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LIMA, Eduarda dos Santos. Acdo anti-helmintica in vitro e modificacdes ultraestruturais em
Haemonchus contortus induzidas por uma fracéo alcaloidica de Annona tomentosa. 2023. 56 f.
Dissertacdo (mestrado em Saude Ambiente) - Universidade Federal do Maranhao, Séo
Luis, 2023.

RESUMO

Os alcaloides, metabdlitos secundarios de plantas, possuem diversas bioatividades,
incluindo acéo anti-helmintica. Considerando a resisténcia dos nematoides a maioria dos
medicamentos comerciais, a investigacdo de produtos naturais com propriedades anti-
helminticas ganha relevancia para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre 0s
parasitos de ovinos e caprinos, destaca-se 0 Haemonchus contortus, por sua alta prevaléncia e
patogenicidade em regides tropicais e subtropicais. Este estudo teve como objetivo obter uma
fracdo alcaloidica (Alk.F) de Annona tomentosa e avaliar sua atividade anti-helmintica in vitro
assim como sua atividade hemolitica. A obtencdo da AIlKk.F ocorreu a partir do extrato
metanolico das cascas do caule de A. tomentosa. A deteccdo e identificagdo de alcaloides em
AlKk.F foi realizada por meio de cromatografia em camada delgada e espectrometria de massas,
respectivamente. A avaliacdo da atividade anti-helmintica in vitro de Alk.F em larvas de H.
contortus foi conduzida por meio dos ensaios de desembainhamento artificial e
desenvolvimento larvar. Modificagdes na ultraestrutura de larvas L3 de H. contortus induzidas
por Alk.F foram avaliadas por microscopia de forca atdmica. A atividade hemolitica in vitro de
Alk.F foi avaliada medindo-se a lise de eritrocitos de ovelha. Dos nove picos predominantes
obtidos, sete alcaldides foram identificados em Alk.F: reticulina, N-6xido de reticulina, isdmero
N-O0xido de reticulina, ciclanolina, asimilobina, tetrahidropalmatina e anonaina. Alk.F
demonstrou baixa atividade hemolitica, com apenas 2,7% de hemolise a 0,5 mg/mL.
Adicionalmente, inibiu o desenvolvimento e o desembainhamento larvar, apresentando
concentragdes inibitorias de 50% (ICso) de 0,026 mg/mL e 0,36 mg/mL, respectivamente.
Alk.F, na concentragdo de 0,026 mg/mL, induziu alteragdes na cuticula de larvas de H.
contortus, resultando na reducdo da adesdo e aumento da altura. Em concluséo, Alk.F tem
atividade in vitro contra larvas de H. contortus, desorganizando a estrutura da cuticula, sendo

potencial para o desenvolvimento de novas estratégias de controle deste nematoide.

Palavras — chave: alcaloides; Annona tomentosa; nematoides; plantas.



LIMA, Eduarda dos Santos. In vitro anthelmintic action and ultrastructural changes in
Haemonchus contortus induced by an alkaloid fraction of Annona tomentosa. 2023. 56 f.
Dissertation (master's degree in Environmental Health) - Federal University of
Maranhdo, S&o Luis, 2023.

ABSTRACT

The alkaloids, secondary metabolites of plants, exhibit diverse bioactivities, including
anthelmintic effects. Considering the resistance of nematodes to most commercial drugs, the
investigation of natural products with anthelmintic properties becomes increasingly relevant for
the development of new anthelmintic drugs. Among the nematodes affecting sheep and goats,
Haemonchus contortus stands out due to its high prevalence and pathogenicity in tropical and
subtropical regions. This study aimed to obtain an alkaloidal fraction (Alk.F) from Annona
tomentosa and evaluate its in vitro anthelmintic activity as well as its hemolytic activity. Alk.F
was obtained from the methanolic extract of the stem bark of A. tomentosa. The detection and
identification of alkaloids in Alk.F were performed through thin-layer chromatography and
high-performance liquid chromatography-electrospray ionization-mass spectrometry (LC-ESI-
IT-MS), respectively. The evaluation of Alk.F's in vitro anthelmintic activity on H. contortus
larvae was conducted through artificial exsheathment and larval development assays. Changes
in the ultrastructure of H. contortus L3 larvae induced by Alk.F were assessed through atomic
force microscopy. The in vitro hemolytic activity of Alk.F was evaluated by measuring the lysis
of sheep erythrocytes. Among the nine predominant peaks obtained, seven alkaloids were
identified in AIKk.F: reticuline, reticuline N-oxide, reticuline N-oxide isomer, cyclanoline,
asimilobine, tetrahydropalmatine, and anonaine. Alk.F exhibited low hemolytic activity, with
only 2.7% hemolysis at 0.5 mg/mL. Additionally, it inhibited larval development and
exsheathment, with 50% inhibitory concentrations (ICso) of 0.026 mg/mL and 0.36 mg/mL,
respectively. At a concentration of 0.026 mg/mL, Alk.F induced changes in the cuticle of H.
contortus larvae, resulting in reduced adhesion and increased height. In conclusion, Alk.F
demonstrates in vitro activity against H. contortus larvae, disrupting the cuticle structure, and

