant
environments, which are able to produce saveral second-
ary metbdites with difflerent Hoactvites. The fungus
UFMGCE 8048, that showed cytoloxic activity against
tumoral cell line MCF-7, displayad high saquence similar-
ity with A persi (GenBank access code AY819853) that
was characterized as a producer of achratoxin A (Frisvad
ef al., 2004). The fungus UFMGCE B23, identfied as
F. axysporum, was also able to produce cytotoxic activity
against MCF-7. In geneml, Fusarum specles produce
numerous bicactive compounds with different biclogical
activitios

Neosarforya specias (Trichocomaceas) have not bean
reported as producers of bicadive compounds. Among
the bicactives compounds produced by Neosadorya
spedes, naosartolactone and its 7-maethyl ester analogue
that inhibited NO production in lipopdysacchanide
activated murine macrophages (Yang et al, 2010). From
Neosartorya pseudofisheri, Eamvijarn and colleagues
(2012) reported the isolation of cadanens sesquiterpenas
and the indole derivative surochevalisrine that displayed
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in vitro cylcstatic actvifes against human cancer,
The indole alkabid sarorymensin, an analogue of
tryploquivaline and fiscalins produced by Neosarforya
slamensis showed growth inhibition activity in human
LI373 and Hs683 glioblagoma, A549 non-small call lung
cancer, MCF-T breast cancer and SKMEL-28 melanoma
call lines (Buftachon ofal, 2012), Eamvijarn and
colleagues (2013) isdated aszonalenin analogue,
a meroditerpens  aszonalenin,  acetylaszonalenin,
1Z-oxofurmitremongin B, aszonapyrone A and helvolic acid
from N, fischer, Neosarorya lacinicsa and Neosartorva
tsunodae, which displayed cytotoxic activity, According to
our knowledga, thers are no repons about bicactwe com-
pounds produced by A, falis, A. persii or N. udagawae,

The genus Hypaxylen is one of the la rgest of Xylariacea
(Ascomyeotd) and Includes 130 specles widespread (Kirk
afal, 2008) and from South Amerca, Spegazzini
described 49 spectes (Hladk and Romem, 20089
Hypoxylon spades have been described as producer of
bicactive seconda ry meta bol tes with antimicrobial actvity
(Quang efal, 2005). Hypoxyon sp. UFMGCE 8020 dis-
played strong and sdecive antivill actvty against
dengue virus. According to our knowledge, only one
antiviml agent was descrdbed to Hypoxylon fragiforme
which showed high activity as an human immunodafi-
clency wvirus pmoteasa enzyma (Bils ef al, 1983)
Howewvear, thara is no ona antviral secondary matabol te
reported to Hypaxylon species.

From the extract of P! dhrysogenum UFMGCE 8074 the
compounds a-linolele acid and egosterol endoperoxide
were |dertified as active against fungal and bacterial
targets, respectively. Fatty acids, including a-lirolekc acid,
ara known to possess differert biological propeties
including antbactedal, antimycobactedal, antimaladal
and antifungal activities (Pohl efal, 2011). In addition,
argosterd  endopercxdde was descdbed as  an
artimycobacterial compound able to aftect the growth of
Mycobacterium fubercwlosis (Cantrell ef af., 1899),

In conclusion, our study represerts the first repon
and desaiption of new habttat of fungl associated with
rocks of the Atacarma Desert. Additonally, despite the high
extrame conditions found in the Atacama Desert, our
results indicated the presence of interesting fungal com-
munity with different ecolbgical roles, Including species
phylogenetically related with saprobes, parasite/pathogen
and mycotoxigenic fungaltaxa, which some of them might
raprasent new and/or endemic epecies, The geological
charactenstcs of the Alcama rocks, when companed
with the external environment condtions of the Atacama
Desan, associated with the presence of rch resdent/
rasilient  fungal communities, suggest that the
microhabitat inside of the rocks may provide a favourable
microanvironmant fo microbial colonization, survival and
dispersal in exrame conditions. Finally, the characteriza-

tion of fungal communifes assoclated with rocks of
axtrame natural emvironments may have important impli-
cations forfurther studies to understand the physiclogical,
biochemistry and genatic machanism used by sukaryotic
cells to survive and colonize extreme emvironmants.

