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RESUMO

Os produtos naturais bioativos tém se destacado como fontes de diversidade quimica,
na busca de estratégias para a descoberta de novas drogas. Neste cenario, Annona
muricata L. é utilizada tradicionalmente no tratamento de doencas inflamatdrias,
infecciosas e do céancer. No entanto, seu potencial antifungico, bem como seu
mecanismo de acao ainda carece de maiores estudos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antifungica do extrato etandlico das folhas de A. muricata contra
uma linhagem de Candida albicans (ATCC® 10231) multirresistente e desenvolver
uma formulacdo a base de carbopol contento o extrato, visando o tratamento de
candidiase vulvovaginal (CVV). Os estudos em células planctonicas foram avaliados
pela curva de crescimento, densidade celular, mecanismo de agdo em envoltério
celular e potencial de membrana mitocondrial.Os ensaios em biofilme, por meio da
analise de proliferacdo e adesao, microscopia eletrénica de varredura, whole slide
Imaging e analise da composicao da matriz polimérica extracelular. Os ensaios in vivo
compreenderam modelos experimentais de CVV testando além de A. muricata, a sua
forma incorporada ao carbopol. Nossas analises indicaram um promissor efeito
inibitério de A. muricata, com capacidade de reduzir o crescimento fungico, bem como
a quantidade de célula. Diante dos estudos de envoltdrio celular, o extrato afetou tanto
a membrana fungica quanto a integridade da parede celular, alterando a viabilidade.
Despolarizagdo da membrana mitocondrial foi indicada apos o tratamento com A.
muricata. Em relacdo aos ensaios em bifilme, uma reducéo da proliferagdo, adeséao e
matriz polimérica de C. albicans foram observados. Os ensaios in vivo demonstraram
que A. muricata livre e incorporado ao gel foram capazes de reduzir a carga fungica,
processo inflamatério e na presenca do carbopol, uma potencializacdo de
mucoadesividade. Sendo assim, A. muricata € potencial antifungico na terapéutica
para infeccbes por C. albicans e a formulacdo a base de carbopol apresentou
capacidade de aplicacdes dermatologicas, proporcionando sua utilizacao futura para
tratamento da CVV. Novos estudos de melhoramento do produto ainda serao
realizados, sendo necessarios para uma melhor compreensao do seu mecanismo e
caracteristicas fisico-quimicas.

Palavras-chaves: Annona muricata. Candida albicans. Carbopol. Candidiase.

Biofilme fungico.



ABSTRACT

Bioactive natural products have stood out as sources of chemical diversity in the search
for strategies for the discovery of new drugs. In this scenario, Annona muricata

L. is traditionally used in the treatment of inflammatory, infectious and cancer diseases.
However, its antifungal potential, as well as its mechanism of action, still needs further
studies. The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of the
ethanolic extract of the leaves of A. muricata against a multidrug-resistant strain of
Candida albicans (ATCC® 10231) and to develop a carbopol-based formulation
containing the extract, aiming at the treatment of vulvovaginal candidiasis (VVC).
Studies in planktonic cells were evaluated by the growth curve, cell density,
mechanism of action in cell envelope and mitochondrial membrane potential. Analysis
of the composition of the extracellular polymeric matrix. The in vivo assays comprised
experimental VVC models testing, in addition to A. muricata, its form incorporated into
carbopol. Our analyzes indicated a promising inhibitory effect of A. muricata, with the
ability to reduce fungal growth, as well as the number of cells. In view of the cell
envelope studies, the extract affected both the fungal membrane and the integrity of
the cell wall, altering viability. Mitochondrial membrane depolarization was indicated
after treatment with A. muricata. Regarding the bifilm assays, a reduction in
proliferation, adhesion and polymeric matrix of C. albicans was observed. The in vivo
assays demonstrated that A. muricata free and incorporated into the gel were able to
reduce the fungal load, the inflammatory process and, in the presence of carbopol, an
increase in mucoadhesiveness. Thus, A. muricata has antifungal potential in the
treatment of C. albicans infections and the carbopol-based formulation showed the
ability to be used in dermatological applications, providing its future use for the
treatment of VVC. New product improvement studies will still be carried out, being
necessary for a better understanding of its mechanism and physical-chemical
characteristics.

Keywords: Annona muricata. Candida albicans. Carbopol. Candidiasis. Fungal

biofilm.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans representa algumas doencgas invasivas em humanos e gera
altos custos de saude em todo o mundo. Tais infecgdes sao consideradas emergentes,
principalmente na populagcao imunocomprometida (CHEN et al., 2020).

Todavia, as escolhas terapéuticas atuais para o tratamento de infecgbes
fungicas invasivas sao limitadas e estdo associados a elevada toxicidade. O
tratamento de patologias invasivas € desafiado pelo numero restrito de drogas
antifungicas disponiveis, com apenas quatro classes diferentes de antifungicos
disponiveis para tratar um grande numero de doengas associadas a fungos (LEE et
al., 2021). Neste momento encontram-se na pratica clinica quatro principais classes
de antifungicos: polienos, azdis, analogos de nucledsidos e equinocandinas (VAN
DAELE et al., 2019).

Embora estes antifungicos estejam disponiveis e utilizados na pratica clinica,
os patégenos fungicos multirresistentes sdo um problema crescente para a saude
publica. Devido a alta incidéncia de infecgbes fungicas causadas por espécies de

Candida e sua crescente resisténcia aos tratamentos antimicrobianos, terapias
alternativas como os produtos naturais tém sido estudadas (EKIERT e SZOPA, 2020).
Neste contexto, a natureza é conhecida desde a antiguidade por oferecer
produtos de importancia medicinal, sendo explorada no tratamento de diversas
doengas (MUSHTAQ et al., 2018). Uma imensa reserva natural de compostos naturais
€ o Brasil, um dos paises com a maior biodiversidade do mundo. Vinculado a esse
arsenal, o pais conta com ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular transmitido entre geragcdes (CARNEIRO et al., 2014).

A relevancia de estudos em compostos bioativos tem assumido um papel
importante na descoberta e no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com
atividade antimicrobiana. Os estudos buscam novas alternativas em produtos
naturais, considerados como uma das maiores fontes de diversidade quimica, o que
permite analisar propriedades fisico-quimicas favoraveis e biolégicas melhoradas,
bem como reduzir efeitos colaterais. As pesquisas sdao exploradas em modelos
biolégicos adequados para a identificagdo de substancias que sirvam de modelo para
o desenvolvimento de novos medicamentos contra varias doengas fungicas, incluindo
candidiase (MUSHTAQ et al. 2018; LIU et al. 2017).



16

Os produtos naturais bioativos despertaram o interesse dos pesquisadores
como bons candidatos a farmacos por apresentarem baixo potencial toxicoldgico e alta
eficacia terapéutica (VALLI et al.,, 2018; VALLE, 2018). Em contrapartida, eles
apresentam uma estabilidade limitada, dependendo das condi¢ées do meio, como a
temperatura, luminosidade e pH. Como forma de melhorar as propriedades fisico-
quimicas dos compostos bioativos e, possivelmente, suas atividades biologicas, o
desenvolvimento de formulagbes mucoadesivas € amplamente utilizado pelas
industrias de cosméticos e medicamentos, visando aumentar a estabilidade quimica,
a taxa de dissolucao, permeabilidade de membrana e biodisponibilidade de moléculas
de baixa solubilidade, potencializando o tratamento da candidiase vulvovaginal
(GRAZIANO et al., 2021; SZENTE & SZEJTLI, 2004). Como alternativa, formulag¢des
com sistemas de entrega de drogas frequentemente utilizam o carbopol para criar géis
biocompativeis, possibilitando a vetorizagdo das substancias nos 6rgaos alvos e,
principalmente, promovendo a mucoadesao necessaria.

Destacamos neste trabalho a espécie Annona muricata L., comumente
conhecida como graviola. Como alvo de estudo utilizamos as folhas, que
tradicionalmente tém sido usadas no tratamento de algumas doengas, como
hipertensao, malaria, doencas inflamatoérias, infecciosas e cancer (ABDUL WAHAB et
al., 2018; GAVAMUKULYA, WAMUNYOKOLI e EL-SHEMY, 2017; KIM et al., 2020).
As atividades biologicas presentes nas folhas estdo relacionadas aos seus
constituintes, que incluem principalmente s acetogeninas, compostos fendlicos,
alcaloides e terpenos (LEITE et al., 2020). Entender o mecanismo de acao dessa
espécie vegetal para as atividades tradicionalmente utilizadas pela polulagdo, como o
tratamento de infeccdes fungicas, se faz necessario.

Assim, como contribuicao inédita dessa pesquisa, foram realizados estudos que
possibilitam a investigacao da atividade antifungica in vitro e in vivo contra linhagens
de Candida albicans multirresistentes, principalmente aos antifungicos dasclasses
azolicos e equinocandinas. Também, foi desenvolvida uma formulagdo contendo o

extrato de graviola, visando ao tratamento de candidiase vulvovaginal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO Candida spp.

Os microrganismos do género Candida spp. sdo eucariéticos desprovidos de
pigmentos fotossintetizantes e possuem parede celular composta basicamente por
glucanas, mananas, quitina e membrana plasmatica fosfolipidica que contém varios
esterdis, com predominio do ergosterol (HALL, 2015). A classificacdo taxonémica é

feita de acordo com a figura 1.

Figura 1 - Taxonomia do género Candida.

Reino Fungi
Divisao Eumycota
Subdivisédo Saccharomycotina
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetidae
Genero Candida

Fonte: Micobank.

Sé&o contabilizadas mais de 200 leveduras do género, estando presentes em
uma grande variedade de nichos ecolégicos, sendo que a grande maioria apresenta
caracteristicas saprofiticas, dentre as quais algumas fazem parte da microbiota
humana e destas, somente 10% causam infecgdo (POLESELLO et al., 2017).

Algumas espécies deste género compreende microrganismos comensais, que
fazem parte da microbiota de pessoas saudaveis. Essas leveduras colonizam com alta
frequéncia o hospedeiro humano, sendo que cerca de 20 a 80% da populagao adulta
saudavel apresenta colonizagado do trato gastrointestinal. A colonizacdo da mucosa
bucal ocorre entre 20 a 40% das pessoas e entre as mulheres a colonizacdo por
Candida spp. na regiao vaginal ocorre entre 20 a 30% (RODRIGUEZ-CERDEIRA et
al., 2020). As taxas de mortalidade em pacientes graves com infec¢des invasivas por
Candida sao altas, variando de 40% a 70%, dependendo da gravidade da infeccao.

Mesmo entre pacientes que recebem tratamento antifungico, a taxa de mortalidade
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pode chegar a 67% (RODRIGUEZ et al., 2017; SALSI et al., 2018). Mais de 90% das
infec¢des invasivas sdo causadas por Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (SALSI et al., 2018).

A forma de levedura é a colonizadora que se encontra presente na superficie
das cavidades bucal, trato gastrointestinal e vaginal, entretanto, ela pode evoluir para
forma de pseudo-hifa a fim de aumentar a captacao de nutrientes presentes no meio
em que se encontra, e posteriormente para hifa, que esta comumente associada a
candidiase oral, gastrointestinal e vulvovaginal, devido a uma maior expressao de
genes de viruléncia (Figura 2). Isto acontece devido a capacidade da forma de hifa em
atravessar as barreiras epiteliais e evadir o sistema imune (POLKE, HUBE e
JACOBSEN, 2015; VILLA et al., 2020).

A transformacao do fungo de comensal para patogénico ocorre principalmente
em pacientes no ambiente hospitalar, onde tem-se o aumento do numero de
procedimentos invasivos, 0 uso intensivo de antimicrobianos de amplo espectro e o
maior numero de pessoas imunocomprometidas. As diversas espécies do género
apresentam variados graus de patogenicidade e sensibilidade a antifungicos e podem
desenvolver mecanismos de resisténcia aos principais antifungicos disponiveis para

uso clinico contra infec¢des, dificultando e limitando o tratamento (VILLA et al., 2020).

Figura 2 - Formas morfoldgicas das espécies de leveduras do género Candida spp.

Leveduras Pseudo-hifas Hifas
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Expressao de genes de viruléncia

Fonte: Adaptado de Chen e colaboradores (2020)
Legenda: Transicdo da forma de levedura até a forma hifal e, consequentemente, o aumento da
expressao dos genes de viruléncia com o decorrer do tempo.
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2.1.1 Candida albicans

C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, o pleomorfismo. A fase
unicelular leveduriforme pode formar hifas verdadeiras. O fungo ainda pode exibir uma
variedade de morfologias durante seu crescimento, formando assim as pseudo-hifas
(HALL, 2015; POLESELLO et al., 2017). Enquanto a hifa € a morfologia que melhor
transpoOe barreiras, devido ao seu desenvolvimento filamentoso, a fase leveduriforme,
por sua morfologia arredondada, € a melhor para a disseminacao eficiente. Em geral,
a forma de levedura predomina durante a coloniza¢dao no hospedeiro sadio, enquanto
as hifas surgem frente a deficiéncia do sistema imune. Portanto, ambas as formas sao
de grande importancia na patogénese, uma vez que elas sdo requeridas em diferentes
situagcdes no hospedeiro (POLKE, HUBE e JACOBSEN, 2015; VILLA et al., 2020;
CHEN et al., 2020).

Apesar de pertencer a microbiota humana, C. albicans é responsavel por mais
de 400.000 infecgdes fungicas invasivas em todo o mundo e é a quarta causa mais
prevalente de todas as infecgées da corrente sanguinea (PAPPAS et al.,, 2018;
NOBLE, GIANETTI E WITCHELEY 2017). A gravidade da infec¢cdo fungica é
frequentemente dependente do estado imunolégico do hospedeiro, com infecgdes da
mucosa ocorrendo em individuos saudaveis e infecgdes da corrente sanguinea em
hospedeiros imunocomprometidos. A maioria dessas infecgbes esta associada a C.
albicans (RIBEIRO et al., 2020; RODRIGUES, RODRIGUES E HENRIQUES, 2019).

Esta espécie possui fatores de viruléncia que auxiliam na infec¢cdo, como:
aderéncia as células do hospedeiro pelas adesinas, por meio de diferentes
glicoproteinas de superficie celular implicadas no processo de adesao em superficies
do hospedeiro (TALAPKI et al., 2020; McCALL et al., 2019; CAVALHEIRO e
TEIXEIRA, 2018); pleomorfismo fungico (CHEN et al., 2020; TALAPKO et al., 2021);
variagao fenotipica (SOLL, LOCKHART e ZHAO, 2003; CALDERONE e FRONZI,
2001); sobrevivéncia dentro de fagoécitos (JONG et al., 2001); modulacao do sistema
imune (por meio de mananas e manoproteinas sao capazes de regular a acdo das
defesas do hospedeiro) (TALAPKO e SKRLEC, 2020); adaptagdo ao ambiente
oxidativo (HROMATKA, NOBLE e JOHNSON, 2005); sequestro de ferro,
principalmente na candidemia (KNIGHT et al., 2005); variacdo de temperatura e do
pH, componentes cruciais para adaptacao a diferentes sitios no hospedeiro (ODDS,
1993); toxinas (MOYES et al., 2016); e enzimas hidroliticas, as principais enzimas
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produzidas sdo as proteinases, que hidrolisam liga¢des peptidicas, e as fosfolipases,
gue hidrolisam os fosfoglicerideos (WIBAWA, 2016).

2.2 RESISTENCIA AOS FARMACOS ANTIFUNGICOS

O uso generalizado e prolongado de antifungicos no tratamento de infecgdes
causadas por Candida spp. tem levado ao surgimento de resisténcia. Isto acontece
porque as células fungicas podem se adaptar a presenga dos antifungicos por meio
de mutacgdes dos alvos moleculares dos farmacos, por meio da expressao de proteinas
alvo e de bombas de efluxo (PARENTE-ROCHA et al., 2017).

A resisténcia da Candida sp. frente aos derivados azdlicos ocorre pelos
seguintes mecanismos: mutacdo do gene ERG11, que codifica a enzima 14-a-
desmetilase, modificando o alvo de agao antifungico e assim ndo havera interagcédo
com o farmaco (Figura 3). Além da super expressao desse gene, que resulta na
producao excessiva da enzima alvo, criando a necessidade de maiores concentragoes
de farmacos dentro da célula (Figura 3) (PFALLER, 2012).

Figura 3 - Mecanismos de resisténcia aos azoélicos

AZOLICOS

. Mutagao do
14-a-desmetilase ) gene ERG11

Ergosterol

e
Lanosterol Citocromo
P450

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: Mutacao do gene ERG11

O mecanismo de resisténcia as equinocandinas sdo diretamente ligados a
mutacdes do gene FKS1, que codifica B - (1,3) - D-glucano sintetase, aterando assim
a sintese B - (1,3) glucanas (Figura 4) (PFALLER, 2012).
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Figura 4 - Mecanismo de ag&o as equinocandinas.

Cadeia de glucana em
desenvolvimento

GTP binding site UDP-glucose

Fonte: ODDS, BROWN e GOW, 2003.
Legenda: Mutacao no gene FKS.

Para os demais, incluindo os azolicos e as equinocandinas, as bombas de
efluxo multidrogas tem sido o mecanismo de resisténcia mais comumente
mencionado. Elas sao proteinas que possuem mecanismo de transporte ativo que
retiram o farmaco de dentro da célula garantindo, assim, sua sobrevivéncia (PRASAD
e RAWAL, 2014). Os transportadores da familia ABC (ATP-Binding Cassette,
codificadas pelo gene CDR) e os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator,
codificadas pelo gene MDR) sao proteinas envolvidas no efluxo de farmacos por
atuarem nas leveduras do género Candida spp. Os transportadores da familia ABC
possuem dois dominios citosolicos denominados de NBDs (Nucleotide Binding
Domains), que sao responsaveis pela hidrolise de ATP, o que facilita a retirada do
farmaco do meio intracelular (Figura 5A). Por outro lado, os transportadores MFS nao
utilizam a hidrélise de ATP, mas um gradiente de protons para expelir os farmacos
(Figura 5B) (PANWAR, PASRIJA e PRASAD, 2008; PFALLER, 2012).
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Figura 5 - Representacao dos transportadores da familia ABC (ATP-Binding
Cassette) e do transportador MSF (Major Superfamily Facilitator). As principais
bombas de efluxo descritas para as leveduras que apresentam resisténcia aos

azolico.

A Loops extracelulares B

o090 DrogaExpelida

Dominios
transmembrana

Fonte: Adaptado de PANWAR, PASRIJA e PRASAD, 2008.

Legenda: (A) Transportador ATP-Binding Cassette mostrando os dominios citosolicos dentro do
citoplasma (NBDs) e os dominios transmembrana instalados na membrana plasmatica da célula
fungica. (B) Transportador Major Superfamily Facilitator instalado na membrana da célula fangica
mostrando o efluxo de uma droga antifungica por meio da diferenga de gradiente de prétons.

2.2.1 Biofilme

Atualmente é preocupante a possibilidade de formagcdo de comunidades
microbianas mistas aderidas a supeficies bidticas ou abidticas densamente povoadas,
conhecidas como biofilmes. Estas sdo comunidades complexas produzidas a medida
gue 0s microrganismos criam seus proprios habitats, formadas por uma ou varias
espécies fungicas e permitem que os microrganismos sobrevivam em ambientes
hostis (FROZI, ESPER e FRANCO, 2017).

A primeira etapa do processo de instalacdo das células fungicas € a
identificacdo e ligacdo as células do hospedeiro. Esta ligagdo é conhecida como
adesao e pode ocorrer tanto em superficies bidticas como abidticas, conduzindo a
formacao de biofilmes. A aderéncia a superficie da célula hospedeira no organismo é
0 primeiro passo na patogénese de C. albicans, permitindo a colonizag¢ao do fungo em
um nicho especifico e o desenvolvimento do processo de infeccao (RIBEIRO et al.,
2020).
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O inicio da adeséao é controlado por fatores ndo especificos como as forgas
eletrostaticas e hidrofobicidade, promovido pelas proteinas especificas da superficie
das células fungicas denominadas adesinas. As adesinas irdao se ligar aos
aminoacidos e acgucares das células do hospedeiro ou as superficies e assim promover
o fenomeno de adesao (TALAPKO et al., 2021).