holds potential for the development of new strategies to control this nematode.

Keywords: alkaloids; Annona tomentosa; nematodes; plants.
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1. INTRODUCAO

As doencas causadas por helmintos gastrointestinais compdem o grupo das doencas
tropicais negligenciadas (DTN) e representam um grave problema de satde publica recorrente
em diversas regides do mundo. Tais infec¢Oes atingem mais de 24% da populagdo mundial,
restringindo-se as mais pobres, principalmente em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento (Flammer et al., 2020). A prevaléncia desse tipo de DTNs esta relacionada as
condicdes sanitarias, tais como 0 consumo de agua ndo tratada e nivel socioeducativo da
populacdo. Adicionalmente, menos de 1% dos estudos na area da saude se concentram em
investigar as doencas causadas por parasitas, bem como no desenvolvimento e producédo de
novos medicamentos voltados para o tratamento dessas enfermidades. (Valentine et al., 2016).

Os problemas ocasionados por helmintos gastrointestinais também se expandem para
producdo de pequenos e grandes ruminantes, sendo responsavel por elevadas perdas na
produtividade, desencadeando a reducdo da producédo de leite e carne, baixa fertilidade e alta
taxa de mortalidade dos animais (Oliveira et al., 2017). Todos esses fatores acarretam grandes
prejuizos para ovinocaprinocultura, atividades de grande importancia produtiva em todo o
continente. No Brasil, a criacdo de pequenos ruminantes é dominante do ponto de vista
econbmico, especialmente na regido Nordeste, que abriga aproximadamente 71,05% do
rebanho nacional. (IBGE, 2019).

No estado do Maranhdo, a criacdo de caprinos e ovinos desempenha um papel
significativo na agricultura familiar, sendo uma contribui¢do essencial para a economia e o
comeércio local. No entanto, a producao de pequenos ruminantes € prejudicada e limitada devido
as dificuldades impostas pelas doencas parasitarias (Rodrigues, 2017). Entre os principais
parasitos gastrintestinais responsaveis pelas verminoses, destacam-se 0s géneros: Haemonchus
e Trichostrongylus (Andriola et al., 2011). O nematoide gastrointestinais Haemonchus
contortus € responsavel por taxas crescentes de mortalidade em decorréncia dos seus habitos

hematdfagos, que desencadeiam anemia severa nos animais (Araujo, 2017).
Nos ultimos anos, o controle parasitario tem sido realizado com uso de produtos

quimicos sintéticos em larga escala, os chamados anti-helminticos. Contudo, 0 uso excessivo e
inadequado desses medicamentos resultou na selecdo natural de cepas resistentes, o que reduziu
a disponibilidade desses farmacos. (Aradjo, 2017).

Além disso, a resisténcia aos anti-helminticos tem ocasionado impactos econémicos na
industria de carne, leite e seus derivados, no segmento de calgados, vestuarios e pecuaria

mundial. Como exemplo, nos trés principais paises produtores de ovinos (Australia, Africa do
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Sul e Uruguai), as perdas devido as infec¢Bes por helmintos resistentes resultaram em prejuizos
de US$ 222 milhdes, US$ 45 milhdes e US$ 42 milhGes, respectivamente (Chagas et al., 2022).
No Brasil, segundo IBGE (2019), as perdas estimadas por menor ganho de peso e morte

ocasionada por nematoides gastrointestinais na regido Nordeste sdo de US$73 milhdes por ano.

Dessa forma, diante da baixa eficacia dos produtos sintéticos, bem como de seu alto
custo, tornou-se cada vez mais imperativa a busca por novos compostos naturais que tenham a
capacidade de tratar e controlar as parasitoses, oferecendo menos riscos tanto aos animais
quanto ao meio ambiente (Dos Santos et al.,, 2021). Diversos fitoterdpicos, contendo
metabdlitos secundarios com potencial agdo anti-helminticos tem sido testado como método

alternativo para o controle de nematoides gastrointestinais (Castafieda-Ramirez et al., 2017).