Experimental procedures
Study area

Atoml of 24 rock samples ware calectad in the Alacama
Desaert, Chile, in January of 2012 agoss the altiudinal
gradient of 746, 2802, 3003, 3570, 3581, 4342, 4519and
5047 m above sea level (m.a.s.l.), where three samples of
gach ste were colledted, The rocks wera sampled and
stored in Whirl-Pak (Nasco, Ft. Atkinson, W1, USA) bags
and kapt at =20°C until arrive in laboratory af the F edaral
University of Minas Gerais, Bmzil, where the sarmples
wara processed for fungal isolation,

Rock characterizabion

Patrographic and chamical analyses were made to idan-
tify the types of mcks and their main features. Petmo-
graphic analyses were made at macro and microsoopic
scale, ugng ‘hand samples’ and ‘thin sectons respec-
thvely, The minersl constituents, colours textures and
structires were analysed. In thin sections, optical mcmo-
scopke investigations were carried using a Zeiss trinocular
optical microscope (Axiophot modal) with an inte grated
digtal camera. The most represartative stes were
saleded for morphological aspects using a SEM (JEOL
JEM-5510), The chemical analyss was perommed by
X-ray fluorescence (XAF — Magix PANalytical Philips
spectrometer with a PW2540 autosarrplar). The fdlowing
alaments were analysed: Al, Ca, Fa, K, Mg, Mn, Na, P, 5i
and Ti Additionally, the oxide contents were reported
{wi%e).

Fungal isolation

Fragmerts of 1-2 em of aach rock wera powdarad using
a blender for at least 10 min. After that 19 of each
sample was added to 9 ml of 0.85% NaCl and 100 ulofa
107 dilution was inoculated onto agar malte extract-yeast
extract (Y M) (0.3% yeast extract, 0.3% mall extract, 0.5%
peptone, 2% glucose, 2% ager), mak yeast extract agar
(MYEA) (2% malt extract, 0.2% yeast extract, 2% agar),
dichloran-glycerol agar base (DG18) (Oxoid, USA) and
dichloman-rose bangal agar base (DRBC) (Oxoid, USA)
media cortaining 100 pgml' chlbramphenicol (Sigma)
and incubated at 25 + 2°C for 60 days, Fungal CFUs wera
counted, and subcullures wera madae of allof the mompho-
logically distingd colonies from each sample, The subcul-
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tres wene grouped into different mophotypes accomding
fo their cultural and morphological charactedstics on Y M
agar. Al fungal (solates were deposited in the Culture
Collection of Memorganisms and Cells of the
Universidade Federal of Minas Gerais under code
UFMGCE.

Fungal identification

Tha protocol for DNA extraction was described else where
Rosa and colleagues (2008). The intemal tmanscibed
spacer (ITS) region was amplified with the universal
prirmers ITS1 and ITS4 (White et al., 1880). Ampificaton
of the ITS region was performed as described by Rosa
and colleagues (2009), Amplification of the [-tubulin
(Glass and Donaldson, 1995) and fbosomal pdymerasa
Il genes (RPB2) (Houbraken ef al., 2012) was performad
with the Bi2a/B2b and RPB2-5F-Po/APB2-TCR-Pc TCH
primers, raspectively, according to protoools astablished
by Godinho and coleagues (2013). The cbfained
sequences were analysed with SegMan P with
LASERGENE software (DNASTAR Inc., Madison, W, USA),
and a consensus sequence was cbtained using BICEDIT V.
7.0.5.3 software (Carlsbad, ON, Canada). Representative
consensus sequences of fungal taxa were deposited into
GenBank (Table 1), To achieve species-rank dentification
based on ITS, [ -tubulin data and rdbosomal pdymemse
B2, the consensus sequence was algned with all
sequences from related species retrieved from the NCBI
GenBank database using BLAST (Altschul efal, 1997).
Taxa that displayed query coverage and identities < 97%
of an inconclusive taxonomic position were subjected to
phybgenetic ITS, [Ftubulin and dbosomal polymerase
B2-based analysis in comparison with sequences of type
species depoasted in tha GenBank database, with estima-
tions conducted using MEGA verdon 5.0 (Tamura ef al.,
2011). The maxrmum composite likelihood mathod was
aemployed to astimate avolutionary distances with boot-
strap values caloulated from 1000 mplicate uns. The
iormation about fungal classification generally follows
Kirk and colleagues (2008), MycoBank (http:/
www. mycobankorg) and Index Fungomum  (hitpw/
www indexungorum.org) databases.