A segunda etapa ¢é a proliferacdo de leveduras por meio de projecoes de formas
alongadas que irdo originar as hifas ou pseudo-hifas. Em seguida tem-se a maturagao
dos biofilmes onde ocorre o prolongamento continuo das hifas sendo, nesta etapa, que
se comegca a desenvolver a resisténcia aos antifungicos. Por fim, a quarta e ultimaetapa
€ denominada de dispersdao, onde finalmente, as leveduras se desprendem
espontaneamente do biofilme maduro, espalhando-se para outras partes e
desencadeando novas membranas biologicas.visto que se da a liberagao para o meio
de células fungicas ndo aderentes. Todas as etapas ocorrem de forma simultédnea
(Figura 6) (GUO et al., 2017; TALAPKO et al., 2021)

Figura 6 - Modelo de biofilme proposto para a C. albicans.

Aderéncia
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Fonte: Adaptado de Lohse e colaboradores (2018).

Legenda: Células planctdnicas se ligam a superficie. As células aderidas comegcam a se desenvolver
em biofilmes. O desenvolvimento do biofilme leva ao biofiime maturado que inclui o mistura de células
de levedura, hifas e matrix exopolissacaridea.Posteriormente ha dispersdao das células do biofiime
maduro.
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Os biofilmes compreendem uma matriz exopolissacaridea (EPS), que é
responsavel pela coesdao e adesdo das células as superficies e canais para a
circulacao de nutrientes (SOLL e DANIELS, 2016; FROZI, ESPER e FRANCO, 2017).
A matriz pode proteger efetivamente C. albicans da fagocitose das células imunes do
hospedeiro, prevenir drogas antibacterianas e prejudiciais, inibir substancias e manter
a estabilidade dos nutrientes no biofilme. As EPSs também atuam como barreiras de
protecdo para células microbianas em biofiimes, aumentando sua toleréncia a
estresses ambientais, tais como dessecacao, pressao osmotica, radiagao ultravioleta,
sanitizantes e tratamentos antimicrobianos (KIM et al., 2017; WALL et al., 2019).

A patogenicidade de Candida spp. € mediada por uma série de fatores de
viruléncia, um dos quais € a formacéao de biofilmes. A troca fenotipica € um fenédmeno
tipicamente associado a capacidade de formar biofilmes, sedo uma alternagao
morfolégica reversivel de células de levedura unicelulares conhecidas como
blastosporos em pseudo-hifas filamentosas e hifas, que formam o biofilme. Vaginas
de mulheres assintomaticas sao colonizadas por fugos planctonicos, enquanto que um
biofilme é formado no caso vaginites sintomaticas (PEREIRA et al., 2021)

Nas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢gées microbianas correlacionadas
com a formacao de biofilme chega a 65% dos casos (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al.,
2020). Todas as variantes morfolégicas conhecidas: leveduras, pseudo-hifas e hifas
podem crescer em biofilme e geralmente expressam propriedades diferentes das suas
respectivas células plancténicas. A producao de proteases € maior durante a formacéao
de biofilme. Além disso, as células de C. albicans expressam diversos genesque
influenciam na patogenicidade e os produtos desses genes participam nos
mecanismos de adesao, sintese de carboidratos, resisténcia as drogas como as
bombas de efluxo, por exemplo e no quorum sensing, caracterizado como um
mecanismo de comunicagdo intra e interespécies microbianas que propicia aos
microrganismos expressarem alteragdes fenotipicas marcantes quando estes se
encontram em altas densidades populacionais (FOX et al., 2015).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifungicos em relagao aos
biofiimes estdo relacionados com limitacbes difusionais da passagem do agente
antimicrobiano pela matriz extracelular, com alteracdes fenotipicas das células no
biofilme e ainda com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alteragao
do gendtipo das células (GULATI e NOBILE, 2016; PEREIRA et al., 2021). Outro

mecanismo proposto para a resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos € que
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as células associadas ao biofilme crescem significantemente mais devagar do que as
células planctbnicas e, como consequéncia, captam os agentes antimicrobianos mais
lentamente. A estratégia de biofilme contribui para resisténcia de Candida spp.
(ATRIWAL et al., 2021).

Consequentemente, é importante desenvolver agentes antifungicos com um
novo modo de atividade fungicida contra biofiimes de Candida spp. € que nao

provocariam um rapido desenvolvimento de mecanismos de resisténcia.

2.3 CANDIDIASE VULVOVAGINAL

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccado da vulva e vagina causada
pelo crescimento anormal de espécies de Candida spp. Esta condi¢do € uma das mais
comuns diagnosticadas na pratica ginecologica e a segunda infecgao genital mais
comum (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020).

Esta patologia representa um sério desafio a saude publica. Cerca de 70-75%
das mulheres sofrem pelo menos um episodio de CVV durante suas vidas, e metade
evoluirdo em recorréncia. Evidéncias mostram que essa doenga € recorrente em
quase 8% das mulheres 15 a 50 anos. A recorréncia € definida como quatro ou mais
episodios de doenga por ano. Varios estudos relataram que C. albicans continua a ser
a espeécie mais frequentementem e isolada em CVV (76-89%) (YAN et al., 2018).

A infeccdo sintomatica pode resultar de inflamagdo exacerada da mucosa
causada principalmente por crescimento excessivo de fungos na vagina e
subsequente invasdo epitelial e producdao de fatores de viruléncia. Os sintomas
comuns da doencga incluem coceira, queimacao, dor e vermelhiddo vaginal.
Freqlentemente, eles sdo acompanhados por um corrimento vaginal que consiste em
epitélio descamado, células do sistema imunologico, levedura e fluido vaginal
(WILLEMS et al., 2020). Estes sinais e sintomas ndo sdo especificos da CVV e o
diagnostico deve ser confirmado por exames laboratoriais, como a microscopia com
exame de amostras vaginais frescas e o teste do hidréxido de potassio a 10% (KOH)
(MARDH et al., 2002).

Acredita-se que o inicio da maioria dos casos de CVV esteja associado a uma
ampla gama de fatores predisponentes ou eventos desencadeantes do uso de

antimicrobianos, aumento dos niveis de estrogénio (por exemplo, contraceptivos orais
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de alto estrogénio, terapias de reposigcao hormonal, gravidez), diabetes mellitus
descontrolado e atividades sexuais (YANO et al., 2019).

O processo inflamatorio esta associada a falha dos polimorfonucleares (PMNs)
em remover o patdgeno da mucosa vaginal devido a um estado de anergia. Incapazes
de efetuar suas fungdes antimicrobianas e protetoras, os PMNs consequentemente
morrem e liberam seus granulos com mediadores inflamatdrios, que irdo levar ao
quadro inflamatério observado na candidiase. Assim, a presenca de PMNs é
amplamente relacionada a condigéo inflamatéria observada na CVV (YANO et al.,
2018).

Figura 7 - Imagens de manifestag&o clinica de candidiase vulvovaginal.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
Legenda: (A) Colonizagdo externa da regido vulvovaginal. (B) Colonizagdo interna da regido
vulvovaginal.

2.3.1 Mecanismos de acéo dos antifungicos

O tratamento das infecgbes causadas por leveduras do género Candida spp. €
feito por meio do uso de antifungicos. Ainda ha uma escolha limitada entre as classes
antifungicas, tais como os azois, equinocandinas, polienos e analogos de pirimidina.
Eles sao os mais utilizados na pratica clinica e apos descobertos, nenhuma outra
classe foi evidenciada (Tabela 1) (CASTELLI et al., 2014; DENNING e BROMLEY,
2015; CAMPOY e ADRIO 2017).
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Tabela 1 - Principais farmacos antifungicos e seus alvos celulares.

Classe Farmaco Alvo Atividade contra
Candida spp.
Polienos Nistatina Ergosterol Fungicida

Anfotericina B

Fluconazol
Azbis ltraconazol Sintese de ergosterol Fungistatico
Voriconazol Fungicida
Posaconazol
Caspofungina Sintese de B-(1,3) -
Equinicandinas Micafungina D-glucano Fungicida

Anidulafungina

Anélogos de Flucitosina Sintese de DNA e Fungistatico
pirimidina RNA

Fonte: Adaptado de Sardi e colaboradores (2013).

Os azois sao classificados em: imidazodis (apresentam duas moléculas de
nitrogénio do anel azdélico) como miconazol, cetoconazol e econazol; triazdis (trés
moléculas de nitrogénio no anel azdlico), tais como fluconazol, itraconazol; e os
triazois de ultima geracdo, como o voriconazol e posaconazol. Eles sdo amplamente
utilizado para o tratamento de infecgdes superficiais e invasivas, devido a sua
farmacocinética favoravel e seguranca. Tem como alvo de acdo a biossintese do
ergosterol, um componente importante da membrana fungica, inibindo a enzima 14a-
esterol desmetilase (CYP51). O esgotamento do ergosterol e acumulo de metilesterois
toxicos na membrana resultam na alteracdo da fluidez da membrana juntamente com
a interrupcao da atividade de enzimas ligadas a membrana levando a inibicao
crescimento e replicacdo do fungo (ANEJA et al., 2016; CAMPOY e ADRIO 2017).

A equinocandina € a classe mais recente de farmacos antifungicas,
compreendendo a caspofungina, micafungina e a anidulafungina como as principais.
E uma classe de antifingicos altamente seletivos de lipoproteinas que inibem a sintese
das B-(1,3) -glucanas, constituintes da parede celular fungica. Desta forma, irdcausar o
aumento da vulnerabilidade a lise osmética levando, por fim, a morte da célula fungica
(VAN DAELE et al., 2019).

O mecanismo de acéao dos polienos tem como alvo a membrana citoplasmatica,
mais precisamente o ergosterol (esterol principal), fazendo com que haja um aumento

da permeabilidade da membrana celular por produgédo de poros aquosos permitindo,
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assim, a alteragcao do equilibrio eletrolitico. Estas altera¢des irdo resultar na morte da
célula fungica (SPAMPINATO e LEONARDI, 2013; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A anfotericina B e a nistatina sao as principais representantes desta classe e
apresentam uma agao analoga sobre as membranas celulares dos fungos. Estes dois
farmacos antifungicos possuem duplas ligagées multiplas e conjugadas, que as fazem
interagirem preferencialmente com o ergosterol, em vez de reagirem com o colesterol
das membranas celulares dos mamiferos. Estes agentes induzem a lise celular com
consequente morte da célula. Por esse motivo os poliénicos possuem amplo espectro
de acao, possuindo acao fungicidas (ANDERSON et al., 2014; NETT e ANDES, 2016).

Finalmente, os analagos de pirimidina, representados pela flucitosina, tem
como alvo o metabolismo de material genético, alterando a sintese de proteinas
(CAMPQY e ADRIO 2017).

2.4 Annona muricata L.

A. muricata L. popularmente conhecida como graviola é uma planta distribuida
em areas da América Central e do Sul, Africa e sudeste Asia. E membro da familia
Annonaceae que compreende aproximadamente 130 géneros e 2300 espécies. Se
apresenta como uma pequena arvore verde de altura que varia de 4 a 8 m e produz
fruto verde espinhoso (Figura 8). A casca, os frutos, as sementes e as folhas séao
amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de uma grande
variedade de doencas tais como cancer, malaria, diabetes, parasitoses, entre outras
(CHANA et al., 2019; NUGRAHA et al.,2019).
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Figura 8 - Annona muricata L.

Fonte: Adaptado de Abdul Wahab e colaboradores (2018).
Legenda: (A) Arvore; (B) Folhas; (C) Fruto.

Os compostos de grande prevaléncia em A. muricata sdo as acetogeninas
(AGEs) anonaceas. As AGEs sdao uma classe unica de metabolitos secundarios
derivados de 4cidos graxos de cadeia longa da via dos policetideos. Caracterizam-se
geralmente por uma combinacgéo de acidos graxos com uma unidade de 2-propanol
no C-2 que forma um grupamento substitudo metil a,p-insaturado y-lactona (ABDUL
WAHAB et al., 2018). A literatura relata diversas atividades bioldgicas para as AGEs,
incluindo atividades antimalaricas, antiparasitarias e pesticidas. Contudo, as
atividades biologicas das AGE's sao principalmente relacionadas a toxicidade contra
as ceélulas cancerosas e efeitos inibidores contra o complexo mitocondrial.
(MOGHADAMTOUS et al., 2015). Ao longo dos anos alguns constituintes foram
isolados, como anomuricina A, anomuricina B, anomuricina C, muricatocina A,
muricatocina B e muricatocina C (WU et al., 1995a, b, c). Zeng et al. (1996) isolaram
anopentocina A, anopentocina B, anopentocina C, cis-anomuricina-D-onas e trans-
anomuricina-D-onas das folhas de A. muricata. Anonacina, anonacina A, anonacina
B, anonacina-10-ona, muricatalicina e muricatalina foram isoladas e identificadas por
Yu e colaboradores (1997) (Figura 9).



Figura 9 - Principais acetogeninas presentes em A. muricata
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: a) Anomuricina; b) Muricatocina; c) Anopentocina; d) Anonacina; e) Muricatalina.
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Segundo o National Cancer Institute (NCIl) as AGEs ligam-se ao(s) sitio(s)
catalitico(s) da ubiquinona no NADH mitocondrial: ubiquinona oxidoredutase
(complexo |) e bloqueiam a cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria. Além
disso, as AGEs se ligam e bloqueiam a atividade da NADH oxidase ligada a
ubiquinona, uma enzima superexpressada nas membranas plasmaticas das células
cancerosas. Isso inibe a producao de trifosfato de adenosina (ATP), diminuindo seu
nivel intracelular e induz a apoptose das células tumorais. Em comparagcdo com as
células normais, as células cancerosas tém maiores demandas de ATP. As AGEs
também inibem a glicose desidrogenase microbiana.

Verificou-se que as AGEs purificadas, tais como anocatacina ou anocatalina,
induzem citotoxicidade significativa em células cancerosas hepaticas de Hep G2 e Hep
2,2,15in vitro. No cancer de mama, a citotoxicidade pode ser induzida em célulasMCF-
7 usando diversar AGE's purificada. As AGE's induzem citotoxicidade em uma
variedade de outros canceres como o de préstata, colorretal, pulmonar, leucemia,
renal, pancreatica, hepatica, e cancros orais. Sendo verificado que o extrato etandlico
das folhas de A. muricata, induzem uma maior toxicidade em células MCF-7 e MDA,
COLO-205 e DLD-1 colorrectal, H-460 de pulm&o, K562 leucémico e ECV-304. (RADY
et al., 2018)

Diversos estudos apontam que as folhas de A. muricata sdo uma importante
fonte de flavonoides. Geralmente, os flavondides encontrados nas folhas de A.
muricata estdo sob a forma de flavonoides glicosilados ou flavondides glicosideos.
Esses compostos possuem acao antioxidante, combatendo radicais livres,
propriedades que sao conferidas pelos grupos fendlicos OH, e as duplas ligacdes
presentes na sua estrutura quimica fundamental. (MANRIQUE-DE-LA-CUBA et al.,
2019). Na literatura encontramos a rutina, campferol-3-O-rutinosideo e campferol-3-
O-robinobiosideo como os flavonoides mais encontrados (YANG et al., 2015)

Fofana et al. (2012) realizou uma investigagdo mais aprofundada sobre o
conteudo de alcaldides das folhas de A. muricata usando cromatografia em coluna de
silica gel. A reticulina e a cureximina sao os alcaléides mais abundantes em A.
muricata (LEBOEUF et al., 1982), e as folhas continham a maior concentracdo de
alcaléides em comparagdo com as raizes, caules e frutos (FOFANA et al., 2012).

A. muricata tornou-se um tema interessante na procura de novos agentes
terapéuticos. Estudos recentes realizados por Pinto e colaboradores. (2017)

investigaram a agao antibacteriana do extrato metandlico de folhas de A. muricata
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(LMA). LMA foi testado contra varias cepas de bactérias, sendo ativa contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas, ressaltando uma maior atividade contra

Staphylococcus aureus, Salmonela typhimurium e Enterococcus faecalis.

2.5 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGOES

A primeira fase do desenvolvimento de uma formulagdo é gerar uma ideia
promissora que ira direcionar para a elaboragédo do produto que apresente vantagens
e melhoramento em todos os aspectos para o consumidor final. E necessario
compreender os mecanismos de acao dos compostos que irdo compor a formulagao
e avaliar processos envolvidos no desenvovimento do produto (COSTA et al., 2018).
Cada substéancia apresenta caracteristicas especificas que devem ser
consideradas antes do desenvolvimento da formulagdo, como por exemplo a
solubilidade, a velocidade de dissolucédo e a forma das particulas. Para substancias
que oxidam com facilidade, por exemplo, deve-se adicionar o adjuvante
farmacotécnico antioxidante. Assim como para os que sofrem degradacao na
presenca de luz, a fotoprotecdo deve ser garantida para evitar a decomposicao
(VOGEL et al., 2020).

Dentre os métodos, a aplicagdo de formulagdes topicas com propriedades
mucoadesivas é amplamente aceita para o tratamento de candidiase vulvovaginal. A
penetracdo na pele de substancias ativas apos aplicacdo topica € diretamente
proporcional a suas propriedades mucoadesivas. A baixa solubilidade no veiculo é
uma limitagdo para a maioria das substancias ativas em preparagoes topicas (THAPA
et al., 20200.

O potencial quimico de uma substancia pode ser aumentado utilizando
formulagbes que utilizam de tecnologias que tem como objetivo melhorar a
solubilidade do produto em meio aquoso, a biodisponibilidade dos compostos ativos
através do aumento da estabilidade quimica, vetorizacao das substancias nos 6rgaos
alvos, protegendo contra fixacdo em tecidos e orgaos indesejados, o que tende a
reduzir efeitos téxicos, além de contribuir para reducdo dos custos de produgao
(RUDNICKA et al., 2021).
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2.5.1 Carbopol

O Carbopol € um polimero derivado de poli(acido acrilico) de alto peso
molecular. Devido a sua hidrofilicidade e nao reatividade com outros componentes em
uma férmula, tem sido utilizado pela industria farmacéutica em formulacgdes liquidas e
semi-solidas, como agente espessante, emulsionante, viscosificante, suspensor ou
gelificante e principalmente, mucoadesivo (GRAZIANO et al., 2021; SHAFIEI et al.,
2018).

Na sua forma granulada, a molécula do carbopol € extremamente enovelada.
Quando hidratada, a molécula forma uma disperséo aquosa cujo pH varia entre 2,8 e
3,2. Os grupos carboxilios (COOH) da cadeia principal se dissociam em um COO- ,
fixo na cadeia principal e um H" livre no meio. A atracao eletrostatica mantém os ions
livres aprisionados entre as cadeias do polimero e aumenta a pressdo osmotica do
sistema. Para obter o espessamento é necessaria a neutralizagdo com bases, como
o hidréxido de sédio ou aminometilpropanol (AMP) (CORREA et al., 2005). Com a
elevacao do pH, os grupos carboxilicos se ionizam, e a mutua repulsao eletrostatica
expande as cadeias, favorecendo o inchamento.