Dentre as familias botanicas com alto teor de metabdlitos secundarios, destaca-se a
Annonaceae, com cerca de 122 géneros e 2.440 espécies. Diversas atividades bioldgicas tém
sido atribuidas a extratos, fracGes e 0leos essenciais provenientes do género Annona, tais como
antioxidante, citotoxica, antimicrobiana e antidiabética (Badmus et al., 2020), antitumoral
(Silva et al., 2018) e atividade ovicida contra ovos de Haemonchus contortus (Castafieda-
Ramirez et al., 2019).

Nesse contexto, varios compostos ativos provenientes de plantas do género Annona vém
sendo estudados em virtude da sua atividade anti-helmintica, dentre esses pode-se citar a classe
dos alcaloides, metabolicos secundérios que apresentam estrutura quimica composta por um

anel heterociclico com um ou mais 4&tomos de nitrogénio (Aniszewski, 2007).

No estudo conduzido por Pinheiro (2019), a espécie botanica Annona tomentosa,
pertencente ao género Annona, foi investigada. A autora identificou a presenca dos alcaloides
anonaina, asimilobina e norushinsunina no extrato hidroetanolico das cascas do caule. Além
disso, observou-se uma atividade moderada da fracdo alcaloidica contra cepas bacterianas
patogénicas. No entanto, ndo ha relatos sobre a atividade anti-helmintica dos compostos
bioativos dessa planta. Portanto, este estudo visou obter uma fracdo alcaloidica do caule de A.
tomentosa, identificar alcaloides presentes e investigar atividade anti-helmintica da fracdo, in
vitro, contra o nematoide H. contortus assim como avaliar alteracfes causadas na ultraestrutura

da superficie do nematoide e a citotoxicidade in vitro da fragdo.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A ampla distribuicéo de infecgdes por helmintos em humanos e em animais impacta a
economia, saude e desenvolvimento socioeconémico do pais (Kajero, 2022). O impacto
econdémico na ovinocaprinocultura, por exemplo, deve-se majoritariamente a hemoncose,
doenca causada pelo nematoide H. contortus, que ocasiona reducao nos indices de crescimento,
infertilidade, perda de peso, baixa producgdo leiteira e aumento no indice de mortalidade de
caprinos e ovinos (Mendes, 2019).

Diante de um cenario de diminuicdo da eficAcia de produtos anti-helminticos,
principalmente, devido ao selecdo de populacbes de nematoides resistentes a maioria dos
medicamentos disponiveis no mercado, e de sérios problemas de salde publica associado a
residuos desses medicamentos na carne, leite e no meio ambiente (Canova, 2016) faz-se
necessario a demanda por novas estratégias eficazes no controle de infeccGes causadas por
nematoides e o potencial anti-helmintico, assim levando em consideracdo o potencial anti-
helmintico de algumas espécies de Annona, (Machado et al. 2015, Caldeira, 2017), ressalta-se
a relevancia do estudo dos alcaloides do caule de Annona tomentosa sobre H. contortus.

Portanto, tem-se como hipdtese do presente estudo: a fracdo alcaloidica obtida a partir
do extrato metanolico das cascas do caule de Annona tomentosa pode ter a capacidade de inibir

0 desenvolvimento e o desembainhamento larval de H. contortus.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Haemonchus contortus

O Haemonchus contortus é o parasito de maior importancia econdmica por desencadear
perda significativa aos rebanhos de pequenos ruminantes, afetando a producdo mundial em
regides tropicais e subtropicais (Niciura et al., 2019). Pertencente ao filo dos Nematelmintos e
familia Trichostrongylidae. Possui habito hemat6fago, sendo conhecido pela patogenicidade,
alta morbidade e mortalidade que atinge até 40% dos animais ndo tratados (Santos et al., 2017).