Diversity, dchness, dominance and distribution

To quantity species divarsity, dchness and dominance,
we used Fisher's a, Margalet's and Simpson's indices
respectvely. The similandties among fungal taxa from dif-
farant sitas were astimated using the Sorensen and Bray—
Curtis coefficient. All diversity and similarty indices were
parformed using the computer program PAST, version 1.90
(Hammar atal, 2001).
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Fungal cuftivation and praparation of axtracts for
biological assays

All fungal isolates were cultivated according to protocols
established by Rosa and cdleagues (2013). Brefly, a
5 mm diameter plug of sach furgus was place on 20 ml of
¥ M meadium at the centre of 5 Patd dishes (90 mm diam:
eter) and cultured for 15 days at 25+ 2°C {time enough
forfungite produce secondary matabalites). Thass fungal
cultures wara lyophilized for 72 h, aitin small places and
transferrad to 50 ml glass centril uge tubes followed by the
additon of 50 mi of dichloramethana (DCM, Fishar, USA),
After 72h at room tamperature, the organic phase was
filtered and the solvent removed under rotary evaporation
at 40°C. Analiquot of eachdried extract was dissoled in
dimethylsulphoxide (DMSO; Merck, USA) to prepara &
100 rmg i~ stock solufion, which was stored at -20°C,
Sterile YM medium was exdracted using the same proce-
dure and used as he contml in the screaning prooadu re,

Assays for antimicrobial activity

Susceptbility testing of the fungal extracts against
Escherichia coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus
ATCC 12800, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
Candida albicans ATCC 18804, C. krusei ATCC 6258 and
Cladosporium sphaerospermum CCT 1740 was per-
formed using a protocol established by Carvalho and
cdleagues (2012). The extmcts (dissolved in DMS0)
werediluted to a final concentration of 250 pg mt for use
in the antmicrobial assays. Each extract was tested at
250 ug mi~'. The results are expressed as the percent
inhibition in relation to controls without drugs All antimi-
crobial assays wam pardomed in tigicate.

Subsequent evaluation of fractions and compounds
from pudfication of extracts was perdommed against
C. albicans ATCC 80028, C. glabrata ATCC 80030,
C. krusei ATCC 6258, Cryptococcus meofomnans ATCC
20113, Aspergiius fumigatus ATCC 204305, S aureus
ATCC 29213, methicillin-resistant S aureus ATCC 33581
(MBS), E coll ATCC 35218, F. asruginosa ATCC 27853,
and Mycobacterum intracellulare ATCC 23068, All micro-
organisms were obtained from the Amercan Type Culture
Collection (Marassas, VA, USA) and tested using modi
fied wversgons of tha Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) [formerly National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)] methods (NCCLS M27 -
A2, vol, 22 n*® 15, 2002a; NCCLS M7 - A7, wol. 26n* 2,
2006; NCCLS M24 - A, vol. 23 n” 18, 2003; NCCLS M38
= A, va. 22 p* 16, 2002b). The bicassay test on
M. infracellulare was done using a modified method
{Franzblau eral, 1998), Samples wera serially diluted in
20% DMS0/saline and tmnsterred in duplicate to 96-well
fiat bottorn microplates. Microbial inocula were prepared
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by correcting the 0D, of micrcbe suspengons in inou-
bation broth to afford final target inocula. Clprofloxacin
(ICN Biomedicals, Ohic) at 1 pgmt' for bacteda and
amphotercin B (ICN Blomedicals) at 5 yg mi™ for fungi
are included as positive controls in each assay. All organ-
isre wem read at elther 530nm using the Botek
Powerwave XS plate reader (Blo-Tek Ingruments
Vammont) or 544ax 520am (M. infracalwara, A, fumigatus)
using the Polamtar Galaxy Plate Reader (BMG
LabTechndogies, Garmany) prior to and after incubation.
Pamant growth was pbftad vamsus test concertration fo
affard the 1Cse

Asgsay with human breast cancer cell line

The effect of crude extract on the survival and growth of
the human breast cancer call line MCF-7 (breast) was
determined using a colorimatric method develbped at the
National Cancar Institute-LJSA (Monks ef al, 1991), Each
gxtract was lested at 20ugmt'. Tha msults weme
expressed as percentage of growth inhibition in compari-
son with the control without drug.