A formulagdo com sistemas de entrega de drogas frequentemente utiliza o
carbopol para criar géis biocompativeis, possuindo a capacidade de absorver muitas
vezes 0 seu peso em agua e, assim, de produzir géis claros e transparentes que
seriam excelentes candidatos a formulagdes para o tratamento da candidiase
vulvovaginal (BHAT et al., 2016; HAMZAVI et al., 2017; MEKA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica do extrato etandlico das folhas de Annona muricata
L. (AME) na sua forma livre e incorporado a uma formulagdo a base de carbopol,

visando o tratamento de infec¢des fungicas causadas por Candida albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar as substancias presentes em AME por meio de UFLC-QTOF-MS;

e Determinar a Concentracao inibitéria minima (CIM) e a Concentracao fungicida
minima (CFM) de AME frente uma linhagem padronizada de C. albicans;

e Avaliar o efeito de AME sobre a curva de crescimento microbiano e densidade
celular de uma linhagem padronizada de C. albicans;

e Elucidar o mecanismo de acado de AME frente uma linhagem padronizada de
C. albicans em ensaios destinados ao envoltorio celular, atividade metabdlica
e potencial de membrana mitocondrial;

e Avaliar a atividade in vitro de AME nas fases de adesdo e proliferacdo de
biofilmes pré-formados por uma linhagem padronizada de C. albicans;

e Investigar a acdo de AME sobre a matriz polimérica de biofilmes pré-formados
por uma linhagem padronizada de C. albicans;

e Desenvolver de formulagcdes a base de carpobol contendo diferentes
concentragdes de AME;

e Realizar a caracterizagcdo reologica das formulacées a base de carpobol
contendo diferentes concentracées de AME;

e Avaliar a atividade antifungica in vivo em modelo animal de candidiase
vulvovaginal, utilizado AME na sua forma livre e incorporado a uma formulagéo

a base de carbopol.
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4 DIVISAO DOS CAPITULOS

Para melhor compreenséo este trabalho foi dividido em trés capitulos apresentados
na forma de dois artigos cientificos e uma patente. O primeiro artigo ja publicado na
revista Journal of Ethnopharmacology (DOI:
https://doi.org/10.1016/].jep.2022.115856) e o segundo, a ser submetido para a

mesma revista. A patente foi enviada para o Centro Regional de Inovacédo e

Transferéncia de Tecnologia (CRITT) para registro de depdsito.
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5 CAPITULO 1 — ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO ETANOLICO DE A.
muricata CONTRA C. albicans MULTIRRESISTENTE: ACAO EM
ENVOLTORIO CELULAR DE CELULAS PLANCTONICAS FUNGICAS (ANEXO
.

ARTIGO 1

Antifungal Annona muricata L. (soursop) extract targets the cell envelope of

multi-drug resistant Candida albicans

Publicado narevista “Journal of Ethnopharmacology”
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Abstract

Etnopharmacological relevance: Annona muricata L. (soursop) is traditionally used in
the treatment of inflammatory diseases, cancer, and infections caused by fungi. The
therapeutic activity explored by its medicinal use is generally associated with its
phytoconstituents, such as acetogenins and alkaloids. However, its potential antifungal
bioactivity as well as its mechanism of action remains to be established.

Aim of the study: To evaluate the antifungal activity of the ethanolic extract of A.
muricata leaves against multidrug-resistant Candida albicans (ATCC® 10231).
Material and methods: Phytoconstituents were detected by UFLC-QTOF-MS. The
minimum inhibitory concentration was determined, followed by the determination of the
minimum fungicidal concentration. For planktonic cells, the growth curve and cell
density were evaluated. Studies to understand the mechanism of action on the cell
envelope involved crystal violet permeability, membrane extravasation, sorbitol
protection, exogenous ergosterol binding assay, metabolic activity, and cell viability.
Furthermore, mitochondrial membrane potential was assessed.

Results: Our analyses demonstrated a significant inhibitory effect of A. muricata, with

the ability to reduce fungal growth by 58% and cell density by 65%. The extract affected
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both the fungal plasma membrane and cell wall integrity, with significant reduction of
the cell viability. Depolarization of the fungal mitochondrial membrane was observed
after treatment with A. muricata. Rutin, xi-anomuricine, kaempferol-30-rutinoside,
nornuciferine, xylopine, atherosperminine, caffeic acid, asimilobine, s-norcorydine,
loliolide, annohexocin, annomuricin, annopentocin, and sucrose were identified as
extract bioactive components.

Conclusions: Our findings show that the A. muricata extract is a source of chemical
diversity, which acts as a potential antifungal agent with promising application to the

therapy of infections caused by C. albicans.

Keywords: Antifungal activity; Annona muricata; Candida albicans; chemical diversity;

fungal cells; cell viability

1. Introduction

Candida albicans is a microorganism of clinical importance in invasive human
diseases and generates high healthcare costs worldwide. These infections are
considered emerging, especially in the immunocompromised population (Chen et al.,
2020). However, current therapeutic choices for the treatment of invasive fungal
infections are limited and are associated with high toxicity (Van Daele et al., 2019).

The restricted number of antifungal drugs available challenges the treatment of
invasive pathologies. Currently, only four different classes of these drugs are used to
treat numerous fungus-associated diseases: polyenes, azoles, nucleoside analogues,
and echinocandins (Gintjee et al., 2020). Fungal pathogens are increasing their
multidrug resistance properties and evolving virulence factors, which is particularly
problematic in clinical settings (Jamiu et al., 2021). Alternative therapies such as
natural products have been studied and directed towards understanding mechanisms
of action, epidemiology, antifungal resistance, and pathogenesis. Such models have
become relevant due to the high incidence of fungal infections caused by Candida
species and their increasing resistance to conventional treatments (Newman et al.,
2017).

Annona muricata L. is a tropical plant fruit species that belongs to the Annonaceae
family and is commonly known as soursop. In India and tropical America and Africa,

A. muricata is extensively used as an ethnomedicine against a variety of human
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ailments and diseases, especially cancer, diabetes, rheumatism and parasitic
infections (Moghadamtousi et al, 2015,), in addition to other uses (Moghadamtousi et
al, 2015, Quilez et al., 2018, Coria-Téllez et al., 2018; Gavamukulya et al., 2017).
Extracts and phytoconstituents of A. muricata are considered to have multiple
beneficial effects with potential antimicrobial, anti-inflammatory, anti-protozoal,
antioxidant, insecticidal, and larvicidal activities (Coria-Téllez et al., 2018;
Gavamukulya et al., 2017; Kim et al., 2020; Quilez et al., 2018). These activities are
associated with compounds found in fruits and leaves, mainly acetogenins, phenolic
compounds, alkaloids, and terpenes (Leite et al., 2020). Cytotoxic effects for tumor
cells, hepatoprotective and hypoglycemic activities also are reported for A. muricata
natural compounds (Mishra et al., 2013; Adewole et al., 2009, Kim et al., 2020).

Few previous studies have shown the fungicidal property activity of extracts and
fractions of A. muricata against Candida species, including C. albicans strains, in vitro
(Pai et al., 2016; Cesar et al, 2021). However, the mechanism of action of A. muricata
extracts against C. albicans, especially multidrug-resistant strains, remains to be
established. Here, we investigate the antifungal activity and mechanisms of action of

ethanolic extract of A. muricata (AME) against a multidrug-resistant C. albicans strain.

2. Material and methods

2.1 Plant material

The leaves of A. muricata L. were collected in March 2018, in the city of Recreio,
Minas Gerais, Brazil, at the following coordinates 19-52" 30,8"" S; 43°58" 31,7"" with
license number A032F41-23 SISGEN/BRAZIL. Dr. Vinicius Anténio de Oliveira Dittrich,
from the Botany Department of the Federal University of Juiz de Fora (UFJF),made the
identification of the plant. Voucher specimens (CESJ 46006) of the plant parts were
deposited in the Leopoldo Krieger Herbarium at UFJF.

2.2 Preparation of the extract
The leaves from A. muricata L. were dried in an oven with forced air circulation
at 40°C and pulverized to obtein a dry plant material (6.5g). A static maceration was

performed with ethanol as a liquid phase, at room temperature to extract the material.
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The extract was concentrated by reduced pressure evaporation, obtaining the

ethanolic extract of A. muricata (AME) 6.6% yield.

2.3 Ultra-fast liquid chromatography-Quadrupole time of flight mass spectrometry
(UFLC-QTOF-MS) analysis

AME (5 mg) was analyzed by ultra-fast liquid chromatography coupled with
mass spectrometry in the positive ion mode using a Shimadzu UFLC (Nexera model)
and a Bruker mass spectrometer (QTOF Compact model) with an electrospray
ionization source. The mobile phase employed was water acidified with formic acid, pH
= 3 (phase A), and methanol (phase B), the injection flow rate was 0.4 mL/minute with
a running time of 12 minutes. The column used was a Kinetex 2.6 um, C18-100A,100
mm x 3.0 mm. The chromatographic run began with 40% of phase B, increasing to 70%
of B at 8.20 minutes and 95% of B at 9.70 minutes. Subsequently, the mobile phase
was returned to 40% B at 10.20 minutes, to re-equilibrate the column, followingup to
11.50 minutes, the running ended in 12 minutes. The ionization conditions were set as
follows: electrospray voltage of the ion source 40 V, a capillary voltage 4500 V,and a
capillary temperature of 220 °C. The full scan mass acquisition was performed by

scanning from 100 up to 1000 m/z range.

2.4 Fungal strain

The studies were performed using the C. albicans species (ATCC 10231),
characterized for having resistance to itraconazole, voriconazole, anidulafungin and
fluconazole (ATCC, 2017). Professor Marcelo Gonzaga de Freitas Araujo from the
Universidade Federal de Sao Joao del Rey, campus Centro Oeste Dona Lindu, kindly
provided this microorganism for the study. The strain was cultured overnight at 35 °C
in RPMI-1640 culture media before each experiment. All experiments and following

analyzes were done in triplicates.

2.5 Minimum inhibitory concentration (MIC)

MIC was determinated by assay using the protocol described by CLSI (CLSI
modified, 2017). The tests were performed using RPMI 1640 media. Yeasts were
grown overnight at 35°C on Sabouraud Dextrose Agar (SDA). In 96-well microplates,

successive microdilutions of 1000 to 7.8 pg/mL were performed. For this preparation,
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stock solutions of 2.5 mg/mL in Dimethyl sulfoxide (DMSO) 1% were used. In
microplates that already contained 100 uL of RPMI 1640, 80 pL of this stock solution
was added. The final volume of 200 uL was completed by adding 20 pL of inoculum
(3x10° CFU/mL), based on the standard 1.0 McFarland scale. The plates were
incubated at 35°C for 24 hours. A growth control (RPMI 1640 + extract) were
simultaneously performed. Nystatin (10 to 0.16 pug/mL), fluconazole (10,000 to 39
pug/ml), and itraconazole (400 to 3.2 pg/mL) were used as positive controls. DMSO
solvent control was also performed. The MIC was calculated by the lowest dilution that
shows a complete inhibition of the strain on which the tests were performed. All tests

were performed in duplicate.

2.6 Minimum fungicidal concentration (MFC)

Aliquots of 10 pL were taken from the plate samples in the wells without visible
growth in the MIC assay. The removed aliquots were streaked onto ASD plates, which
were then incubated at 35°C for a period of 24 hours. All tests were done in triplicate.
The MFC is reported as the lowest concentration of the extract capable of causing

yeast death (Lemos et al., 2020).

2.7 Fungal killing assay

AME was tested to determine the growth curve for C. albicans. Freshly grown
fungal strains were inoculated into tubes containing RPMI 1640 media supplemented
with AME at 35°C. Absorbance was measured at 560 nm at 0, 4, 8, 12, 24, 30, 36, 48,
60 and 72 hours. Graphs of turbidity versus incubation time were plotted. Growth rate
curves were studied to evaluate signs of fungicidal effect of AME. Nystatin was used
as positive control. Fungal strains inoculated in RPMI 1640 served as the growth

control. The procedure was performed in triplicate (Lemos et al., 2020).

2.8 Fungal cell density

Fungal counts were performed in cytocentrifugation separation based on Silva
et al. (2014), using a marker that binds to DNA double strand and emits a blue
fluorescence, called 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Joux and Lebaron, 2000).
Strains of C. albicans were inoculated in RPMI 1640 media tubes containing AME (MIC
value), then incubated at 35°C for 24 hours. The microorganisms that were inoculated

in RPMI 1640 were used as growth control and the positive controls were incubated
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with nystatin (MIC value). Samples were stained with DAPI at a final concentration of
5 pg/mL, fixed with 4% formaldehyde and prepared in a cytocentrifuge (Shandon
cytospin 4, Thermo Electron) at 452g for 10 minutes at high acceleration. A
fluorescence microscope (Olympus BX-60) was used to count the yeast cells on the
slides in 10 random fields at 1000x magnification using immersion oil. For fungal
quantification the following formula was used: (nxa)/(Vxa), in which n=number of cells
counted, a= area of the grid counted, and V= sample volume x volume counted/total

volume. Analyzes were performed in triplicates.

2.9 Cell envelope studies

2.9.1 Measurement of permeability with crystal violet

Crystal violet (CV) assay was performed as described by Campos et al. (2018)
for the evaluation of membrane permeability changes. Thereafter, freshly grown fungal
lines in RPMI 1640 media were inoculated into tubes supplemented with AME and
nystatin (MIC value) at 35°C temperature, then incubated for 4 hours. The fungal cell
suspensions were centrifuged at 1000g /10 minutes and the pellet was resuspended
in 10 pg/mL crystal violet solution and subsequently incubated for 10 minutes at 35°C.
A spectrophotometer (Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) with a
wavelength of 570 nm was used to measure the optical density (OD) of the supernatant
obtained from the centrifugation of the samples (1000g/15 minutes). For the growth
control, the OD of the supernatant of the normal group of untreated cells was used.
The OD value of the crystal violet solution was taken as 100%. Analyzes were
performed in triplicates. The following formula was used to express the percentage of
crystal violet uptake: (OD value of the sample / OD value of the CV solution) x 100 =

percentage violet crystal uptake.

2.9.2 Nucleotide leakage

The methodology was performed according to Campos et al. (2018). C. albicans
was incubated in RPMI 1640 media at 35 °C for 24 hours. Subsequently, the culture
was centrifuged at 1000 rpm for 5 minutes, washed and resuspended in 10 mM
Phosphate-buffered saline (PBS) solution (pH 7.4), reaching a final density of 3 x 108
CFU/mL. The microorganisms were incubated with AME and nystatin (MIC value) at

different times (0, 1, 2, 3, and 4 hours). As a control, we used cells incubated with 10
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mM PBS (pH 7.4). Supernatants obtained from the suspensions were centrifuged at
3000 rpm for 15 minutes and analyzed at 260 nm. Only at 4 hours, total proteins were

quantified by the Lowry method (1951). The procedures were performed in triplicate.

2.9.3 Ergosterol effect assay

The MIC of AME was determined according to the methodology of Khan et al.
(2013) and Leite et al. (2014). In a 96-well microplate, containing ergosterol-enriched
RPMI 1640 media (400 pg/mL), serial microdilution was performed. A dilution of the
AME stock solution was performed at concentrations ranging from 16.000 to 25 pg/mL.
For the positive control, nystatin (100 to 0.78 pg/mL) was used. After 24 hours of
incubation at 35°C, the MIC values were determined. All tests were performed in

duplicate.

2.9.4 Sorbitol protection assay

To evaluate the osmoprotection of sorbitol, a model described by Frost et al.
(1995) and Khan et al. (2013). In a sterile 96-well microplate containing RPMI 1640
media enriched with 0.8 M sorbitol, serial microdilution was performed. The stock
solution of AME was diluted at concentrations ranging from 16000 to 125 pg/mL. The
determination of the MIC values was done after incubation for 24 hours at 35°C. All

tests were performed in duplicate.

2.9.5 Cell viability

Plasma membrane integrity was assessed by the method described by Lee et
al. (2015). The fungal cell suspension (3 x 106 CFU/mL) was treated with AME or
nystatin, with a final concentration equivalent to MIC, for 4 hours and incubated at 35
°C. The treatments were performed in triplicate. Cells were washed with Hank's
Buffered Salf Solution HBSS (1500 rpm for 5 minutes) and incubated with 1.25 pg/mL
of propidium iodide (PI). The incubation time was 30 minutes. The effect of treatments
on the cell envelope was evaluated using the FACSCanto Il flow cytometer with the
acquisition of 10,000 events. In the analysis of the data through the software FlowJo®,

the percentage of positive cells for the IP was determined.
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2.9.6 Cellular metabolic activity

Yeast viability was assessed by intracellular metabolic activity by the
LIVE/DEAD Yeast Viability kit (Molecular Probes), which consists of two fluorescent
markers, FUN-1 and Calcofluor White (CW). C. albicans strain was inoculated into
RPMI 1640 media tubes containing AME (MIC value) and incubated for 24 hours at
35°C. For growth and positive controls, fungi were inoculated in RPMI 1640 or nystatin
(MIC value), respectively. All the treatments were performed in triplicate. Yeast
suspensions (1 mL of each sample, n = 3) were stained with 1 uL of FUN 1 and 5 pL of
CW. After incubation at 35°C for 30 minutes in the dark, slide samples were preparedby
cytocentrifugation (Shandoncytospin 4, ThermoElectron) at 452g for 10 minutes
(SILVA et al. 2014). The resulting slides were analyzed by fluorescence microscopy
(BX-60, Olympus) and.yeast cell counts were done by using both the U-MWU2
fluorescent filter (CW) and the U-MWB filter (FUN-1). The proportion of viable
active/non-viable inactive yeasts were determined by differential cell counting in 10

random fields.

2.9.7 Mitochondrial membrane potential (MMP)

MMP was determined using tetramethylrhodamine (TMRE), a probe used to
label active mitochondria (Tian et al., 2017). The fungal cell suspension (3 x 106
CFU/mL) was treated with AME or nystatin (both with concentrations relative to the MIC
value) for 4 hours. To control the experiment, the standards carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazone - FCCP (10 uM) and oligomycin A (15 pg/mL) were
used in cultures for 10 minutes before incubation with TMRE. Cultures incubated with
buffer alone were used as treated and untreated growth controls. After exposure, cells
were centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes, washed with HBSS buffer and incubated
with 20 uM TMRE at 35 °C for 30 minutes. After labeling, the material was again
centrifuged and resuspended in HBSS buffer. The average fluorescence intensity (MFI)
of the suspensions were quantitatively analyzed in a FACSCanto Il flow cytometer
(Becton & Dickinson) with 10,000 acquired events. The assays were carriedout in

triplicate and the FlowJo® program was used for the analyses.

2.10 Statistical analysis
The statistical analysis used to compare the positive control and treated groups
(AME and nystatin) was performed by ANOVA followed by the Bonferroni test
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(P<0.05), using Prism 6.0.1 software (GraphPad software, San Diego, CA, United
States).

3. Results

3.1 Chemical analysis of AME by UFLC-QTOF-MS
The chromatographic profile obtained by UFLC-QTOF-MS was acquired and

14 compounds were identified as described in Table 1.

3.2 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration
(MFC)

The minimum inhibitory concentration (MIC) value for AME was 1,000 pg/mL. In this
concentration, AME showed fungistatic effect against C. albicans. The MIC values
obtained for fluconazole, itraconazole, and nystatin were 10000, 200, and 2.5 pg/mL,
respectively. These results evidenced a resistance by C. albicans for fluconazole and

itraconazole, and sensitivity for nystatin.

3.3 Fungal killing assay

The fungal growth kinetics of C. albicans was acquired through optical density (600
nm) for 72 h (Fig. 1A). Analyses of area under the curve showed a significant reduction
of fungal growth in AME and nystatin treatments in comparison with growth control
along 72 h (P <0.05; Fig. 1B). Fungi treated with AME reduced their growth around
58% when compared to the growth control (Fig. 1B). Indeed, both treatments, AME and
nystatin, extended the lag phase (between 4 and 12h) and induced a decrease inthe

growth cycle curve ( in log phase) when compared to the growth control (Fig. 1A).