Durante o seu desenvolvimento, esse nematoide passa por diversas fases, tais como
ovos, larvas e 0 verme adulto. A cuticula do ovo apresenta trés camadas: uma vitelinica, uma
quitinosa, uma formada por lipidios e algumas proteinas (Mansfield et al., 1992). Os lipideos
representam o principal constituinte estrutural do ovo, permitindo a fluidez e a permeabilidade
da membrana. J& as proteinas desempenham a funcdo de comunicacdo entre as células,
transporte e reconhecimento celular, além de contribuir para respiracéo das células. As larvas

de estagio (L1) apresentam forma de virgula e possuem um es6fago reto de forma rabditoide
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dando forma ao seu corpo, istmo e bulbo. As larvas de (L2) e (L3) sdo semelhantes
morfologicamente, porém as larvas L3 possuem uma camada que recobre a cuticula, chamada
bainha (Minho, 2014). O desembainhamento ou perda natural da bainha ocorre apés a ingestao
das larvas pelos animais, pois as mudancas de pH, temperatura e a exposi¢do ao didxido de
carbono dentro do animal estimulam a secrecdo de fluido rico em enzimas, promovendo a
digestéo da bainha e a liberacéo das larvas no abomaso do animal (Rogers, 1966).

O ciclo biolégico do H. contortus (Figura 1) € dividido em duas fases: fase de vida
parasitaria e fase de vida livre, passando por cinco estagios larvais. A fase de vida livre se inicia
com 0s ovos presentes no meio ambiente que eclodem num periodo de 2-3 h e ddo origem as
larvas de primeiro estadio L1, que por sua vez nutrem-se de bactérias presentes no ambiente e
em até 27 h se desenvolvem em larvas de segundo estagio L2 e, posteriormente, em alguns dias,
transformam-se em larvas de terceiro estagio L3 (larvas infectantes), concluida a fase de vida
livre (Loria et al., 2009).

Vermes adultos se HOSPEDEIRO
reproduzem no
abomaso

b ~

~ Ovos sao eliminados
Ingestdo de L3 v » juntamente com as

pelos ruminantes i;.. fezes no pasto

ol
Larvas infectantes ¥F ¥ Ovos embrionados
(L3) com larvas
w \-J
Larvas (L1-L2) MEIO AMBIENTE

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de Haemonchus contortus.
Fonte: Adaptado de Sousa (2022).

As larvas infectantes presentes no pasto sdo ingeridas pelos animais e perdem as
bainhas, assim fixam-se na mucosa do abomaso e se desenvolvem em larvas de quarto e quinto
estadio (L4 e L5), respectivamente. Durante a fase parasitaria, ocorre habito de se alimentar

com sangue, podendo acarretar anemia hipocromia microcitica por falta de ferro em decorréncia
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das lesdes na mucosa nos animais hospedeiros, caracterizando a doenga hemoncose, doenga
responsavel por sérios danos a satde do animal (Loria et al., 2009). Passados alguns dias, (de
20-40 dias ap0s a ingestdo, dependendo da espécie) as larvas se tornam adultas, atingindo a
maturidade sexual e prontas para se reproduzir, as fémeas eliminam seus ovos com as fezes na
pastagem, iniciando novamente o ciclo (Taylor et al., 2009).

A morfologia externa deste nematoide revela um corpo longo e cilindrico, com
extremidades afiladas, sendo a cuticula espessa, predominantemente composta de colageno, o
que Ihe confere robustez e protecdo ao parasita, permitindo sua sobrevivéncia em ambientes
desafiadores (Amarante, 2014). A boca do H. contortus € equipada com estruturas cortantes,
como dentes ou placas bucais, que desempenham um papel crucial na fixacdo a mucosa do
hospedeiro durante a alimentacdo (Santos et al., 2014).

Internamente, o sistema digestivo é composto por uma boca, eséfago e intestino, com
destaque para uma alga cecal distintiva (Amarante, 2014). No sistema reprodutivo, a espécie
exibe dimorfismo sexual, com machos apresentando estruturas copulatérias especificas, como
a bolsa copulatdria, enquanto fémeas possuem um Gtero alongado contendo ovos embrionados
(Nascimento, 2013).

Estruturas sensoriais, como sensilas cuticulares, estdo distribuidas ao longo do corpo
do nematoide, desempenhando um papel vital na deteccdo de estimulos ambientais. Essa
capacidade sensorial é crucial para orientar o parasita em seu ciclo de vida complexo, que

envolve estagios de ovo, larva infectante, larva de vida livre e adultos (Amarante, 2014).