Assay with Leishmania amazonansis

Promasigotes of Leshmania (Lelshmania) amazonensis
(strain IFLA/BR/196/PH-B) cbtained from lesions of
infected hamsters were used to deted the leishmancidal
actvity according to profocols established by Callahan
ard colleagues (1997). Each extract was tested at
20 pg mi'. The results anre expressed as pamcent inhibi-
tion in relation to controls without drugs. Amphotaricin B at
0.2 pg ml*! (Fungison Bristol-Myars Squibb B, Brazil) was
used as a postve dug contra. All assays were per-
formed in triplicate.

In vitm assays with intraceliwar amastigotes forms
of T. cruzi

In vitro assays with amastigote forms of T, cruzi were
pedormed according to protocols eswmbished by
Romanha and colleagues (2010). Each extract wastested
in duplicate at 20pg mi-'. Benmidazde at its IC,
(1 pgmi') was used as positive control. The rasults were
expressed as the percertage of growth inhibition,

Agsays against dengue virus

For artiviral adivity assays against dengue virus 2
(DENV-2), mondayers of Baby Hamster Kidney 21 oells
(BHK-21) grown in flat bottom, 96-well plates using
Dulbecoo's Modified Eagle's Medium supplemented with
5% foetal bovine serum, 100 U mi penicillin, 100 g mi™'
streptomycin, and 0.25 pg mlI' amphoteridn B, wera

axposad to diffemnt concentrations of fungal extracts for
72 hin the presence of DENV-2, Furgal extracts wers
provided as 2 mg m-' in 10% DMSO. Virus suspansions
multiplied of infection (m.o.f, = §) and extracts, at concen-
trations ranging from 100 to 0.78 pm mt! wera simult ane -
ously added to the plates, in two replicates, Controls
for calls (unirfected untreated calls), vinus (infected
untmated cells) in the presence or not of DMSO werg run
in parallel during sach expariment. The antivim| activity
was evaluated by grading systern of the peculiar cyto-
pathic effect (CPE) caused by DENV-2 obsarved by optic
micoscopy (Tang and Lian, 201 2) followead by colorimat-
ic assay usng the 3(4.5Dimethy-2-thiazay)-2 5-
dipharnyl-2 Htetrazolium bromide (MTT/Sigma, USA)
{BetancaurGalvis af al, 1999), The results are expressed
as the parcart of CPE Inhibition in relation to controls
without extracts, Al antviral assays were repeated at
laast three times,

NMR spectroscopy

Bicactive fungal extracts, fractions and pure compounds
wara analysad by NMR spectroscopy ona Varian INOVA
600 MHz spectometar (Palo Alto, CA, USA). "H-NMR
spectra recorded in eithar CDCly or deuterated methanaol
(MeQD) using a standard 'H NMRA pulse program.

Crude extract preparation to bivassay-directed
purification

Five millimetres diameter dug of fungus was place on
20 ml of ¥YM medium at the centre of 500 Petri dishes
(90 mm diameter) and cultured for 15 days at 25 + 2°C.
The fungal cultures wera lyophilized for 72 h, cut in amall
pieces and transtarred to S0ml erlenmayer flasks fol-
lowed by the addition of 50 mi of DCM. Aftar 72 h at room
tempemture, the organic phase was fitared and the
solvent ramoved under rotary evaporation at 40°C. Ini-
tially, 1.312 g of P ehrysogenum UFMGCE 8074 extract
was adsorbed to silica gel and applied to a silica gel
chrematography column (4083 pm, 40 % 150 rrm, 60 A).
For the P chnsogenun UFMGCE 8074 extract the
eluion of the colurm was perdormed usng increasing
polarity midures of hexane/EtOAc in a sedes of three
linear geps as follows: (step 1) 100:0 over 396 ml, (step
2) 100:0 to 40:60 using 2100 ml, and (step 3) 4060
to 0:100 using 600ml Column eluate was collectad
into 27 ml portions and, on the basis of thin layer chroma-
tography (TLC) similarities, recombined into 12 fractions
[(1) 1-17, 37.7mg; (2) 18-20, 162.6mg; (3) 21-25
21.3mg; (4) 26-31, 27.2 mg; (5) 32-35, 200 mg; B)
36-38, 4993 mg (7) 3953, 1834 mg (8) 54-56
15.1 mg; (9) 57-61, 30.3 mg; (10) 62-67, 494 mg; (11)
68-104, 256 mg; and (12) 105-117, 1124.6 mg). Frac-
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fions 8 and 9 were sadected for further investgation basad
on activities in the antimicrobial and antifurgal assays
against C. glabrata, C. krusei, C. neoformans, 5. aunsus,
MRS, E coli and P. aeruginosa. 'H NMR analysis dis-
played the same chemical profile for fradions B8 and 9.
Both fractions wera combinied and 38,6 mg was adsorbad
to dlica gel and appliad to the slica gal chromatography
eournn. The dution of the coumn was performed using
increasing polarty mixtures of hexana/EtOAC in & seres
of feurlinear steps as folows: (step 1) 100:0 over 396 i,
{step 2) 1000 1o 70:30 using 2200 ml, (step 3) 70:30 1o
&0:50 udng G600 ml and (dep 4) 50:50 to 0100 over
400, Cdurmn eluate was cdlected into 25 i porions
and, on the basis of TLC similarities, recombined into &
fractions [(A), 1-84, 6.1 mg; (B), B&81, 2.4mg; (C),
G2-85, 40mg; (D), B6-89, 147 mg; (E), 100-103
7.amg; (F), 104132, 7.4mg]. Fraction E was saected
for further investigation based on activities in the antimk
crobial and antifungal assay against S. aureus, MBS,
E. coli, P. asruginosa, C. albicans, C. glabrata, C. krusei
and C. neoformans. Three compounds weara identified
from Fracion E as ergosterd -5 B-endoperox de as wall as
linolelc ard a-inolenic fatty acids.