3.4 Fungal cell density
Using fluorescence microscopy, we investigated the effect of AME on cell
density (Fig. 1C). Quantitative analyses showed that yeast cell density was significantly

reduced in 65% and 63% for AME and nystatin treatments, respectively (P <0.05).
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3.5 Measurement of permeability with crystal violet
Our data indicate a growth in fungal cell permeability evidenced by the increase
in CV uptake (Fig. 2A). After treatment with AME the CV uptake increased in 3.6-fold

when compared to the growth control (P <0.05).

3.6 Nucleotide leakage

The effect on cell permeability can be evaluated by measuring the release of an
intracellular component (nucleotides) into the medium from cells washed in buffer. The
release of nucleotides from C. albicans was highest when these cells were treated with
AME and nystatin already in the first hours of treatment (Fig. 2B). Upon treatment with
AME, a 6-fold increase was obtained when compared to control (P <0.05). Analyses
of area under the curve showed a significant an increased extravasation of extracellular
fungal components in AME and nystatin treatments in comparison with growth control
along 4 h (P <0.05; Fig. 2C). At the end of the 4 hours of treatment withAME and
nystatin, we can also observe a greater release of proteins, indicating extravasation to

the extracellular medium (Table 2).

3.7 Ergosterol and sorbitol protection assays

These assays evaluated the ability of AME to disrupt the fungal cell wall and
membrane, which form the cell envelope. An increase in the MIC value was observed
in both assays (Table 3), indicating that AME has a possible activity on the structures

that make up the cell envelope.

3.8 Cell viability

The ability to damage the cell envelope was assessed by Pl after treatment with
AME. A change in cell profile was clearly observed when compared to control, when
analyzing the parameters of size and granularity (Fig. 3A and 3B). The fluorescence
intensity was mainly increased when C. albicans was treated with AME. Fig. 3C shows
a change in fluorescence intensity in the histograms after treatment of the fungal cells
with AME. 38% and 14.5% of the cells were damaged and internalized PI for AME and
nystatin, respectively (Fig. 3D) (P <0.05). AME significantly increased the amount of
unviable fungal cells when compared to control and nystatin treated group (Fig. 3E) (P
<0.05).
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3.9 Cellular metabolic activity

Metabolic activity analyses was performed using the LIVE/DEAD Yeast Viability
kit®. By CW staining visualization by fluorescence microscopy (Fig. 4A) we noticed that
AME and nystatin significantly reduced the humber of yeast cells with intact cell wall
when compared to control (23% and 45%, respectively) (Fig. 4B) (P <0.05). AfterFun-
1 staining yeast cells with a full metabolic activity were seen as bright green cellswith
CIVS stained in red (Fig. 4C and 4Ci, arrowheads). Quantitative analyses undera
fluorescence microscope showed that treatment with nystatin and AME led to a

significant reduction of the metabolic activity of yeast cells (Fig. 4D).

3.10 Mitochondrial membrane potential (MMP)

TMRE allows the labeling of active mitochondria. AME treatment alters the
fungal cell dispersion profile when compared to control (Fig. 5A and 5B) Cytometer
analyses of the cells provide different fluorescence intensity data, which treatment with
the extract was able to decrease this intensity compared to the control (Fig. 5C). Both
AME and nystatin caused a depolarization in the mitochondrial membrane, leading to
inactivation of mitochondria, where AME and nystatin significantly reduced by 79% and

81% the fluorescence intensity when compared to control (Fig. 5D) (P <0.05).

4. Discussion

There are several mechanisms that lead C. albicans to "escape" the action of
conventional antifungal drugs, such as overexpression of efflux pumps and alteration
of the cell membrane and biofilm formation, which are the most dominant resistance
strategies (Hans et al., 2019). Thus, the focus of this work was to study possible
mechanisms of action of the ethanolic extract from A. muricata leaves (AME), targeting
the treatment for infections caused by this species and the possibility of reducing these
virulence factors.

Initially, the antifungal activity was evaluated by determining the MIC, which
corresponds to the lowest effective concentration of the sample that inhibits visible
fungal growth after an incubation period. The minimum fungicidal concentration
corresponds to that concentration capable of preventing the growth of a microorganism

in subcultures free of antimicrobial substances, which predicts the death and fungicidal
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action of the sample (Belanger and Hancock, 2021). Our results showed that AME has
promising antifungal activity with fungistatic effect at MIC value.

We analyzed the behavior of C. albicans in the presence of AME and nystatin on
MIC values. Monitoring fungal growth and death on the action of compounds are often
used to understand antimicrobial action over time (Foerster et al., 2016). As nystatin,
AME showed a potential to delay the adaptation phase by interfering with the initiation
of cell division, repairing some molecular damage, or changing the synthesis of cellular
components necessary for its normal growth (Freire et al., 2017; Lemos et al., 2018;
Toledo et al., 2020). In the log phase, characterized by accentuated growth and high
metabolic activity, a decrease in this stage was detected as a response to the extract
treatment, indicating an interference with cell integrity, unlike nystatin, which
maintained growth (Campos et al., 2018). A reduction in cell density was clearly
associated with the decrease in the growth curve of C. albicans after treatment with
AME (Fig. 1C).

AME was effective in injuring the fungal cell envelope (Fig. 2). The increase in
membrane permeability was observed when there was a greater uptake of crystal violet
after incubation with AME, which was superior to the treatment with nystatin.
Hydrophobic crystal violet exhibits low penetration in normal cells, however, in cells
with damage to the cell envelope there is accumulation. Therefore, cellular uptake of
crystal violet is easily increased when the envelope is defective, but is not detected
when intact (Baena-Santillan et al.,, 2020). The leakage of cytoplasmic materials
indicates damage to the fungal cell envelope (Lee and Kim, 2015; Zori¢ et al., 2017),
being confirmed and superior when compared to nystatin after treatment with AME. In
addition to the nucleotide permeability, protein release into the extracellular
environment can also serve as a marker of membrane damage (Niu et al., 2020), as
demonstrated in the AME-treated groups.

Other results have also shown that AME has activity on the fungal cell envelope
(cell wall and plasma membrane). The use of antifungal agents can cause damage to
the fungal cell wall, but in the presence of osmoprotectants, such as sorbitol, this
damage is minimized (Essid et al., 2017). Substances with an antifungal effect act on
essential components of the cell or fungal wall and cause cell lysis in the absence of
osmoprotectant. However, if a stabilizer is present in the medium, the cells will continue
to grow (Frost et al., 1995). When sorbitol is used, there is an increase in the MIC value,

revealing the action of AME in targeting this substance, which is relevant for cell
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wall synthesis. Some antifungals exhibit membrane-damaging effects by targeting
ergosterol, which is a structural lipid essential for many aspects of cell physiology.
Damage to this structure can form transmembrane pores that lead to a change in
membrane permeability and consequent disruption (Lone et al., 2020). Antifungals, as
nystatin, whose action target is binding to membrane ergosterol suffer a shift in their
activity when there is a culture medium containing exogenous ergosterol, providing an
impediment to binding to membrane ergosterol (Pippi et al., 2019). An increase in the
MIC value of AME was observed in the presence of exogenous ergosterol, thus
suggesting the ability of compounds present in AME to bind to fungal ergosterol.

Membrane integrity analysis was evaluated by flow cytometry using propidium
iodide (PI), a reagent that binds to double-stranded DNA, which is not internalized in
cells with intact plasma membranes. Therefore, fungal cells with damaged membranes
are able to internalize Pl (Bouarab et al., 2021). A significant increase in cell damage
was detected in cells treated with AME, in accord with other tests performed for the cell
envelope, which indicated a more effective action of the extract compared to nystatin.
This effect is related to damage to the fungal cell wall, as well as the plasma membrane,
which would explain the greater internalization of PI.

In order to confirm the effect of AME on the cell envelope, the metabolic activity
assay was performed using specific markers.. FUN-1 labels the cytoplasm of all yeasts
in yellow-green. In cells with an intact plasma membrane and normal metabolic
function, FUN-1 fluorescence is converted and marks intracellular vacuoles in orange-
red. Calcofluor White M2R detects the chitin of the cell wall with blue fluorescence,
regardless of the metabolic state (Campos et al., 2021; Ingham et al., 2012).

Core mitochondrial functionality is the ability to pump protons across the inner
membrane to create a gradient with high potential energy, the mitochondrial membrane
potential (Tian et al., 2017). There are substances capable of altering mitochondrial
polarization (Sakamuru et al.,, 2016). One of the mechanisms is the uncoupling of
protons, which allows the flow of protons through the mitochondrial membrane
independent of adenosine triphosphate (ATP) synthesis, which was generated by the
use of FCCP. Another mechanism is the blocking of mitochondrial ATP formation by
the action of oligomycin A. Its mechanism of action is related to the binding to the proton
channel in the Fo portion of ATP synthase. As a result, oligomycin A blocks
mitochondrial ATP synthesis, proton translocation and oxygen binding (Hearne et al.,
2020; Lippe et al., 2019). TMRE is used to quantify changes in MMP in living cells, by
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flow cytometry, by labeling active mitochondria. TMRE is a red/orange dye capable of
permeating into cells. This substance is positively charged, which causes it to readily
accumulate in active mitochondria, due to its relative negative charge. Depolarized or
inactive mitochondria have reduced membrane potential and do not sequester the
TMRE. Our results from fungal cells treated with extract and nystatin indicated a
reduced membrane potential by depolarized membranes relative to untreated cells.
These findings indicate that there was no binding of TMRE at the mitochondrial
membrane, and consequently, a reduction in the mean fluorescence intensity was
observed, demonstrating the mitochondrial depolarization induced by the treatments.
Therefore, AME has shown a high modulating effect on antifungal activity, highlighting
changes in both virulence and the cell envelope of C. albicans.

For a better understanding of plant drugs, it is important to perform phytochemical
profiling with a maximum number of markers available for an extract. Species of the
genus Annona, are known for the presence of acetogenins and alkaloids, which have
antifungal, antibacterial and cytotoxicity activities previously reported in the literature
(Coria-Téllez et al., 2018; Quilez et al., 2018; Nugraha et al, 2019; Pinto et al., 2017).
To identify these and other chemical constituents, which could be related to antifungal
activity, we investigated the chemical profile of AME by UFLC-QTOF-MS analysis.
Fourteen compounds were identified in AME: rutin, xi-anomuricine, kaempferol-30-
rutinoside, nornuciferine, xylopine, atherosperminine, caffeic acid, asimilobine, s-
norcorydine, loliolide, annohexocin, annomuricin, annopentocin and sucrose, andsome
of them have well-known antifungal activity (Quilez et al., 2018). The flavonoids
identified have recognized antifungal activity (Han, 2009; Rocha et al., 2019; Tatsimo
et al., 2012), such as does xylopine, a benzylisoquinoline alkaloid (Villar et al., 1986)
and caffeic acid (Rossato et al., 2021; Sardi et al., 2016).

This is the first record of activity against Candida albicans for the chemical
composition of the extract under study. Thus, based on these literature data, the
chromatographic analysis of AME suggests that the afore mentioned compounds may
be responsible for the antifungal activity against multi-drug resistant C. albicans found
for A. muricata extract, and, could be acting in synergism with one another present in

the extract.
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5. Conclusion

The chemical characterization of the ethanolic extract from Annona muricata leaves
(AME) revealed the presence of alkaloids, flavonoids, acetogenins, phenolic acids,
benzofurans, and disaccharides. AME showed significant antifungal activity against
fluconazole-, itraconazole-, voriconazole-, and anidulafungin-resistant C. albicans
(ATCC® 10231™). The in vitro antifungal results of AME indicate that the extract was
able to reduce cell density, modify the fungal growth curve, and act on the cell envelope
of the fungal cell. Furthermore, AME significantly increased cell permeability, reaching
the cell wall and altering the membrane structures of the fungal cell. We also observed
changes in the mitochondrial membrane potential, resulting in its depolarization. These
results reinforce the popular use of the species for infectious diseases, elucidating the
mechanism of action in the fight against Candida albicans and opening perspectives
for the expansion of new therapies, such as the development of formulations applicable

in antifungal treatment, including the fight against virulence factors, such as biofilms.
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Table 1. Compounds identified in the ethanolic extract from A. muricata leaves (AME) by UFLC-QTOF-MS in ESI (+).

Compound Compound Chemical Calculated Mass Error Rt Main fragments Reference
Classes names formulae mass found  (ppm) (Min) (m/z)
Saccharide  Sucrose C12H22011  342.1162 342.1068 - 1.1 381.0700 (M+K*); Cardozo et al., 2012
27.68 203.0461 (M-Glic +
Na*)
Flavonoid Rutin C27H30016 610.15346 610.1409 - 2.1 611.1482 (M+H); Matsushige et al., 2012a
20.58 303.0424 (M-Rha-
Glic)
Alkaloid xi-Anomuricine C19H2sNO4  329.1628 329.1539 - 2.4 330.1612 (M+H) Leboeuf et al., 1981
27.03
Flavonoid Kaempferol-30- C27H30015  594.1585 594.1461 - 2.7 595.1534 (M+H); Nawwar et al., 2012
rutinoside 20.95 449.0961 (M-Rha)
Alkaloid Nornuciferine C1sH19NO2 281.14166 281.1338 - 3.0 282.1411 (M+H) Hasrat et al., 19973;
27.95 Hasrat et al., 1997b;
Alkaloid Xylopine C1sH17NO3s  295.1209 295.1129 - 3.4 296.1202 (M+H) Fofana et al., 2011

27.14



Alkaloid

Phenolic
acid
Alkaloid

Alkaloid

Benzofuran

Acetogenin

Acetogenin

Acetogenin

Atherosperminine C20H23NO2

Caffeic acid CoHsgO4
Asimilobine C17H17NO2
S- Norcorydine C19H21NO4
Loliolide C11H1603
Annohexocin C35H6409
Annomuricin A,C, or  C3sHe4Os
E

Annopentocin A, B,  C3sHs4Os

orC

309.1729

180.0422

267.1260

327.1471

196.1100

628.4553
612.4604

612.4604

309.1648

180.0518

267.1046

327.1388

196.1103

628.4555
612.4603

612.4604

26.45

52.87

80.11

25.49
+1,47
+0.30
-0,16

0.00

4.2

4.4

4.8

5.7

8.2

18.1
18.6

18.8

310.1721 (M+H):
223.1723 (M-HCN-
4CHs)
203.0410 (M+Na);
181.0591 (M+H)
306.0678 (M+K*)

328.1461 (M+H)

197.11 76 (M+H)

629.4628 (M+H)
613.4676 (M+H)

613.4677 (M+H)
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Leboeuf et al., 1981

Nam et al., 2017

Hasrat et al., 1997a;
Hasrat et al., 1997b;
Matsushige et al., 2012b

Cardenas et al., 2021
Zeng et al., 1995
Jaramillo et al., 2000;
Kim et al., 1998; Wu et
al., 1995.

Zeng et al., 1996

Rt - Retention time.
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Table 2 - Quantification of total proteins after membrane leakage in fungal cells

treated with ethanolic extract from A. muricata leaves (AME) and nystatin.

Samples Total proteins
(mg/mL)
AME 1.392°+£0.08
Nystatin 1.032+ 0.1
Growth control 0.9£0.05

The letters indicate a statistically significant difference in relation to growth control (a) and nystatin (b)
(ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05). All experiments were performed in triplicate, and the data
represent the mean £ SD.

Table 3 - In vitro antifungal activity of ethanolic extract from A. muricata leaves
(AME) against C. albicans in the presence and absence of sorbitol and exogen

ergosterol for the microtiter dilution broth assay.

Samples MIC MIC with MIC with
(ug/mL) sorbitol (ug/mL) ergosterol
(Mg/mL)
AME 1000 8000 8000

Nystatin 2.5 - 20
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Figure 1 - Fungal growth of C. albicans cultures treated with ethanolic extract from A.
muricata leaves (AME) and nystatin (NYS). (A) Growth curves of treated and non-
treated (growth control, CG) groups acquired by optical density. (B) Area under the
curve analyses of growth curves. (C) Cell density of the growth control and treated
groups at 24 h. Fungal cells were stained with DAPI and counted under fluorescence
microscopy to assess cell density. The letters indicate a statistically significant
difference in relation to growth control (GC) (a) and nystatin (NYS) (b) (ANOVA
followed by Bonferroni, P < 0.05). The experiments were performed in triplicate and the

data represent the mean £ SD.
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Figure 2 - Effect of ethanolic extract from A. muricata leaves (AME) and nystatin (NYS)
on C. albicans crystal violet uptake (A) and nucleotide leakage (B). In (A) is shown the
graph of the mean proportion of crystal violet uptake by the yeast cells, which
denotated cell membrane permeability. (B) Shows the kinetics of nucleotide leakage
obtained by optical density along 4 h of control growth (CG) cultures and nystatin (NYS)
and AME treated cultures. (C) Area under the curve analyses of kinetics of nucleotide
leakage. The letters indicate a statistically significant difference in relation to growth
control (GC) (a) and nystatin (NYS) (b) (ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05). All
experiments were performed in triplicate, and the data represent the mean + SD. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to

the Web version of this article.)
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Figure 3 - Activity of ethanolic extract from A. muricata leaves (AME) and nystatin
(NYS) on free yeast cells stained with propidium iodide (PIl) and analyzed by flow
cytometry. (A and B) FSC x SSC dot plot graph; (C and D) histogram representing
fluorescence intensity; (E) graph representing non-viable cells, where there was IP
internalization. The letters indicate a statistically significant difference in relation to
growth control (GC) (a) and nystatin (NYS) (b) (ANOVA followed by Bonferroni, P <

0.05). All experiments were performed in triplicate, and the data represent the mean *

SD.
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Figure 4 - Metabolic activity of C. albicans in planktonic cultures. In (A) observe a
representative image of AME-treated yeast cells fluorescent marked with calcofluor
white (CW), which stained intact cell walls. In (B) graph shows the number of yeasts
with intact cell wall. In (C) observe FUN-1 -stained yeasts cells treated with AME Note
in detail (Ci) green active viable cells exhibiting intravesicular structures stained in red
(arrowhead), while cells with low or no activity show diffuse yellow to green staining.
(D) Shows the proportion of active cells. The letters indicate a statistically significant
difference in relation to growth control (GC) (a) and nystatin (NYS) (b) (ANOVA
followed by Bonferroni, P < 0.05). All experiments were performed in triplicate, and the
data represent the mean + SD. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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on the mitochondrial membrane potential of C. albicans. (A and B) FSC x SSC dot plot

graph; (C) histogram representing fluorescence intensity; (D) Graph depicting the

fluorescence intensity of cells treated with NYS, AME, FCCP and oligomicin A after

TMRE labeling. The letters indicate a statistically significant difference in relation to
growth control (a), NYS (b), AME (c), and FCCP (d) (ANOVA followed by Bonferroni, P

< 0.05). All experiments were performed in triplicate, and the data represent the mean

+ SD.
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6 CAPITULO 2 — ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO EXTRATO ETANOLICO DE A.
muricata: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO EM UM MODELO DE CANDIDIASE
VULVOVAGINAL.

ARTIGO 2

In Vitro and In Vivo antibiofilm potential of Annona muricata L. ethanolic extract

against multi-drug resistant Candida albicans

Manuscrito em preparacao a ser submetido arevista “Journal of

Ethnopharmacology”
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Abstract

Etnopharmacological relevance: Traditional uses of Annona muricata L. (soursop)
include treating cancer, fungal infections, and inflammatory diseases. Its
phytoconstituents, such as acetogenins and alkaloids, are typically linked to the
therapeutic activity investigated by their clinical application. However, the treatment for
biofilms in vulvovaginal candidiasis (VVC) is limited and needs further studies.

Aim of the study: Evaluate the anti-biofilm activity of the ethanolic extract from A.
muricata leaves against multiresistant Candida albicans (ATCC® 10231) in vitro-
biolfims and in a VVC model.