3.2. Resisténcia anti-helmintica e uso tradicional de plantas no controle de
helmintos
Os nematoides resistentes a diversas substancias anti-helminticas e produtos
parasiticidas disponiveis comercialmente constituem um desafio permanente, ndo apenas no
Brasil, mas em escala global (Cavalcante et. al., 2009). Algumas das principais classes de anti-
helminticos para o controle de nematoides gastrointestinais sdo: benznidazois e pro-
benzimidazdis; imidazois e pirimidinas; salicilanilidas e substitutos nitrofendlicos;
organofosforados e lactonas macrociclicas (Aradjo, 2017). A resisténcia parasitaria € um
fendmeno que impede uma droga ativa potencialmente de manter a sua eficacia ao longo dos
anos, podendo chegar ao ponto de nédo ter nenhuma eficiéncia a determinadas populacdes de

parasitos resistentes (Coles et al., 1992). A resisténcia é diretamente influenciada pelo grau de
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infeccdo, diversidade da populacdo e taxa de mutagdo dos genes envolvidos (Almeida et al.,
2010).

A utilizacdo das plantas contra infec¢cdes por helmintos em humanos e outros animais €
descrita na literatura em varias partes do mundo (Zirintunda et al., 2022). As andlises cientificas
das plantas medicinais tém fornecido a medicina moderna farmacos eficazes no tratamento de
doengas ocasionados por parasitos (De Moraes, 2012). Pode-se citar como exemplos de
medicamentos antiparasitarios derivados de plantas: a artemisinina e cloroquina; ja a
anfotericina B e a ivermectina, sdo importantes antiparasitarios isolados da bactéria
Streptomyces (De Moraes, 2015).

Entre os metabolitos provenientes de plantas, merecem destaque os terpenos, alcaloides
e compostos fendlicos (Youssef et al., 2007). Esses compostos representam importantes
principios ativos que vém sendo explorados no combate a diversos helmintos (DE MORAES,
2015.

3.3. Atividade anti-helmintica de alcaloides de plantas contra nematoides
gastrointestinais

Os alcaloides provenientes de plantas sdo substancias quimicas presentes em diversas
espécies botanicas e tém sido amplamente estudados por suas propriedades bioldgicas
(Chavarro et al., 2020). Dentre as principais bioatividades desses compostos, destaca-se a a¢éo
contra helmintos (Lin et al., 2014; Trailovi¢ et al., 2015; Chan et al., 2016; Chavarro et al.,
2020). Na figura 2, destacam-se alguns alcaloides extraidos de plantas testados contra diferentes
parasitos que infectam animais.

Como exemplo, o alcaloide imidazolico epiisopiloturina, extraido das folhas de
Pilocarpus microphyllus (Rutaceae) possui acdo in vitro contra S. mansoni, levando a morte
dos parasitos e impedindo a postura de ovos na concentracdo de 150 pg/mL (Veras et al., 2012).
O alcaloide sanguinarina possui alta atividade contra S. mansoni, resultando em 100% de
mortalidade 48 h ap6s tratamento a 3,68 ug/mL (Zhang et al., 2013). Esse mesmo alcaloide
apresentou atividade anti-helmintica in vivo (CEso de 0,37 mg/mL™) contra Dactylogyrus
intermedius (Wang et al., 2010). A Piplartina, alcaloide presente em diversas plantas da familia
Piperaceae (De Moraes, 2015), demonstrou atividade contra vermes adultos e ovos de S.
mansoni. Em estudo in vivo com camundongos infectados, a dose de 400 mg/kg de piplartina

resultou em uma reducéo significativa de 60,4% na carga total de vermes (Mengarda et al.,
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2020). Outros alcaléides, como a solamargina e solasonina também apresentam atividade contra
S. mansoni (Miranda et al., 2012, De Castro et al., 2016).
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Figura 2 — Estruturas dos alcaloides isolados e presentes em fracdo alcaloidica, avaliados contra
helmintos. Legenda: (1) Berberine, PubChem 2353; (2) Harmaline, PubChem 3564; (3)
Piperine, PubChem 638024; (4) Atropina, PubChem 174174; (5) Cafeina, PubChem 2519; (6)
Ryanodina, PubChem 11317883; (7) Lupanina, PubChem 91471; (8) 13-Angeloyloxy,
PubChem 6427211; (9) Sparteina, PubChem 644020.

Fonte: (1) Elizondo-Luévano et al., (2021); (1) (2) (3) Silva et al., (2021); (4) (5) (6) Trailovi¢
et al., (2015); (7) (8) (9) Dubois (2019).