Identification of ergostersl endoperoxide

The compound ergostarol-5 B-endopeoxide (fraction E);
'H NMRA (400 MMz in CDCly) 10.98 s (1H), 7.27 d (1H,
J=80),6.79d (1H, J= B.0), 467 (1H), 2 84 (dd, J= 12.0,
12.0, 1H), 270 (dd, J= 12.0, 12,0, 1H), 2.14 5 (3H), 1.54
d (3H, J=4.0). "C NMR (100 MHz in CDCl) 170.3 q,
160.4 g, 13795 1370 g, 124.9 g, 11668, 1080 g,
7548 31.084d 2081 181 . 'H and C NMA data for
fraction E indicated complete agreement with that previ-
ously reported (Cartrall efal, 1999) providing & ructural
confimation as ergostemi-5 B-endoparoxide. 'H and “C
NMR data also indicated the presernce of functional
groups associated with fatty acids signals, Subsaguently
this traction was investigated by fatty acids analysis.

Fatty acid reference standands and methyl ester synthesis

Fatty acids abbrevations used throughout the manuscript
are dentfied in parentheses. [ndividual saturated fatty
acids haxanoic acid (Ced), heptanocic acid (Crd, odanoic
acid{Cua), non-ano i acid (Cag), a nd tidecancic acid (Cyaa)
and individual unsaturated fatty adds undecancic acid
{Cyy ), 1M-dodecancic acid (Cey), 12-tidecandc acid
(Ciaa), H‘Ijl'l"iﬂdhk: add (Cua) and palmitoleic acid (Cias)
were all purchased from Nu-Chek Prep (Elysian, MN,
USA), Decarok acid (Cuwd), undecamok acid (Cnad),
dodecanoic acid (Cize), tetradecancic acid (Ciacd),
haxadecanoic acid (Craa), octadecancic acid (Ciaa), 0laic
acid (C1ai), and linoleic acid (Cyas) ware all purchasadfrom
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Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), Fatty acid methyl
asters used in the analyses of extracts and fractions wera
ather syntheszed from the comesponding free fatty or
analysed as a prembced reference standard from Supeleo
(St Louis, MO, USA), part numbar 18919, Brially, 2.5 g of
KOH was dissolved in 4 m of delonized watar and placad
in tha reaction vessel followed by the addition of 5ml of
athand, A sapamtory funnal containing 2.5 g of diazald
dissolvedin22.5 mlof athar was placedabove tha reaction
vassa, The reaction vessel was wamed to 65°C using a
water bathiollbwed by the drop wise additionofthe diazald
solution aver a parod of 50 min, The receiving flask and
condanser cold finger were coded using a dy-ice/acetone
bath, The co-distilled diazomethana (CH:N;) In ether solu-
fon was stomd In sealed vials at -20°C unil neaded
(Cantrell e al, 2008). Bothinternal and external standards
wiana usad o guanitatve analyss,