Material and methods: Biofilm assays were carried out by proliferation and adhesion
analysis, Scanning Electron Microscopy (SEM), Whole Slide Imaging (WSI) and matrix
content analysis. The in vivo assays comprised experimental models of VVC.
Results: A reduction in proliferation, adhesion of C. albicans was observed, confirmed
by SEM and WSI analyses. Furthermore, the concentration of carbohydrates, proteins
and DNA was reduced in the biofilm matrix. In vivo assays demonstrated that AME
was able to reduce the fungal burden and the inflammatory process.
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Conclusions: The findings further emphasized the therapeutic and scientific potential
of AME, opening new avenues for the treatment of infectious diseases and
encouraging a challenge in the study of dermatological applications, paving the way for

its future use in the treatment of VVC.

Keywords: Annona muricata; Vulvovaginal candidiasis; anti-biofilm; fungal cells.

1. Introduction

Annona muricata L. is a member of the Annonaceae family and has long been
used as a traditional medicine for a variety of diseases. In tropical and subtropical
regions, such Southeast Asia, South America and African rainforests, where this plant
frequently grows (Mutakin et al., 2022). Ethnobotanical reports have shown that parts
of A. muricata are used as a remedy to several illness, such as cancer, diabetes,
hypertension, fever and skin and respiratory diseases. In traditional medicine, A.
muricata is broadly used as an antiflamatory and antiparasitic agents for the treatment
of bacterial, fungal and helmintic infections (Hadisaputri et al., 2021).

Biologically active components from A. muricata, including primary and
secondary metabolites, such as acetogenin, alkaloids, flavonoids coumarins, lactones,
anthraquinones, glycosides, tannins, and phytosterols (Abdul Wahab et al., 2018;
Hadisaputri et al., 2021). It is worth mentioning that secondary metabolites were
discovered through chemical analysis of A. muricata leaf extract (Moghadamtousi et
al., 2015). However, there are few reports of the antifungal activity of A. muricata
leaves.

Among the pathologies caused by fungi, vulvovaginal candidiasis (VVC) stands
out as the most frequent fungal infection in women. A fungus causes this desease from
the genus Candida, especially Candida albicans. VVC is characterized by an
inflammation of the vagina involving edema and swelling of the vulva. VVC causes
intense itching and whitish discharge (Lopez, 2015; Yano et al., 2019). Symptoms are
not always related to fungal burden and often could be associated with the arising of
virulence fators (Rodriguez-Cerdeira et al., 2019).

Biofilm is considered as an essential factor in the pathogenesis of VVC. C.
albicans biofilm in the vaginalmucosa, is characterized by a closed packed community

of multiple fungal cell types (i.e. yeast, pseudohyphal and hyphal cells) encased in an
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extracellular polymeric matrix. The complex three-dimensional architecture of biofilms
provide resistance to chemical and physical insults (Pereira et al., 2021). Thus, C.
albicans biofilms are inherently tolerant to treatment winth antimicrobials (Ghannoum
etal., 2015). This fact could become even more relevant given the growing of antifungal
resistance to the conventional types of antifungal medicines (Fisher et al., 2018).
Because the largely resistance of fungal biofilms to current antifungal drugs is
imperative the development of new therapies against C. albicans biofilms and VVC.
Thus, in the present study we evaluated the anti-biofilm activity of the ethanolic extract
from A. muricata leaves against a multiresistant Candida albicans (ATCC® 10231) in
vitro and in a VVC model. The prospection of natural products from plants could
potentially direct to the development of more potent and effective therapies against
VVC. The recognition of the potential use of multi-component plant extract could
provide the basis for further development of ethnic/traditional medicine as a valid,

cheap and locally available means to treat candidiasis infections.

2. Material and methods

2.1 Plant material

In March 2018, the leaves of A. muricata L. were gathered in Recreio, Minas
Gerais, Brazil. Dr. Vincius Antonio de Oliveira Dittrich from the Federal University of
Juiz de Fora's Botany Department identified the plant (UFJF). Leopoldo Krieger
Herbarium (CESJ 46006) at UFJF received the exsiccate and stored it there.

2.2 Preparation of the extract
The ethanolic extract of A. muricata was obtained according to Campos et al.
(2022).

2.3 Fungal strain

The studies were performed using the C. albicans species (ATCC 10231),
characterized for having resistance to itraconazole, voriconazole, anidulafungin and
fluconazole (ATCC® 10231). Professor Marcelo Gonzaga de Freitas Araujo from the

Universidade Federal de Sao Joao del Rey, campus Centro Oeste Dona Lindu, kindly
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provided this microorganism for the study. The strain was cultured overnight at 35 ¢C
in RPMI-1640 culture media before each experiment. All experiments and following

analyzes were done in triplicates.

2.4 Evaluation of AME effect on established biofilms by spectrophotometric assay

Biofilm proliferation assay was performed to determine whether AME treatment
has action on the formation of preformed Candida biofilms. To create the C. albicans
biofilm, a 96-well polystyrene microtiter plate filled with RPMI-1640, 1% glucose and
fungal cells (108 cells/mL) was used for 24 hours at 35 degrees Celsius. After
cultivation, planktonic cells were eliminated, the wells were duly cleaned three times
with distilled water and then 200 L of AME were added to each well (MIC value). For
24 hours, incubation was carried out at 35 °C. At time 0 and 24 hours after incubation,
the OD was measured at 530 nm. Nystatin was used as a positive control in this test,
while the SDB medium plus strains were used with growth control. The tests were done
in triplicate. To calculate the percentage of biofilm inhibition, the OD values of the
growth control group for each strain were compared with that of the treated group using
the following equation: [(ODcontrol-ODtreatment)/ODcontrol] x 100. (Campos et al.,
2021).

2.5 Evaluation of AME effect on adherence of biofilms by spectrophotometric assay

The biofilm adhesion assay was performed according to Campos et al. (2021)
in order to verify whether treatment with AME affects the adhesion phase of C. albicans
biofilms. Briefly, nystatin and AME were incubated for 24 hours at 352C with C. albicans
cell suspensions (108 CFU/mL) in 96-well polystyrene microtiter plates. Free-floating
fungal cells were carefully removed by washing them with 200 pl of PBS. 0.1% crystal
violet was used to stain the biofilms created by cells adhered to the wells, which were
then left at room temperature for 30 minutes. After a PBS wash, the wells were fixed
with 200 mL of 96% ethanol and then incubated for 15 min. Then, the biofilms were
analyzed by spectrophotometry at absorbance of 590 nm. All experiments were
performed in triplicate. The percentage of biofilm inhibition was calculated using the
following equation: [(ODcontrol-ODtreatment)/ODcontrol] x 100.
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2.6 Evaluation of AME effect on biofilm formation by scanning electron microscopy
(SEM)

SEM was performed as previously mentioned (Lemos et al., 2018). In 24-well
plates, AME (final concentration per well = MIC value) and 108 CFU/mL C. albicans
cells were cultured on coverslips (Glasscyto®) with RPMI-1640 supplemented with 1%
glucose. As negative and positive control group, respectively, sterile water and nystatin
(MIC value) were used. Cells were fixed in cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.2) containing
2.5% glutaraldehyde (Riedelde-Haen, Germany). Samples were dehydrated with
ethanol solutions, critical point dried in carbon dioxide, mounted on aluminum racks
and sprayed with gold for ultrastructural examination (JEOL JSM-6390 LV, Tokyo,
Japan). To study ultrastructural aspects of the surface of bacterial cells, electron

micrographs were randomly taken at magnifications of 1,000x-20000x.

2.7 Evaluation of AME effect on the biofilm formation and developmentby WSI

This procedure is performed as before (Rass, 2021). The medology of the
adhesion and proliferation tests of the pre-formed biofilm were carried out, according
to items 2.4 and 2.5. However, biofilms were grown in 24-well microtiter plates with
glass coverslips (EMS, Hatfield, PA, USA). Biofilms on the coverslip surface were then
fixed with 3.7% formaldehyde and stained with 10 uL of DAPI (0.01 mg/L) for ten
minutes after incubation (24 hours at 35°C). Each cover slip was fixed with double-
sided tape (Tissue, 3 M), on the side opposite the biofilm, to a standard glass slide
(Finnest, Fisher Scientific) in preparation for WSI scanning. In this experiment, a
Histech 3D Scan Pannoramic scanner connected to a computer (3D HistechKift,
Budapest, Hungary) was used to scan slides stained with DAPI (Fujitsu Technology
Solutions GmbH, Munich, Germany). Using Pannoramic Viewer 1.15.2 SP2 RTM
software (3D Histechkft Budapest, Hungary), high-resolution images (300 DPI
uncompressed RGB tiff files) were captured from fluorescence-scanned slides (DAPI)
at various digital magnifications (1-100x ). The proportions of coverslip areas occupied

by the biofilms were measured using Fiji software (National Institute of Health, USA).

2.8 Biochemical composition of the extracellular polymeric matrix
As previously described by Lemos et al. (2018), the extracellular polymeric
matrix of C. albicans biofilms was evaluated. To remove adherent biofilms, they were

sonicated in an ultrasonic water bath for five minutes. Then, the cell suspensions were
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pooled and centrifuged (3000 rpm for ten minutes). To better understand the
biochemical composition of the extracellular polymeric matrix, the supernatant was
used as a source. The following assays were used: eDNA purified by the phenol-
chloroform method (Fox et al., 1994), protein content by the Lowry method (Lowry et
al., 1951) and determination of carbohydrate concentration by phenol-sulfuric acid
(Dubois et al., al., 1956).

2.9 Experimental model of vulvovaginal candidiasis (VVC)

In order to establish VVC, female Wistar rats weighing 150-200 g were
intravaginally infected with C. albicans (Campos et al., 2018). Briefly stated, estrus
phase was induced by subcutaneous treatment of estradiol cypionate (0.2 mg mL) once
daily for four days prior to infection, and the animals (n=36) were immunosuppressed
by administration of one dose of cyclophosphamide (CPA) (100 mg kg1 b.w.). Using a
micropipette with disposable tips, 0.1 mL of C. albicans (106 cells/mL) was then injected
intravaginally into the rats. The vaginal load of C. albicanswas assessed using vaginal
fluid and 0.1 mL of sterile saline on day zero following theinoculation, and the infection
status was confirmed using the CFU test on Sabouraud Dextrose Agar to determine
whether the infection was confirmed. If the mean count forthe vaginal lavage cultures
from each rat was at least 103 CFU/mL, the infection was deemed adequate. Six
healthy animals acted as a control for infection. The Pharmacology Laboratory of the
Federal University of Sdo Joao Del-Rei (UFSJ - Campus Centro Oeste) kept the
animals throughout the experiment. The Ethics Committee (CEUA/UFSJ; protocol
021/2021) gave its approval to this investigation, which was carried out in strict
adherence to all internationally recognized ethical standards and in Brazil. Survival and
welfare status of experimental rats were checkedevery day (home cage assessment
[25 = 1°C], light/dark cycle [12 hours], skin lesionsand other general conditions). Before

the conclusion of the experiment, not a single animal died.

2.9.1 Experimental vaginal topical treatment

Different concentrations of AME were topically applied (0.1 mL) to infected
animals to study the effects of the extract on VVC. The reference antifungal used in
treatment controls was nystatin (25000 Ul/g; NYS) and 5% DMSO + 5% Tween 80 was

used as vehicle. As shown in Table 1, experimental animals (n = 36 animals) were



81

equally divided among six experimental treatment groups. Treatments were given to
the infected animals once daily for six days after the infection was confirmed (day one).
In order to confirm the efficacy of the medication, the vaginal load of C. albicans was
assessed on days three and six of the trial. The animals were put down on day seven,
and samples of the vagina and vulva were taken for histological examinations. The
collected organs were fixed in 10% formalin (formaldehyde in phosphate buffer, pH

7.4) and processed for analysis as described above (Campos et al., 2018).

2.10 Statistical analysis
Prism 6.0.1 software (GraphPad software, San Diego, CA, United States) was
used to evaluate the statistical data and plotting of the graphs. ANOVA followed by the

Bonferroni test (P <0.05) was used to compare the control and treated groups.

3. Results

3.1 Effect of AME on established and adhesion biofilm

AME showed activity on the pre-established biofilm, verified by the decrease in
optical density. Analyzes indicated an 81% (P <0.05) reduction in biofilm proliferation
when treated with AME and 96% (P <0.05) when treated with nystatin. The statistics
showed a significant difference between the tested samples. The effect of AME and
nystatin on biofilm adhesion was also observed. The results were expressed from the
optical density referring to the amount of crystal violet that was used to stain the cells
adhered to the microplate. Treatments with AME and nystatin were able to reduce the
adhered C. albicans biofilm by 78% (P <0.05) for both (Figure 1).

3.2 Surface Ultrastucture of C. albicans biofilms

SEM allow the visualization of details of fungal cell density and ultrastructure.
When we analyzed the biofilm without any treatment, we observed a high density of
cells represented by microscopic fields completely filled with yeast (Figure 2A). When
the biofilm is cultured with nystatin (Figure 2B) or AME (Figure 2C), we observe a
decrease in the number of fungal cells. The alteration of the cell's ultrastructure can be
observed in treatment with AME (Figure 2F), evidenced by a damaged/corrugated
surface (Figure 2Fi and Fig. Therefore, we have consistently observed by SEM that
AME treatment leads to a large reduction in C. albicans biofilm formation.
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3.3 Analysis of the effects of AME on biofilms by WSI

WSI enable the visualition of the biofilms architecture and revealed that nystatin
treatment significantly decreased adhesion and establishment C. albicans biofilms
(Figure 3). Our quantitative analyses showed that the extent of biofilm in preformed
biofilm cultures treated with nystatin or AME were decreased by 21.3% and 58.9% (P
<0.05), respectively, compared to the growth control. In addition, nystatin and AME
treatment significantly reduced the biofilm adhesion in 41.9% and 73.2% (P <0.05),

respectively. .

3.4 Effect on biofilm matrix composition

The biochemical composition of extracellular polymeric matrix was measured and
it was observed that there was a significant reduction in carbohydrate and protein
concentrations when treated with AME or nystatin. However, the eDNA content was

significantly reduced with AME treatment when compared to nystatin (Table 2).

3.5 Treatment of VVC

We showed that the fungal load rose and remained high during the entire treatment
period in the group of animals that were either infected and untreated (infected only) or
infected and treated with vehicle control only. Five animals were still infected at theend
of the treatment in the group given AME 0.2 mg/mL, despite a reduction in the fungus
load. On the other hand, the AME 1.0 mg/mL group considerably reduced the fungal
load; on the sixth day after starting treatment, just two animals were still infected,
indicating a reduction of almost 60%. On the final day of treatment, the fungus burden
was completely eliminated by treatment with NYS, which was utilized as a positive
control.

In comparison to the infected control group, which displayed enhanced vaginal
mucosal inflammation and vacuolation, the uninfected control group displayed normal
vaginal mucosal morphology and showed no symptoms of inflammation (Figure 4A).
Infected animals that had been exposed to vehicles displayed degenerative alterations
and cell death (Figure 4B). Keratinocyte degeneration and cell death were less
noticeable in mice treated with AME (Figure 4D and 4E). In addition to areas of mild
hyperkeratosis and hyperplasia (acanthosis) of the mucosa, most animals in the
infected group treated with nystatin appeared to have higher inflammation than the

infection alone (Figure 4F).
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4. Discussion

A. muricata extract is reported in this work as a viable strategy to combat
proliferation and adhesion of biofilms in vitro and in VVC in vivo model. The antifungal
activity is related to the phytochemical profile of the extract (Campos et al., 2022).
Acetogenins and alkaloids are the main classes found, showing activity in the cell
envelope of C. albicans, as it alters membrane permeability and mitochondrial
membrane potential (Campos et al., 2022). Other classes were also evidenced, such
as phenolic compounds and terpenes. In the literature, we can find reports of anti-
inflammatory, antioxidant, antihypertensive, antiparasitic activities and several studies
of anticancer activity (Moghadamtous et al., 2015; Rady et al., 2018; Manrique-de-la-
Cuba et al., 2019).

Our SEM and WSI findings can be considered as promising, since AME was
able to reduce the pre-established biofilm and interfere with its adhesion.
Consequently, cell densities within the biofilm were reduced and nutrients were limited
(Khan et al., 2021). In the adhesion phase, a basal layer of isolated yeast cells is
adhered to the substrate. In the next stage, of proliferation, we have the initiation stage,
and there is the development of other morphological forms, invading the host's
mucosa. Under most in vitro experimental conditions, the biofilm is considered mature
for approximately 24 hours and is characterized by a structured mixture of yeast cells,
pseudohyphae and true hyphae surrounded by an extracellular matrix composed of
proteins, carbohydrates, lipids and nucleic acids. (Wall et al., 2019).

Previous studies discuss the ability of biofiims in acquire resistant
characteristics, such as colonization of host tissues, expression of virulent
characteristics, metabolic cooperation, efficient capture of nutrients, cell-cell
communication and exchange of genetic material, which provides a considerable
ecological advantage, as it protects against antifungals. Thus, genes involved in biofilm
formation and development, as well as quorum-sensing systems, are considered new
targets in the development of specific inhibitors as an alternative to currently available
treatments (Rodriguez-Cerdeira et al., 2020).

According to Alvendal et al. (2021), women with VVC form a biofilm, but
treatment with fluconazole has no impact on this structure or on yeast growth in the

already established biofilm. Therefore, innovative treatment alternatives to disperse
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the biofilm and make microorganisms vulnerable, as well as preventing the formation
and adhesion of new biofilms, are relevant.

The tests carried out demonstrated the efficiency of AME in disturbing pre-
formed biofilms and decreasing their adhesion. In the myroscopy analyses, different
fields were observed, which suggest a reduction in the number of cells. These results
corroborate the data presented in the biofilm proliferation and adhesion inhibition assay
performed by spectrophotometry. The apparent structure of biofilms when treated with
AME or nystatin was modified, showing channels and openings, which may indicate
cell destruction in these regions, where the extract was able to penetrate (RAAS et al.,
2021; SILVA et al., 2019).

Considering some essential characteristics in a biofilm, we can consider the
matrix formation as an essential environment for the maintenance of the fungal
population. The extracellular polymeric matrix is formed by the predominance of
polysaccharides, cells themselves, components of the environment (debris and
inorganic matter, for example), proteins, nucleic acids, glycoproteins and
phospholipids (Khan et al., 2019). Therefore, its reduction can be considered an
important feature of an antifungal agent (Namasivayam and Roy, 2013). In addition,
the restriction of some element of the matrix composition leads to the weakening of the
biofilm, which facilitates the entry of drugs (Cavalheiro et al., 2018; Joseph, 2003).

The action of extracellular polymeric matrix suggested explaining the resistance
of biofilms to antimicrobial agents that acts as an adsorbent, sequestering antifungal
molecules and preventing their penetration into the biofilm (Lal et al., 2010). The tests
carried out allowed investigating a possible action of AME on the composition of the
polymeric matrix. The sample was found to reduce carbohydrates, proteins and DNA.
The results were promising, as it is extremely important to understand the mechanisms
that support the growth of the biofilm, to justify and reach these structures, in order to
inhibit the synthesis of the matrix, especially interfering in the reduction of this
compound.

The VVC model reinforces the potential of AME against fungal infections. At its
highest concentration, the extract was able to reduce the fungal load to a satisfactory
level and through histopathological analysis, we observed a tissue similar to a normal
animal (without infection), unlike the photomicrograph of nystatin, where changes were
observed in the stratum corneum. The ability of C. albicans to form biofilms is crucial

for its pathogenicity and therefore should be considered an important virulence factor
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in VVC (de Barros et al., 2020). Rodents are one of the most useful animals to study
candidiasis, since the disease process and host immune responses are similar to those
in humans (Yano and Fidel, 2011). In vivo studies in murine VVC models are commonly
used to study infection by C. albicans, as these models allow investigating the virulence
factors associated with C. albicans, evaluating the histopathological profile and

detecting anti-inflammatory activity in the tissue (Rodriguez-Cerdeira et al., 2020).

5. Conclusion

C. albicans biofilms have considerable clinical repercussions in VVC due to the
increase in frequency in the resistance to antifungals, therefore AME appears as an
alternative in the treatment. According to the results, we can observe a reduction in the
proliferation and adhesion of pre-formed biofilms, in addition to changing the
ultrastructure of the yeast. In vivo assays demonstrate a reduction in the fungal charge
and the inflammatory process.

The potential, in vitro and in vivo, antifungal activity of AME agaisnt a multi-drug
resistant C. albicans, reported in the present study, contributes to the further
development of new natural product-based formulations for candidiasis therapy.
Moreover, the regognition of the antifungal activity of AME could provide the basis for
further development of ethnic/traditional medicine as a valid, cheap and locally-

available means to treat VVC.
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Table 1 - Experimental groups of animals.

Experimental groups C. albicans Vehicle (DMSO Nystatin (25000 AME Animals
infection 5% + 5% Tween Ul/g)
80)

Uninfected and - - - - 6
untreated animals

Infected animals + - - - 6
Vehicle + + - - 6
AME 0.2 mg/mL + + - + 6
AME 1.0 mg/mL + + - + 6
Nystatin + - + - 6

Table 2 - Extracellular components of the exopolysaccharide matrix of C. albicans biofilms treated with AME and Nystatin.

Sample Carbohydrates (ug/mL) Proteins (ug/mL) eDNA (ng/uL)

Control 1.49+0.04 9.25+0.11 43.9+0.09
AME 0.94+0.0022 7.98+0.122 20.5+0.1

Nystatin 0.85+0.032 8.23+0.032 34.7+0.05

Control - growth control; AME - ethanolic extract of A. muricata; @Statistically different from growth control (ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05);
bStatistically different from nystatin (ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05). The experiments were performed in triplicate, and data are showed as mean *
SD.
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Table 3 - Number of infected animals and quantification of fungal burden observed for animals treated intravaginally with different
concentrations of AME and their respective controls.

Groups Day 1 Day 3 Day 6 % of
Infected Log CFU/mL Infected Log CFU/mL Infected Log CFU/mL £ reduction?
animals/N % +SD animals /N % +SD animals/N % SD

Infected

6/6 1.42+0.13 6/6 1.98 +0.12 6/6 2.29+ 0.10 0,0
control

Vehicle 6/6 1.72+0.40 6/6 2.20+0.28 6/6 2.65+0.20 0.0

AME 0.2

6/6 1.87 £ 0.56 6/6 1.63 +0.45 6/6 1.50 + 0.43 19.9
mg/mL

AME 1.0

6/6 1.49+0.30 6/6 1.18 + 0.27 2/6 0.60 + 0.55* 59.7**
mg/mL

Nystatin 6/6 2.05+0.56 0/6 0.00 £0.00 0/6 0.00 + 0,00* 100**

a = Percentage of fungal load reduction compared to the first day of treatment;
" Statistically significant difference compared to the values obtained on day 0 (p < 0.05);
™ Statistically significant reduction compared to the values obtained in the infected control (p < 0.05).
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Figure 1 - Effects of nystatin (NYS) and AME on the established and adherence of C.
albicans biofilms by spectrophotometric analyses. The letter indicates statistically
significant difference in relation to NY (b). (ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05).

Tests were performed in triplicate and data represent mean + SD.
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Figure 2 - Biofilm scanning electron micrographs of C. albicans with or without Annona
muricata extract (AME) treatment. In lower (A-C) and higher (D-F) magnifications
observe biofilm formation without in growth control (CG; A, D) and after treatment with
nystatin (NY; B, E) or AME (C, F). Note in details (Fi) degenerating cells presenting
retraction (arrow) and increased cell envelope roughness (box, Fi) with the occurrence
of cell wall pores (Fi, arrowheads). (G) shows the proportion of biofilm formation after
treatment with nystatin or AME in relation with the growth control (100%). Cultures were
treated or not with nystatin and AME for 24h and processed and analyzed by SEM.
Quantitative analyses were done in Fiji software (National Institute of Health, EUA).
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Figure 3 - C. albicans biofilm formation and adhesion are inhibited by AME treatment.
(A) Whole slide images (WSI) of biofilms growing on the surface of coverslips. The total
area of the biofilm is shown under normal fungal growth conditions (growth controlgroup/
GC) and after nystatin (NYS) or AME treatments. (B) Proportion of biofilm adhesion or
proliferation on coverslips was expressed as mean + SEM and the letter

(a) indicate statistical difference (ANOVA followed by Bonferroni, P < 0.05). (H)

Proportion of the biofilm formation after treatment with NYS.
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Figure 4 - Photomicrographs of Hematoxylin and Eosin-stained longitudinal vaginal
representative. (A) non-infected animals; (B) animals infected and have been treated
with a vehicle; (C) animals infected but have not been treated (negative control); (D)
animals infected treated with nystatin (positive control, 25000 Ul/g); (E) animals
infected and treated with AME 0.2 mg/mL; (F) animals infected and treated with AME

1,0 mg/mL. 200x magnification; 100mm scale bar.
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7 CAPITULO 3 — PATENTE REFERENTE A UMA FORMULACAO A BASE DE
CARBOPOL CONTENDO EXTRATO ETANOLICO DE A. muricata, VISANDO O
TRATAMENTO DE CANDIDIASE VULVOVAGINAL

PATENTE

“PROCESSO DE OBTENGAO DE GEL PARA USO VAGINAL A BASE DE
CARBOPOL COM Annona muricata L., COMPOSICOES E USOS”

Submetido ao Centro Regional de Inovacdo e Transferéncia de Tecnologia

(CRITT) para registro de deposito
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7.1 RESUMO DA PATENTE

A presente invencgao propde um processo de obtencdo de uma formulagao gelificada
para uso vaginal a partir do extrato etandlico das partes aéreas de Annona muricata
L. incorporado ao carbopol e suas composigdes e usos. Tanto a solugdo do extrato
como sua formulagdo vaginal com carbopol pode ser utilizada como agentes
antifungicos no combate a candidiase vulvovaginal. A presenca de carbopol contribui
para dispersar os principios ativos na mistura, além de induzir um mecanismo de
liberagdo controlada dos componentes ativos do extrato, melhorar a
biodisponibilidade, aumentar a estabilidade térmica dos componentes, potencializar e

vetorizar o efeito antifungico topico.

7.2 REIVINDICAGOES DA PATENTE

1. COMPOSICAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA
COM CARBOPOL caracterizada por compreender: a) mistura de extrato etandlico
de Annona muricata e carbopol; b) concentragédo de extrato etandlico na faixa de na
proporcao de 1,0%, 2,5% e 5,0% p/p; c) concentracdo de carbopol na faixa de 0,5%
d) componentes do extrato e carbopol em propor¢cdo massica extrato/carbopol de
1,0%:99,0% p/p, 2,5%:97,5% p/p e 5,0%:95,0% p/p.

2. COMPOSICAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA
COM CARBOPOL de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada pela mistura de
carbopol a 0,5% p/v, 100 mL de agua v/v, Aminometil propanol (AMP 95) gsp
correcao de pH (aproximadamente 5) e 1,0% ou 2,5% ou 5,0% de Annona muricata.

3. COMPOSICAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA
COM CARBOPOL, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por: a) todas
as concentracdes apresentarem uma drastica reducao na massa (~ 90%) na faixa
de temperatura de 30-150°C pela analise termogravimétrica; b) pelofato de com o
aumento gradual da temperatura de minimo bem como fluxo de calor,sugerem que
o AME altera as interagdes polimero-polimero e polimero-solvente deforma nao
Obvia, induzindo o rompimento de uma quantidade gradualmente maior de

interacdes intermoleculares a medida que sua concentragao aumenta.
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COMPOSICAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA
COM CARBOPOL, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por: a) todas
as amostras apresentarem comportamento do tipo solido, uma vez que G' > G” em
uma ampla faixa de tensdo de cisalhamento; b) o extrato contribui para o
enfraquecimento das interagbes intermoleculares tridimensionais polimero-
polimero provavelmente devido a neutralizacdo da macromolécula aniénica pelos
ions presentes no extrato de AME, o que por sua vez € um facilitador para a
espalhabilidade do material; c) pelo fato de que o gel 0.0% e 1.0% sofre uma lenta
reducdo na viscosidade, atribuida a redugéo do atrito interno como consequéncia
do aumento da energia cinética molecular e desdobramento macromolecular. A
adicado de 2,5% e 5,0% provoca mudancas importantes no comportamento dos géis
com a temperatura, uma vez que se observa um aumento da viscosidade; d) com
a concentracao crescente de AME, ha reducao gradual do médulo de elasticidade
e de armazenamento, tempos de relaxamento, tempos de retardacao, e frequéncias

de toque.

. COMPOSIGAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA

COM CARBOPOL, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por: redugao
da impedancia com a concentragdo de AME (o meio torna-se mais condutivo),
porém de forma ndo linear; demonstrando que a auséncia de linearidade € um efeito
nao 6bvio, indicativo de auséncia de efeito aditivo que corrobora a hipotese de
neutralizacdo das macromoléculas pelos componentes i6nicos do extrato até a
concentracao proxima de 2,5%, a partir do qual os valores de impedancia sofrem

brusca atenuacéao por saturagdo dos grupos idbnicos das macromoléculas

. COMPOSICAO FITOTERAPICA GELIFICADA, NA BASE DE ANNONAMURICATA

COM CARBOPOL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pela
solubilizacdo de 0,5 gramas de carbopol em 100 mL de solucdo de agua (p/v).
Agitacao constante em agitador magnético. Aminometil propanol (AMP 95), até
alcancar o pH de 5. Homogeneizacdo do extrato (em 1,0%, 2,5% ou 5,0%). O
procedimento de incorporagcdo foi realizado utilizando o padrdao p/p de
AME:carbopol-gel.

COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com a reivindicagdo

1, caracterizada por apresentar extrato etandlico de Annona muricata obtido a

partir das partes aéreas da planta.
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COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizada pelo carbopol e componentes do extrato se encontrarem na
forma de uma formulagao gelificada previamente preparada.

COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizada pela formulagdo gelificada carbopol/extrato apresentarem
maior estabilidade térmica se comparado ao extrato puro.

COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com as
reivindicagdes 2-5, caracterizada pela formulagao gelificada formada entre o
carbopol e componentes do extrato se encontrarem na forma de géis.
COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com as
reivindicagdes 1-9, caracterizados pela formulacdo gelificada atuar como
dispositivo de liberacdo controlada dos componentes do extrato.

USO DE COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA COMOANTIFUNGICO
TOPICO, formulada de acordo com as reivindicacdes 1-10,caracterizada por
apresentar atividade contra Candida albicans.

COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA, de acordo com as
reivindicagdes 1 e 2, caracterizada por ser uma formulagdo farmacéutica de
candidiase vulvovaginal tépica.

USO DE COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA COMO
ANTIFUNGICO TOPICO, formulada de acordo com as reivindicagbes 1-12
caracterizada por atuar de forma mucoadesiva, favorecendo a difusdo dos
agentes ativos através do epitélio.

USO DE COMPOSICAO FITOTERAPICA SEMISSOLIDA COMOANTIFUNGICO
TOPICO, formulada de acordo com as reivindicacdes 1-13,caracterizada por

apresentar uma resposta antifungica rapida, a partir do terceiro dia de tratamento.
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7.3 RELATORIO DA PATENTE

“PROCESSO DE OBTENCAO DE GEL PARA USO VAGINAL A BASE DE
CARBOPOL COM ANNONA MURICATA L., COMPOSICOES E USOS”

CAMPO DE APLICACAO

Trata-se a presente invencao do processo de obtencao de um gel para uso
vaginal a partir do extrato etandlico das folhas de Annona muricata L. incorporado a
uma formulagdo que tem como base o carbopol, suas composicdes e usos. Tanto a
solucao do extrato como sua formulagao vaginal com carbopol podem ser utilizadas
como agentes antifungicos no combate a candidiase vulvovaginal. A presenca de
carbopol confere a base gelificada da formulagdo, contribuindo para dispersar os
principios ativos na mistura, além de atribuir mucoadesividade no epitélio vaginal,
melhorando a biodisponibilidade, aumenta a estabilidade térmica doscomponentes,

potencializa e vetoriza o efeito antifungico topico.

ESTUDO DA TECNICA

[02] A. muricata L. popularmente conhecida como graviola € uma planta
distribuida em areas da América Central e do Sul, Africa e sudeste Asia (Chana et al.,
J. Pharm. Pharmacol., v.72, 2019; Nugraha et al., Molecules, v.24, 2019).

[03] Os compostos de grande prevaléncia em A. muricata sao as acetogeninas
(AGEs) anonaceas. As AGEs sdo uma classe unica de metabdlitos secundarios
derivados de acidos graxos de cadeia longa da via dos policetideos. Caracterizam-se
geralmente por uma combinagao de acidos graxos com uma unidade de 2-propanol
no C-2 que forma um grupamento substituto metil a,B-insaturado y-lactona (Abdul
Wahab et al., Front. Pharmacol., v.9,2018).

[04] A literatura relata diversas atividades biolégicas para as AGEs, incluindo
atividades antimalaricas, antiparasitarias e pesticidas. Contudo, as atividades
biologicas das AGE's sao principalmente relacionadas a toxicidade contra as células
cancerosas e efeitos inibidores contra o complexo mitocondrial. (Moghadamtous et al.,
Int. J. Mol. Sci., v.16, 2015). Ao longo dos anos alguns constituintes foram isolados,

como anomuricina A, anomuricina B, anomuricina C, muricatocina A, muricatocina B
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e muricatocina C (Wu et al., J. Nat. Prod., v.58, 1995a, b, c). Anopentocina A,
anopentocina B, anopentocina C, cis-anomuricina-D-onas e trans-anomuricina-D-
onas das folhas de A. muricata (Zeng et al., J. Nat. Prod., v.59, 1996). Anonacina,
anonacina A, anonacina B, anonacina-10-ona, muricatalicina e muricatalina foram
isoladas e identificadas (Yu et al., 1997).

[05] Diversos estudos apontam que as folhas de A. muricata sdo uma
importante fonte de flavonoides. Geralmente, os flavonoides encontrados nas folhas
de A. muricata estdo sob a forma glicosilada. Esses compostos possuem acgao
antioxidante, combatendo radicais livres, propriedades que s&o conferidas pelos
grupos fenodlicos OH, e as duplas ligacdes presentes na sua estrutura quimica
fundamental (Manrique-de-La-Cuba et al., J. Mol. Model., v.25, 2019). Na literatura
encontramos a rutina, campferol-3-O-rutinosideo e campferol-3-O-robinobiosideo
como os flavonoides mais encontrados (Yang et al., Carcinogenesis, v. 36, 2015).

[06] Fofana et al. (Chem. Nat. Compod., v.48, 2012) realizou uma
investigacdo mais aprofundada sobre o conteudo de alcaldides das folhas de A.
muricata usando cromatografia em coluna de silica gel. A reticulina e a cureximina s&o
os alcaloides mais abundantes em A. muricata (Leboeuf et al., J. Nat. Prod., v.45,
1982), e as folhas continham a maior concentracdo de alcaloides em comparagao com
as raizes, caules e frutos (FOFANA et al., Chem. Nat. Compod., v.48, 2012).

[07] A. muricata tornou-se um tema interessante na procura de novos agentes
terapéuticos. Estudos recentes realizados por Pinto e colaboradores (Ind. Crop. Prod.,
v.107, 2017) investigaram a acao antibacteriana do extrato metandlico de folhas de A.
muricata. O extrato foi testado contra varias cepas de bactérias, sendo ativa contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas, ressaltando uma maior atividade contra
Staphylococcus aureus, Salmonela typhimurium e Enterococcus faecalis.

[08] O Brasil conta com a RDC n? 26/2014, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), e diz respeito aos fitoterapicos que sdo regulamentados como
medicamentos usados para diagnostico, cura, tratamento e prevencao de doencas ou
melhora na qualidade de vida. Esta resolucdo estabelece que o medicamento
fitoterapico € aquele obtido com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais
cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constancia de sua qualidade.

[09] Medicamentos sintéticos e fitoterapicos sao regulamentados e tratados,

de acordo com a legislagéo brasileira, com 0 mesmo rigor, mesmo com a facilidade
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de obtencéo dos extratos. E necessario para a manutengéo da seguranca e eficacia
de uma forma farmacéutica, garantir a estabilidade quimica dos componentes,
considerando a correlacdo entre a atividade biolégica e a composi¢do quimica do
extrato vegetal.

[10] Nesse sentido, varias abordagens tém sido descritas, visando a
descoberta de tecnologias que agreguem vantagens fisico-quimicas e biolégicas aos
componentes dos extratos, levando consequentemente, a melhora dos resultados
terapéuticos. Tais estratégias incluem, por exemplo, o emprego dos sistemas
mucoadesivos. O uso dessas tecnologias tem como objetivo melhorar a solubilidade
do produto em meio aquoso, a biodisponibilidade dos compostos ativos através do
aumento da estabilidade quimica, vetorizagcdo das substéncias nos 6rgaos alvos,
protegendo contra fixagdo em tecidos e 6rgaos indesejados, o que tende a reduzir
efeitos toxicos, além de contribuir para reducao dos custos de producéo.

[11] A formulacdo com sistemas de entrega de drogas frequentemente utiliza
o carbopol para criar géis biocompativeis. Homopolimeros de alto peso molecular de
acido acrilico chamados polimeros de carbopol (também conhecidos como resinas
carbbmeras) sao reticulados intramolecularmente por poliéteres (Shafiei et al.,
Polymer, v.139, 2018). Assemelham-se a um p6 branco constituido por particulas
microscoépicas enquanto estao secos, mas quando sao dispersos em agua, ocorre um
pequeno desenrolamento das moléculas. Devido a atracdo eletrostatica entre os
grupos de acidos carboxilicos pendentes carregados negativamente, a neutralizagao
com uma base adequada causa um desenrolamento adicional maior, que por sua vez
causa uma extensdo significativa das cadeias poliméricas (Graziano et al., J. Colloid
Interace Sci., v. 15, 2021; US 202110069105 A1; US 20200121624 A1; US
20100284943 A1; US 20180311358 A1; US 20160015813 A1; US 20150072012 A1;
US 20130096189 A1; 20100303940 A1; US 20100284943 A1; 20080152713 A1; US
6342254 B1).

[12] Embora haja varias composi¢gbes contendo extratos de plantas ou
produtos de origem vegetal citados no estado da técnica com diversas finalidades, até
0 presente momento ndo se encontra, nas principais bases de dados de patentes,
nenhuma tecnologia que descrevesse ou reivindicasse produtos, processos ou 0 Uso
da espécie A. muricata em combinacdo com carbopol, para quaisquer aplicacoes

objeto da presente invencgao.
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[13] Foi realizada wuma busca na base de dados USPTO

(http://patft.uspto.gov/netahtml/PTO/search-bool.html), utilizando as palavras-chave

“carbopol” AND “Annona muricata”. Com base nesta busca, foram encontradas 14
patentes, onde espécies de Annona foram citadas, dentre elas Annona muricata. No
entanto, Annona squamosa é a espécie que teve maior reivindicagdo, sendo que
nenhuma delas se tratava de uma formulagdo vaginal a base de carbopol e A.
muricata. A pesquisa por “carbopol” AND “Annona” recuperou 42 resultados, sendo
filtrado em 21 familias, dentre elas apenas 1 reivindicou uma formulagao vaginal a
base de carbopol e A. squamosa (US 20080152713 A1). Pesquisas similares foram
realizadas no WIPO, obtendo as mesmas 14 patentes recuperadas utilizando as
palavras-chave “carbopol” AND “Annona muricata”, sem recuperar documentos que
reivindicassem o uso da espécie A. muricata em formulagdes mucoadesivas contendo
carbopol ou seus derivados. Uma busca feita no banco de dados INPI com a palavra
aproximada: 'ANNONA no Titulo' recuperou 11 processos, sendo 3 se tratando de
formulacbes com a espécie A. muricata em bases distintas do carbopol, mostrando
gue até o presente momento trata-se de um trabalho de carater inovador.