GC-FID analysis

GC-FID analysis was pedormed on a Varlan CP-3800
GC. The GC was equipped with a DEB-23 (Agilent Tech-
nologlas) column B0 m = 0.25 mm capillary column, film
thickness of 0.25 pm) operated using the following condi-
fons: injector termperaty re, 270°C; colurm termpe i ra,
130°C held for 1 min followed by 130" to 170°C at 6.5°C
min~* followed by 170-215°C at 2. 8°C min' and hald for
12 min follow ed by 215-230°C at 40°C min' and held for
3 min; injecion vaume, 1 (split 20:1); 3ml mn" con-
stant flow; FID tempemture of 300°C. Fatty acid methyl
estars were identified by injection of commearcially avail-
able standards and compandson of retention times with
that of unknowns, The fatty acids wera quantified by per-
forming area percentage calaulations based on the total
combined FID area. For example, the area for each
reported peak was divided by the total integrated area
tram the FID chromatogram from all reported peaks and
multipied by 100 to arrive at a percentage. The parcart-
age is a percentage by waight mlatve to all other con-
stituarts irtegrated in the FID chromatogram.
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collected rocks (hand samplesy | = Sistone; |l = Typlcal
pyroclastic rock, highlighting the zones accumulation of lithic
fragmen s (dotted yallow raca); Il = Pyrodastc rock, high-
lighting the zones accumulation of lithc fragments (dotted
yallow raca) and zones camantad by caldum (yellow amrow);
IV = Granodiorite. Micmmopholbgical (opteal micmsco pe
photormicrograph) appearance of the: A - slltstone in parallel
nicoks, highlighting the fracture filed by Fe-micmomass; B -
siltstone in crossed polarzed light, C - sitstone in parallel
neok, highlighting the paralial and perpandicular factures; D
- giltstona in parallal nicols, highlightng the some disscluion
featunas in dotted yellow trace (irmegular edges, bays and
aleol); E - pyrodastic rock in parallel nicols, highlighting
the plagicclase (pg), quarz (gz) and phiegophe (ph)

phenoorysts; F = pyrockastic rock In crossed polarized Hght; G
- pyroclastic mck with a memeystalling calelum matrix in
parallal nicols (left) and crossed poladzed light (right); H =
pyroclastic rock in paralisl ncols with orented matrx fommed
by pumiceflow; | and J - pyrodastic rodk in parallal nicols
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assocated by biologlcal colonizatlon (dotted yellow traca); K
= granodiorite in parallel nicoks highlighting the prsance of
plagiodase (pg), amphibole {am), quant z (gz) and K-feldspar
(me); L = grancdiodte in crossed poladzed light highlighting
the comoded minarals.

Fig. 52, Scanning Electron Microscope (SEM) photomicro-
graph from thin s ection showing mineral degraded zona s, with
desolving micro-sites, in matri of pyroclastic rock sample.
Fig. 3. Phyoganatic analysis of the sequences of fungl (in
bod) associated with rocks from Atacama Desart in compark
son with type (T), reference (R) and (OG) out group
sequances deposied in the GenBank database. The trees
wara constructed based on the ITS1-5B5-1TS2 rANA gene
sequances using the maximum composie lkelihood model.
Fig. 84. Fhyogenetic analysis of the sequences of fungl (in
bol) assoclated with rocks from Atacama Dessr in compark
son with wype (T), referance (R) and (OG) out group
sequances deptsited in the GenBank database. The trees
ware constructed based on the f-ubulin rRNA gene
sequences of using the maximum composie lkelihood
model,

Fig. 5. Phylogenatic analyss of the sequencas of lungl (in
bold) assodated with rocks from Atacama Desert in compari-
son with typa (T), raference (R) and (OG) out group
sequances depostted In the GenBank database. The treas
wera constucted based on the polymerasa || rRNA gene
sequences of using the maximum compostte likelihood
modal

Fig. S6. Chamical structures of tha bioadive compounds (a)
Ergostersl endoperoxide, (b) LUinolelc add and (¢) linolenic
add produced by the fungus Penicilium chiysogenum
UFMGCE BO74,

Table 51. Fungal taxa from rocks of Atacama Desert distrib-
uted according 1o thelr alttude and density.

Table $2. Typa and chemical composition (%) of the rocks
from Atacama Desert and diversity indices of the fungal
communitios,

Table S3. Anthungal actvity of the fracton and compounds
obtained from Peniciium chrysogenum UFMGCE BO74.
Table S4. Antbacterial actvity of the facton and com-
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