[14] O uso de componentes quimicos, tanto sintéticos como de origem natural,
para o tratamento de determinadas patologias, requer, muitas vezes, a incorporagao
desses compostos em formulagdes, afim de que possam permitir a veiculagéo. Isso
porque tais compostos geralmente encontram-se num estado fisico ndo apropriado
para a aplicacdo. Por exemplo, se determinadas substancias estiverem no estado
soélido ou num estado de elevada viscoelasticidade (quase soélidos), torna-se inviavel
a veiculacdo em determinadas partes do organismo, como a regidao vaginal. Além
disso, para o usuario, é praticamente impossivel o controle da concentracdo. Dai a
necessidade de se incorporar espécies quimicas biologicamente ativas em
formulagoes.

[15] Além disso, se a formulacdo obtida for capaz de atuar de forma
mucoadesiva, € possivel a obtencao de formulagcdo, com propriedades nao obvias se
comparado ao uso dos componentes puros, especialmente se tais componentes
interagirem com a composi¢do. Quando as interagées ocorrem entre principio ativo e
matriz, € possivel ainda que a formulagcdo como um todo atue como dispositivo de
liberacdo controlada do principio ativo, favorecendo sua penetracdo no tecido e

minimizando sua degradacao no meio bioldgico.
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[16] Sendo assim, a matéria tratada refere-se ao processo de obtencao de
formulacao gelificada a base carbopol para uso vaginal a partir do extrato etandlico

das partes aéreas de Annona muricata L., suas composicdes e usos (CESJ 46006).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[17] A presente invencao consiste em duas etapas principais (I e Il) para se
obter o produto final.

[18] A etapa | fundamenta-se na obtenc&o do extrato etandlico das folhas de
A. muricata (AME). Para isso, coletou-se o material vegetal, o qual foi submetido a
secagem em estufa a temperatura de 40 °C por 48 horas. Em seguida, as folhas foram
pulverizadas em moinho de facas com malha MESH 20 até se obter um pé de
granulometria 0,84 mm, obtendo uma massa de 6,5 gramas. Logo apés, procedeu-se
a extragao por maceracgao estatica utilizando etanol como fase liquida, a temperatura
ambiente durante 5 dias. A cada 48 horas, substitui-se por igual volume de solvente
para proceder a remaceracgao. Para a obtencao do extrato etandlico bruto coletou-se
todas as fragOes liquidas filtradas e levou-as a um evaporador rotatério, a pressao
reduzida, para retirada do solvente e, consequentemente, concentragdo do extrato.

[19] A etapa ll, referente ao preparo o gel de carbopol 0,5%, e suas diferentes
propor¢coes de AME (1,0%, 2,5% e 5,0% de AME) constituiu inicialmente na
solubilizacdo de 0,5 gramas de carbopol em 100 mL de agua (p/v). O sistema foi
mantido em repouso overnight. Posteriormente, iniciou-se a agitagdo constante até a
obtencdo de gel. A partir desde procedimento basico, foi obtido a formulacao
gelificada, que foi utilizada para incorporacao do extrato e para as analises do padrao
‘branco”. Para a formulacdo contendo as diferentes concentragcbes de AME, foi
necessario a homogeneizacao do extrato (em 1,0%, 2,5% ou 5,0%). O procedimento
de incorporacao foi realizado utilizando o padrao p/p de AME:carbopol-gel, obtendo
assim as concentracoes de 1,0%, 2,5% e 5,0%.

[20] A presente tecnologia pode ser melhor compreendida através dos

seguintes exemplos, nao limitantes.

EXEMPLO 1: ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS (TGA) E DIFERENCIAIS
EXPLORATORIAS (DTA)
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[21] Analise térmica diferencial (DTA) e analise termogravimétrica (TGA)
foram realizadas utilizando o médulo TGA/DTA STA7200RV da HITACHI. Os dados
foram registrados para formulagdes contendo 0,0, 1,0, 25 e 50% p/p. Os
experimentos foram realizados utilizando uma atmosfera dindmica de ar de 300
mL/min, taxa de aquecimento de 20 2C/min com sensibilidade de 1°C. Para cada
experimento utilizou-se aproximadamente 2 mg de amostra, que foi colocada em
panelas abertas de alumina.

[22] TGA e DTA representam importantes ferramentas analiticas para
investigar o perfil térmico de materiais complexos. As Figuras 1A e 1B mostram as
curvas de TGA e DTA para carbopol e as respectivas formulagées (Carb+AME 1,0%,
Carb+AME 2,5% e Carb+AME 5,0%) obtidas em atmosfera dindmica de ar, na faixa
de 25 a 1000°C.

[23] Os dados de TGA para todas as amostras mostraram uma drastica
reducdo na massa (~» 90%) na faixa de temperatura de 30-150°C, que foi atribuida
como a secagem de géis, uma vez que as amostras sao constituidas principalmente
por agua. Nas curvas DTA, também foram observados na mesma faixa de temperatura
picos endotérmicos, mas com posi¢cdo do ponto minimo e intensidade aumentando
com a concentracdo de AME. Considerando que esta faixa de temperatura é
caracteristica de processos de desidratacdo e dessor¢cdo, com menor tendéncia de
degradacdao de compostos, este aumento gradual da temperatura de minimo bem
como fluxo de calor sugerem que o AME esta afetando as interacdes polimero-
polimero e polimero-solvente de forma ndo oObvia, induzindo o rompimento de uma
quantidade gradualmente maior de interagdes intermoleculares a medida que sua
concentragao aumenta.

[24] Apo6s ~ 200°C as curvas TGA e DTA apresentam um perfil mais atenuado

de perda de massa, o que foi atribuido a degradacao do carbopol e AME.

EXEMPLO 2: CARACTERIZACAO REOLOGICA DOS GEIS

[25] Caracterizacoes reoldgicas foram realizadas para investigar as interacdes
intermoleculares entre Carbopol e extrato deAME. As amostras, nas concentracoes de
0.0, 1.0,2.5e5.0% p/p, foram submetidas a ensaios reologicos oscilatérios e em modo
transiente, utilizando um Redmetro Dinamico Hibrido (DHR1; T.A. Instruments®), com

geometria de placas paralelas (a¢o inoxidavel, diametro 20,0 mm,
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padrao DIN), acoplado a uma placa peltier para controle de temperatura. Os
experimentos deste estudo foram obtidos com um valor de gap de 250 pum e diferentes
condicdes de temperatura conforme descrito abaixo.

[26] Os experimentos no modo oscilatério foram realizados da seguinte forma:
1) A amplitude de varredura oscilatéria de deformacao, de 0,5% a 500% no modo de
varredura logaritmica, coletando 15 pontos por década e mantendo constante a
frequéncia angular de 87,92 rad/s (14 Hz), foi realizada a 25°C para determinar a
regiao de viscoelasticidade linear (LVE) e a possivel ocorréncia de uma tensao de
escoamento (10). 2) Apos a determinacdo do limite maximo de deformacdo dos
modulos viscoelasticos (G' e G”), aamplitude de deformacao foi fixada em 1% (mantida
dentro do LVE)e a frequéncia de oscilagao variou de 0,0 a 628 rad/s (0,0 a 100 Hz),
em modo de varredura logaritmica, coletando 10 pontos por década, a 25°C.

3) Adicionalmente, experimentos de temperatura foram realizados em modo
oscilatorio, de 10 a 80°C a 10°C/min e mantendo constante a deformacdo de
deformacao (y% = 1%) e a frequéncia angular (o = 1 Hz ou 6,28 rad/s) .

[27] Experimentos em modo transiente foram realizados, a 25°C da seguinte
forma: 1) Medicdes de fluéncia de curta duracdo, com aplicacdo de tensdo de
cisalhamento constante de 5 Pa, durante 30 s, foram realizadas para sondar as
caracteristicas viscoelasticas em funcao do tempo. As curvas de fluéncia versus tempo
(J(t) x t) foram ajustadas usando o modelo de Jeffrey, umavez que tal algoritmo é
apropriado para determinar parametros viscoelasticos a partir de experimentos de
deformacgédo oscilante (creep ringing). Os ajustes foram realizados utilizando a
ferramenta de ajuste nao linear (NLFit) disponivel no software ORIGIN PRO 9
(OriginLab Corporation). No software, o algoritmo de iteracdo deLevenberg- Marquardt
foi aplicado (Goudoulas et al., J. Rheol., v.60, 2016).

[28] Cisalhamento oscilatério, varredura de frequéncia. Experimentos de
cisalhamento oscilatério com varredura de amplitude foram empregados para verificar
as propriedades viscoelasticas dos géis, em baixa deformacado, quando a estrutura
tridimensional supramolecular do material € mantida. Testes foram realizados para
determinar as propriedades viscoelasticas dos géis, como modulo de armazenamento
(G"), mddulo de perda (G").

[29] O modulo de armazenamento G' mede o componente elastico do material
enquanto o modulo de perda G" mede a fluidez do material. Assim, quando G" € maior

que G', o material € mais fluido e quando G' € maior que G", o material € mais solido.
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Como pode ser visto na Figura 2, todas as amostras tém principalmente
comportamento do tipo solido, uma vez que G' > G” em uma ampla faixa de tensao de
cisalhamento.

[30] Além disso, a Figura 2A também mostra a existéncia de um cruzamento
entre G' e G" que foi atribuido a existéncia de uma tenséo de escoamento (co). Esta
tenséo de escoamento € a tens&o limite que separa a “regido viscoelastica linear” da
“regido viscoelastica ndo linear”. ApoOs 1o, espera-se a ruptura da estrutura
tridimensional intermolecular do fluido, com transicdo semelhantesolido-fluido (Boisly
et al., Appl. Rheol., v.24, 2014; Ewoldt et al., Rheol. Acta, v.49, 2010). A Figura 2B
mostra o fator de amortecimento contra a tensdo de cisalhamento para avaliar a
resultante do comportamento elastico e viscoso, uma vez que o fatorde amortecimento
descreve a razéo das duas por¢des do comportamento viscoelastico: tan(6) = G”/G'".
Para todas as amostras, a transi¢ao de fase do tipo solido-liquido pode ser observada
em tan(6) = 1 (onde , G" = G'). Para tan(0) < 1, o comportamento do tipo sélido &
observado enquanto o comportamento do tipo liquido € observado em tan(6) > 1.

[31] Ainsergao na Figura 2A também mostra que a magnitude de o reduz com
a concentracdo de AME, o que representa um efeito ndo dbvio de interacdo entre o
AME e a matriz polimérica. Esses dados indicam que o AME contribui para o
enfraquecimento das interagdes intermoleculares tridimensionais polimero-polimero
provavelmente devido a neutralizacdo da macromolécula anidnica pelos ions
presentes no extrato de AME, o que por sua vez é um facilitador para a espalhabilidade
do material.

[32] Cisalhamento oscilatério, varredura de frequéncia. A Figura 3A-B
mostram os experimentos de varredura de frequéncia, onde o mdédulo G' e G" e a
viscosidade complexa (n*) sao plotados em relacdo a frequéncia. Para os fluidos, o
modulo de elasticidade G' é praticamente independente da frequéncia, devido a
existénciade material fortemente estruturado, caracteristico de um gel (Stadler, Korea
Aust. Rheol. J., v.23, 2011). Consequentemente, somente em altas frequéncias ha
uma tendéncia de cruzamento das curvas, sugerindo transi¢ao soélido-liquido induzida
pela oscilagao de frequéncia. Além disso, como a viscosidade complexa diminui com
afrequéncia, tem-se um comportamento peseudoplastico (Figura 3B). A dependéncia
dos valores de n* com a concentragdo de AME pode ser semelhante a dependéncia

de 7o com a concentragao, conforme descrito no experimento de varredura de
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amplitude, corroborando a hipotese sobre a neutralizagdo de macromoléculas de
carbopol pelos cations presentes no extrato de AME, o que € um efeito ndo 6bvio que
representa uma vantagem em ermos de facilidade de espalhabilidade do material.

[33] E importante destacar que a existéncia de tensdo de escoamento e
tixotropia, embora sejam usualmente considerados fendmenos independentes,
apresentam uma tendéncia a aparecer no mesmo fluido, pois acredita-se que sejam
causados pela mesma fisica fundamental, pois a mesma microestrutura presente em
um fluido que apresenta tensdo de escoamento, quando quebrada por cisalhamento,
seja a origem da tixotropia (Moller et a., Soft Matter, v.2, 2006).

[34] Cisalhamento oscilatério, rampa de temperatura. A Figura 4 mostra a
dependéncia da temperatura da viscosidade complexa no aquecimento dos géis onde
pode ser visto que o comportamento com a temperatura € diferente para cadaamostra,
sendo este, mais um efeito ndo ébvio resultante da interacdo entreos componentes.

[35] Para o Carbopol puro, observa-se uma baixadependéncia de n* com a

temperatura até ~ 60 °C. Apos esta temperatura, a amostra sofre uma lenta reducéo
na viscosidade, atribuida a reducdo do atrito interno como consequéncia do
aumentoda energia cinética molecular e desdobramento macromolecular.

[36] A adicdo de 1,0% de AME causa uma reducao abrupta de n*, semelhante
ao descrito acima em experimentos de varredura de frequéncia e amplitude. No
entanto, este € o Unico sistema que n* reduz continuamente com a temperatura dentro
da faixaverificada. A adicdo de 2,5% e 5,0% provoca mudangas importantes no
comportamento dos géis com a temperatura, uma vez que se observa um aumento da
viscosidade.

[37] Uma possivel explicagdo para esses comportamentos € o fato de que
para essas duas ultimas composi¢cdes, como sao muitomais fluidas em decorréncia da
qguebra prévia das interacdes intermoleculares, elas podem perder moléculas de agua
com mais facilidade, gerando maior atrito interno com consequente aumentoda
viscosidade em altas temperaturas. Por outro lado, as amostras de Carbopol puro e
Carb+AME 1,0%, como possuem baixo grau de neutralizagdo macromolecular,
espera-se um maior grau de interagdo agua-macromolécula, com menor taxa de
desidratagdocom a temperatura.

[38] Experimento de fluéncia em curto intervalo de tempo. O acoplamento
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entre a inércia do redmetro e a elasticidade superficial de um determinado fluido em
um instrumento de tensao controlada (como € o caso do DHR 1 da T.A. instruments),

gera uma resposta muito particular em sua fluéncia, de modo que a propriedade
complacéncia (J(t) / Pa'1; que mede a fluéncia temporal do material), quando medida

em curta escala de tempo (da ordem de ~10-3 a =100 s), sofre uma oscilagao
amortecida até alcancar o estado estacionario de fluidez. Tal comportamento é
conhecido como “oscilagdo amortecida” (creep ringing) (Goudoulas et al., J. Rheol.,
v.60, 2016).

[39] Para fluidos viscoelasticos, € muito util observar o comportamento do
amortecimento oscilante da fluéncia, em curta escala de tempo, onde os efeitos de
inércia sao dominantes, pois pode revelar interessantes propriedades relativas a
dindamica molecular envolvida nos processos de relaxacao (Figura 5).

[40] A Figura 5 mostra os dados de fluéncia, onde a propriedade
complacéncia, medida a 5 Pa durante 30 s, € plotadaem relacdo ao tempo para as
quatro amostras. Os dados foram ajustados pelo uso do modelo mecanicistico
conhecido como “modelo de Jeffrey”, que consiste em uma mola e um amortecedor
em paralelo (elemento Kelvin-Voigt) em série com um amortecedor ea inércia do
instrumento, que é a fonte para a fluéncia com oscilacdoamortecida (creep ringing).
Detalhes tedricos sobre a equacao “creep ringing” podem ser encontrados no artigo
de Goudoulas et al.,(2016) (Goudoulas et al., J. Rheol., v.60, 2016).

[41] De acordo com o modelo de Jeffreys, os seguintes parametros
viscoelasticos foram calculados (Figura 6): Médulo de elasticidade (G / Pa), tempo de
relaxamento (11 / s), tempo de retardo(A2 / s), viscosidade de Jeffrey (n1/ Pa.s),
viscosidade de Kelvin- Voigh (n2 / Pa.s), Médulo de Armazenamento (G'/ Pa), Médulo
de Perda (G” / Pa) e a frequéncia de oscilagéo (wt / rad/s). O significado de cada um
dos parametros também € dado na Figura 6.

[42] Semelhante ao observado nos demais experimentosreolégicos descritos
acima, a adicdo de AME na amostra causou mudancas drasticas na resposta
viscoelastica dos géis nos experimentos de fluéncia. Conforme observado na Figura
6, a concentracdo crescente de AME causou redugdo gradual do moéddulo de
elasticidade e de armazenamento, tempos de relaxamento, tempos de retardacao, e
frequéncias de toque.

[43] O carbopol puro apresentou menor complacéncia, menor amplitude de
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oscilagdo e um estado estacionario linear de complacéncia apdés o periodo de
oscilacdo, o que foi atribuido a sua maior elasticidade. A adicdo de AME causou
aumento gradual na complacéncia, na amplitude de oscilacdo, causando distor¢ao da
complacéncia apos o periodo de oscilagao (o estado estacionario foi cada vez menos
linear apds o periodo de oscilagdo). Como pode servisto, a convergéncia em estado
estacionario € gradualmente menor com o aumento da concentracdo de AME, o que
foi atribuido ao aumento da componente viscosa da viscoelasticidade. Além disso, a
amplitude da oscilacao é gradativamente maior a medida que aconcentracdo de AME
aumenta, devido a maior turbuléncia molecular e maior capacidade de dissipar energia
mecanica.

[44] A 5% da AME, observa-se uma situagcao extrema, com complacéncia nao
linear, que aumenta com o tempo. Essecomportamento pode ser atribuido a uma
ruptura continua e irreversivel da estrutura do fluido, devido a presenca de interagoes
fracas, mostrando que quanto maior a concentracdo de AME, maior é a

espalhabilidade da amostra.

EXEMPLO 3: IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS DO
EXTRATO DAS FOLHAS DE Annona muricata L. POR UPLC-MS-Q-TOF.

[45] O extrato etandlico de A. muricata foi analisado por cromatografia liquida
ultrarrapida acoplada a espectrometria de massa (UFLC-MS) no modo positivo [M +
H]* usando um Shimadzu UFLC (modelo Nexera) e um espectrdmetro de massa
Bruker (modelo QTOF Compact) com fonte de ionizagao por eletrospray. A fase mével
utilizada foi agua acidificada com féormica, com pH = 3 (fase A) e metanol (fase B), o
fluxo de injecao foi de 0,4 mL/min e o tempo de corrida foi de 12 min. A coluna usada
foi a Kinetex 2,6 um - C18 - 100A, comprimento 100 mm X 3,0 mm. A execugao
cromatografica comegou com 40% da fase B no tempo de 0,01 min, atingindo até 70%
de B no tempo de 8,20 min e 95% de B de 8,20 a 9,70 min, posteriormente a fase
movel voltou a 40% B no tempo de 10,20 min, seguindo até 11,50 min, a corrida
terminou em 12 min.

[46] De acordo com o perfil cromatografico do extrato realizado por UFLC-
QTOF-MS, 14 compostos foram identificados por meio de comparacao do perfil de
fragmentacdo de massas com a literatura especializada. Os compostos sao:

anopentocina, anomuricina, anohexocina, loliolida, S-norcorydine, asimilobina, acido
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caféico, aterosperminina, xilopina, nornuciferina, kaempferol-30-rutnosideo, xi-
anomuricina, rutina e sacarose (Figura 7). Alguns dos compostos identificados séao
relatados como tendo propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e
antioxidantes. De acordo com o descrito no estado da técnica, esses compostos tém
a capacidade de neutralizar os radicais livres e a atividade anti-inflamatoria devido a
inibicdo da peroxidacéo lipidica, producao de MDA, enzimas de oxido nitrico sintase,
fosfolipase e supressao de genes inflamatdrios, que sdo os principais parametros do
estresse oxidativo Portanto, o presente extrato € constituido de uma mistura de

substancias com potencial anti-inflamatdrio e antifungico.

EXEMPLO 5: MODELO EXPERIMENTAL DE CANDIDIASE VULVOVAGINAL E
AVALIACAO DA CARGA FUNGICA

[47] Fémeas Wistar (peso corporal 150-200 g) foram coletivamente alojadas
em uma sala experimental por pelo menos 5 dias antes dos experimentos. Os animais
foram mantidos na sala experimental do Laboratério de Farmacologia da UFSJ -
Campus Centro Oeste, em conformidade com as diretrizes institucionais (25°C + 1 °C,
12 horas ciclo claro/escuro). O protocolo experimental foi aprovado Comité de Etica
em Experimentacao da Universidade Federal de Sdo Joao Del-Rei (protocolo numero
021/2021).

[48] Para obter uma resposta crdonica e uma infeccdo homogénea, os animais
foram imunossuprimidos pela administracdo de ciclofosfamida (CPA) (Genuxal®,
Baxter), em duas doses de 50 mg/kg de p.c., por via intra-peritoneal (0,3 mL), no
primeiro e terceiro dias. Foi administrado em cada animal cipionato de estradiol
(E.C.P®, Zoetis-Pfizer — 0,2 mg/animal, 0,2 mL), por via subcuta nea, 1 vez ao dia,
durante 3 dias, que antecederam a infecgao.

[49] As ratas foram inoculados intravaginalmente com 0,1 mL de C. albicans
(5,0 x 107 fungo/mL), utilizando uma micropipeta com pontas descartaveis. Dois dias
apos a inoculacéo (dia 0) a carga vaginal de C. albicans foi avaliada por meio da coleta
de fluido vaginal com 0,1 mL de solugdo salina, plaqueada em agar Sabouraud
dextrose e quantificada as colénias. A infeccédo foi considerada suficiente se uma
contagem média para as lavagens vaginais de cada rato foi pelo menos 103 UFC/mL
(Fernandes et al., Mycoses, 2018).
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[50] Para investigar os efeitos de AME livre e incorporado ao gel de carbopol
0,5%, diferentes concentracdes de extrato foram utilizadas. Foram utilizados 9 grupos
com um n grupo = 6 de fémeas Wistar, que foram randomicamente divididas: Grupo
1: controle nao infectado; Grupo 2: controle de infec¢do, controle negativo; Grupo 3:
infectado e tratado com gel de carbopol e incorporado a AME 1,0%; Grupo 4: infectado
e tratado com gel de carbopol e incorporado a AME 2,5%; Grupo 5: infectados e
tratados com veiculo controle — gel de carbopol 0,5%; Grupo 6: infectados e tratados
com veiculo controle - 5% DMSO + 5% Tween 80 em agua destilada; Grupo 7:
infectados e tratados com AME - 0,2 mg/mL; Grupo 8: infectados e tratados com AME
- 1,0 mg/mL; Grupo 9: infectado e tratado com creme de nistatina (NIS, controlo
positivo, 25000 Ul/g de creme).

[51] Apds a confirmacdo da infeccdo (primeiro dia), os tratamentos foram
administrados aos animais infectados uma vez por dia durante seis dias. Nos dias trés
e seis do experimento, a carga vaginal de C. albicans foi avaliada para verificar a
eficacia do tratamento. No dia sete, os animais foram sacrificados e as amostras de
vagina e vulva foram coletado para analises histopatologicas.

[52] Apos o estabelecimento da infecgao, a atividade das amostras contendo
AME (livre e incorporado ao gel de carbopol) e nistatina em animais infectados foi
examinada (Figura 8). No 32 e 62 dia apos o inicio do tratamento, o fluido vaginal foi
novamente coletado para quantificagdo da carga fungica. Foi observado que no grupo
de animais infectados e ndo tratados, tratados apenas com veiculo e com o gel branco,
a carga fungica aumentou, permanecendo alta durante o periodo completo de
tratamento. No grupo tratado com AME 0,2 mg/mL a carga fungica reduziu, porém
cinco animais ainda permanceram infectados ao final do tratamento. Em contraste, o
grupo AME 1,0 mg/mL reduziu significamente a carga fungica e apenas dois animais
permaneceram infectados. Em relacdo ao tratamento com os géis de carbopol
incoporados a diferentes concentragées de AME, no grupo tratado com AME 1,0 %
todos os animais permaneceram infectados e satisfatoriamente, no tratamento com
gel AME 2,5% a carga fungica foi reduzida e 4 animais ndo se encontravam mais
infectados ao final do tratamento. O tratamento com nistatina, usado como controle
positivo, exerceu uma reducdo completa dos animais infectados ainda no dia 3.

[53] De acordo com os resultados apresentados acima, podemos observar
que gel de carbopol a 0,5% (branco), ndo foi capaz de reduzir a infecgdo vulvovaginal

fungica, portanto é relevante a formulacdo gelificada para uso vaginal a base de



112

carbopol com A. muricata para se obter resultados satisfatérios. E valido ressaltar que
0s animais tratados com gel AME:carbopol 2,5% apresentou uma atividade antifungica
mais promissora, ja que houve uma reducao de 80% na carga de fungica. O estudo
com AME livre demonstrou que ratos infectados com C. albicans sdo capazes de
reduzir mais de 60% da carga fungica em seis dias de tratamento com extrato de AME
na concentragcdo mais alta (1,0 mg/mL). Sendo assim, a redu¢do aumentada da carga
fungica encontrada na formulagdo pode ser atribuida a capacidade do gel de carbopol
de promover uma adesao eficiente a mucosa vaginal, levando a uma entrega

melhorada do extrato e, conseqlientemente, a um efeito antifungico melhorado.

EXEMPLO 6: ANALISES HISTOLOGICAS

[54] As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10,0%, cortadas
longitudinalmente e processado para analise histoldgica (inclusdo de parafina e
seccdes de 5 um). As secgdes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), para
avaliar a resposta tecidual tanto a infec¢ao fungica quanto protocolos de tratamento.

[55] O grupo controle ndo infectado exibiu morfologia da mucosa vaginal
normal e ndo apresentou sinais de inflamacao (Figura 9A) enquanto o grupo controle
infectado apresentou elevada inflamagdo da mucosa vaginal e vacuolizacdo (Figura
9B). Os grupos tratados com géis de carbopol 1,0% e 2,5% apresentaram inflamacgéao
leve a moderada (Figuras 9C e D). Alteracdes degenerativas/morte celular foram
evidentes em animais infectados tratados com gel branco (Figura 9E) e controle do
veiculo (Figura 9F), além de intensa vacuolizacdo citoplasmatica. Degeneracéao e
morte celular de queratindcitos foram menos proeminentes nos animais tratados com
AME (Figura 9G e H). AME 2,5% exibiu a morfologia que mais se aproximou de
animais sem infecgdo, com as estruturais epiteliais mantidas (Figura 9H). Na maioria
dos animais do grupo infectado tratado com nistatina encontravam-se aparentemente
mais inflamacdo e em comparacdo com a infeccdo isolada, além de areas de

moderada hiperqueratose e hiperplasia (acantose) da mucosa (Figura 9l).

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
[56] Figura 1: A) Curvas TGA e B) Curvas DTA para Carbopol puro, Carbopol
+AME 1,0%, Carbopol +AME 2,5% e Carbopol +AME 5,0%. Os experimentos foram

realizados em atmosfera dindmica de ar a 300 mL/min.
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[57] Figura 2: Varredura oscilatéria da amplitude de deformacéo, de 0,5% a
500% (em escala logaritmica). A) Mdédulos G' e G" plotados em fungao da tensao de
cisalhamento oscilatoria (c). B) Fator de amortecimento em funcdo da tens&o de
cisalhamento oscilatéria (c). Experimentos realizados a 87,92 rad/s (14 Hz) e 25 oC.

[58] Figura 3: Varredura oscilatoria da frequéncia de deformacéo, de 0,0 a
628 rad/s (0,0 a 100 Hz, em escala logaritmica). A) Mddulos G' e G" plotados em
funcdo da frequéncia de cisalhamento oscilatorio (o/ Hz). B) Viscosidade complexa
em funcao da frequéncia de cisalhamento oscilatério (o/ Hz). Experimentos realizados
a 87,92 rad/s (14 Hz) e 25 oC.

[59] Figura 4: A) Dependéncia da temperatura de n* no aquecimento para
géis. Experimentos realizados em y= 1% e o= 1 Hz.

[60] Figura 5: Curvas de fluéncia em curto intervalo de tempo (0 a 2 s) para
as quatro amostras.

[61] Figura 6: Parametros viscoelasticos obtidos por ajuste de dados de creep
ringing usando o modelo de Jeffreys.

[62] Figura 7: Dados de MS no modo (+)ESI e os resultados da identificagdo
dos compostos bioativos no extrato etandlico de Annona muricata (AME).

[63] Figura 8: Numero de animais infectados e quantificacdo da carga fungica
observada para animais tratados intravaginalmente com diferentes concentra¢des do
gel e seus respectivos controles. * Diferenca estatisticamente significativa comparada
aos valores obtidos no dia 0 (p < 0,05); **Reducado estatisticamente significativa
comparada aos valores obtidos no controle infectados (p < 0,05); DP = desvio padrao;
n/N = numero de animais infectados/niumero de animais por grupo.

[64] Figura 9: Fotomicrografias representativas de sec¢des longitudinais
da vagina coradas com hematoxilina e eosina. (A) Animais nao infectados; (B)
Animais nao tratados infectados (controle negativo); (C) Animais infectados e
tratados com gel 1,0%; (D) Animais infectados tratados com gel 2,5%; (E)
Animais infectados e tratados com gel branco; (F) Animais infectados e tratados
com veiculo; (G) Animais infectados e tratados com AME 0,2 mg/mL; (H) Animais
infectados e tratados com AME 1,0 mg/mL; (I) Animais infectados e tratados com
nistatina (controle positivo, 25.000 Ul/g); Ampliacao 200 x. Barra de escala, 100
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7.4 RESULTADOS DA PATENTE
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Figura 6 -
Parametros Carb+AMEO0% Carb+AME 1.0% | Carb+AME 2.5% | Carb+AME 5.0%
Modulo Elastico (Pa) 3401,00 1252,2 707,3 232,7
Tempo de Relaxacdo (s) | 10,47053 7,03054 5,88228 6,7141
Tempo de Retardacdo (s) | 10,46964 7,02578 5,87372 6,68887
Viscosidade do elemento | 35607,26 8797,68 4154,48 1556,5
de Jeffreys (Pa.s)
Viscosidade do elemento | 3,01 5,957 6,0578 5,87
de Kelvin-Voigt (Pa.s)
G’ (Pa) 3400,99 1252,19 707,29 232,69
G” (Pa) 268,09 396,50 299,82 163,60
Ringing angular | 87,84569 66,15412 49,16145 27,76512

frequency (rad/s)
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Figura 7 —
Classe dos Compostos Massa Erro Tr Principais Referéncia
compostos calculada (ppm) (Min) fragmentos (m/z)
Sacarideo Sacarose 342.1162 342.1068 - 1.1 381.0700 (M+K*); Cardozo et
27.68 203.0461 (M-Glic + al., 2012
Na*)
Flavonoide Rutina 610.15346 610.1409 - 2.1 611.1482 (M+H); Matsushige
20.58 303.0424 (M-Rha- etal,
Glic) 2012a
Alcaloide xi-Anomuricina 329.1628 329.1539 - 24 330.1612 (M+H) Leboeuf et
27.03 al., 1981
Flavonoide Kaempferol-30- 594.1585 594.1461 - 2.7 595.1534 (M+H); Nawwar et
rutinosideo 20.95 449.0961 (M-Rha) al., 2012
Alcaloide Nornuciferina 281.14166 281.1338 - 3.0 282.1411 (M+H) Hasrat et
27.95 al., 1997a;
Hasrat et
al., 1997b;
Alcaloide Xilopina 295.1209 295.1129 - 34 296.1202 (M+H) Fofana et
27.14 al., 2011
Alcaloide Aterosperminina 309.1729 309.1648 - 4.2 310.1721 (M+H); Leboeuf et
26.45 223.1723 (M-HCN- al., 1981
4CHa)
Acido Acido cafeico 180.0422 180.0518 52.87 4.4 203.0410 (M+Na); Nam et al.,
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fendlico 181.0591 (M+H) 2017
Alcaloide Asimilobina 267.1260 267.1046 - 4.8 306.0678 (M+K*) Hasrat et
80.11 al., 1997a;
Hasrat et
al., 1997b;
Alcaloide S- Norcorydine 327.1471 327.1388 - 5.7 328.1461 (M+H) Matsushige
25.49 etal,
2012b
Benzofurano Loliolida 196.1100 196.1103 +1,47 8.2 197.11 76 (M+H) Cardenas
etal., 2021
Acetogenina Anohexocina 628.4553 628.4555 +0.30 18.1 629.4628 (M+H) Zeng et al.,
1995
Acetogenina Anomuricina A, 612.4604 612.4603 -0,16 18.6 613.4676 (M+H) Jaramillo et
C,ouE al., 2000;
Kim et al.,
1998; Wu
etal.,
1995.
Acetogenina Anopentocina 612.4604 612.4604 0.00 18.8 613.4677 (M+H) Zeng et al.,
A/B,ouC 1996

Tr-tempo de retengdo.
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Figura 8 -

Grupos de
Animais Log UFC/mL £  Animais Log UFC/mL £  Animais Log UFC/mL +DP redugéo
infectados/N % DP infectados/N % DP infectados/N %

Controle da

) . 6/6 1,42 +0,13 6/6 1,98+ 0,12 6/6 2,29+ 0,10 0,0

infeccéo

Gel AME 1,0% 6/6 1,57 +£0,22 6/6 1,38+ 0,35 5/6 1,08 £ 0,27 31,2

Gel AME 2,5% 6/6 2,13+0,70 6/6 1,38+ 0,33 2/6 0,45 + 0,55* 79,9**

Gel Carbopol

6/6 2,51+0,70 6/6 2,67+0,37 6/6 2,82+ 0,31 0,0

0,5% (Branco)

Veiculo 6/6 1,72+ 0,40 6/6 2,20+ 0,28 6/6 2,65+ 0,20 0,0

AME 0,2 mg/mL 6/6 1,87 £ 0,56 6/6 1,63+0,45 6/6 1,50+ 0,43 19,9

AME 1,0 mg/mL 6/6 1,49 + 0,30 6/6 1,18 £ 0,27 2/6 0,60 + 0,55* 59,7**

Nistatina 6/6 2,05+ 0,56 0/6 0,00 + 0,00 0/6 0,00 + 0,00* 100**
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Figura 9 -
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra que o extrato etandlico de A. muricata (AME) na sua
forma livre e incorporado a uma base de carbopol tem atividade promissora contra C.
albicans (ATCC® 10231), resistente a fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anidulafungina, tanto in vitro, quanto in vivo.

Nossos resultados in vitro sugerem que AME tem capacidade de reduzir a
densidade fungica, alterar a curva de crescimento e agir no envoltério celular da célula.
Os dados foram categoricos em aumentar a permeabilidade celular, atingindo a parece
celular e alterar estruturas da membrana celular fungica. Também observamos
modificagées na integridade do envoltério, alterando o potencial de membrana
mitocondrial, resultando na sua despolarizacdo. Além disso, o extrato foi capaz de
reduzir a proliferacdo do biofilme, interferir na sua adeséao, alterar a ultraestrutura da
levedura e reduzir a matriz polimérica extracelular,

Noss ensaios in vivo foi observadoque AME livre e incorporado ao gel de
carbopol diminuem a carga fungica no lavado vaginal e, consequentemente, o tecido
diminui o processo inflamatorio resultante da invasao. A incorporagao da carbopol é
uma possibilidade de formulacdo de um possivel produto com acdo dermatologica,
com vantagens em relagdo ao extrato livre, como a mucoadesividade. Além disso, as
analises reologicas confirmaram o potencial e as vantagens do desenvolvimento da
formulagdo, j& que potencializa parédmetros de estabilidade, viscosidade e
espalhabilidade do produto final.

Assim, este estudo demonstra que ambas amostras testadas podem ser usadas
como uma possivel alternativa terapéutica para infeccoes por C. albicans e/oucomo
terapia combinada com outros antifungicos para controle da infecgoes fungicas
causadas por este microorganismo.

Ainda assim, outros estudos devem ser realizados com o intuito de aperfeicoar
a formulagcdo, bem como compreender seus mecanismos de acdo e suas
caracteristicas fisico-quimicas, garantindo assim uma possivel aplicagdo no
tratamento da VVC.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords:
Antifungal activity
Annona muricata
Candida albicans
Chemical diversity
Fungal cells

Cell viability

Etnopharmacological relevance: Annona muricata L. (soursop) is traditionally used in the treatment of inflam-
matory diseases, cancer, and infections caused by fungi. The therapeutic activity explored by its medicinal use is
generally associated with its phy such as ins and alkaloids. However, its potential anti-
fungal bioactivity as well as its mechanism of action remains to be established.

Aim of the study: To evaluate the antifungal activity of the ethanolic extract of A. muricata leaves against
multidrug-resistant Candida albicans (ATCC® 10231).

Material and methods: Phytoconstituents were detected by UFLC-QTOF-MS. The minimum inhibitory concen-
tration was determined, foll d by the d of the minimum fungicidal concentration. For planktonic
cells, the growth curve and cell density were evaluated. Studies to understand the mechanism of action on the
cell envelope involved crystal violet permeability, membrane extravasation, sorbitol protection, exogenous
ergosterol binding assay, metabolic activity, and cell viability. Furthermore, mitochondrial membrane potential
was assessed.

Results: Our analyses demonstrated a significant inhibitory effect of A. muricata, with the ability to reduce fungal
growth by 58% and cell density by 65%. The extract affected both the fungal plasma membrane and cell wall
integrity, with significant reduction of the cell viability. Depolarization of the fungal mitochondrial membrane
was observed after treatment with A. muricata. Rutin, xi wricine, k ferol-30-rutinoside, nomuciferine,
xylopine, atherosperminine, caffeic acid, asimilobine, s-norcorydine, loliolide, annohexocin, annomuricin,
annopentocin, and sucrose were identified as extract bioactive components.

Conclusions: Our findings show that the A. muricata extract is a source of chemical diversity, which acts as a
potential antifungal agent with promising application to the therapy of infections caused by C. albicans.

ituent

1. Introduction

Candida albicans is a microorganism of clinical importance in inva-
sive human diseases and generates high healthcare costs worldwide.
These infections are considered emerging, especially in the immuno-
compromised population (Chen et al., 2020). However, current thera-
peutic choices for the treatment of invasive fungal infections are limited
and are associated with high toxicity (Van Daele et al., 2019).

The restricted number of antifungal drugs available challenges the
treatment of invasive pathologies. Currently, only four different classes
of these drugs are used to treat numerous fungus-associated diseases:
polyenes, azoles, nucleoside analogues, and echinocandins (Gintjee
et al., 2020). Fungal pathogens are increasing their multidrug resistance
properties and evolving virulence factors, which is particularly prob-
lematic in clinical settings (Jamiu et al,, 2021). Altemative therapies
such as natural products have been studied and directed towards
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