Adicionalmente, a berberina tem atividade nematicida, sendo um dos principais
componentes do extrato de Argemone mexicana. Em bioensaios anti-helminticos in vitro, a
berberina alcangou eficidcia méxima na concentracao de 1,6 ug/mL ap6s 96 horas, contra larvas
de terceiro estagio (L3) de Strongyloides venezuelensis, (Elizondo-Luévano et al., 2021). A

berberina em conjunto com harmalina e piperina foram testados in vitro contra ovos de
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nematoides gastrointestinais (GIN) de cabra. A berberina teve concentracéo efetiva 50% (ECso)
de 1,32 mM (0,49 mg/mL), enquanto a piperina foi 0 composto mais ativo contra ovos com um
ECsode 0,0074 mM (0,0021 mg/mL), e a harmalina (ECso = 1,6 mM - 0,34 mg/mL) apresentou
acao ovicida moderada (80,30%) (Silva et al., 2021).

Embora seja reconhecida a atividade de vérios alcaloides contra helmintos, poucos sdo
os relatos da agéo destes compostos contra H. contortus. Como exemplo, uma fracdo alcaloidica
obtida das sementes de tremoco (Lupinus sp), que apresentou em sua composi¢éo, os alcaloides
13-angeloiloxi e sparteine, que podem estar relacionados com a atividade da fragdo em causar
paralisia nas larvas de Haemonchus contortus e Teladorsagia circuncincta nas concentracoes
150-250 pg/mL (Dubois et al., 2019).

3.4.  Familia Annonaceae

A familia Annonaceae abrange um amplo nimero de espécies, totalizando cerca de
2.500, distribuidas aproximadamente em 135 géneros (Almeida et al., 2012). Encontra-se
principalmente em climas tropicais e em regifes montanhosas, caatinga, savana, sendo
distribuida nas Américas, Africa e Sudeste Asiatico, onde sdo consumidos os seus frutos
comestiveis, 6leos e diversas substancias empregadas na medicina popular (Peixoto Araujo et
al., 2021).

No Brasil, cerca de 32 mil espécies de angiospermas foram catalogadas, destes
aproximadamente 386 pertencem a familia Annonaceae, em sua ampla distribuicdo pelo
territorio brasileiro. A maioria foi catalogada na Amazonia (259 espécies) e mais (158 espécies)
sdo endémicas principalmente na regido da Mata Atlantica e no Cerrado (Lobao et al., 2012).

A familia Annonaceae foi catalogada por Jussieu em 1789 (Hutchinson, 1974). As suas
espécies se apresentam em diferentes formas de vida vegetal (arvores, arbustos, subarbustos e
lianas), além de possuirem folhas simples, alternas e disticas, com peciolo reduzido e sem
estipulas (Lorenzi, 2002; Galastri, 2008). Possui uma diversidade de flores que podem variar
em tamanho e cores, tais como esbranquicadas, creme-amareladas, esverdeadas, alaranjadas e
roxas, lembrando ao vinho (Rabélo, 2014).

A taxonomia da familia Annonaceae é complexa e estd em constante revisdo devido a
descoberta de novas espécies e avancos na filogenia molecular, mas sua importancia na
medicina tradicional, na indudstria de alimentos e na pesquisa botanica a tornam uma area de
estudo fascinante (Dutra, et al., 2012). A classificacdo taxondmica da familia Annonaceae €
baseada em caracteristicas morfologicas, anatdmicas e moleculares. Ela é subdividida em vérias

subfamilias, tribos e géneros (Bazante et al., 2020).
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O género Annona é composto por mais 170 espécies, as mais comuns estdo no territorio
brasileiro, sdo as espécies Annona muricata, Annona coriacea, Annona reticulata, e Annona
squamosa (Rabelo et al., 2016). Tais espécies representam um grande valor econdmico para o
pais, pois sdo fonte de frutos comestiveis, comercializados para uso in natura ou na forma de
sucos e sorvetes, além de serem utilizadas na indUstria de cosméticos (Barata et al., 2009).

As caracteristicas que frequentemente definem os membros da familia incluem folhas
alternadas, simples e geralmente inteiras, flores bissexuais e frutos variando de drupas a bagas.
A complexidade da taxonomia da Annonaceae esta relacionada a variagdo morfoldgica entre
suas espéecies, bem como a necessidade de utilizar técnicas moleculares modernas para
determinar com precisao os relacionamentos filogenéticos entre os diferentes géneros e grupos
(Schleder et al., 2020).

3.5. Considerac0es sobre alcaloides pertencentes a familia Annonaceae

Além do seu alto valor para indUstria de alimentos, muitas espécies da familia
Annonaceae possuem indicacdo na medicina popular e tém sido estudadas devido as suas
atividades farmacologicas e composicdo quimica. Diversos metabolitos secundarios estdo
presentes nos extratos, fragdes e exsudatos provenientes das suas folhas, caules e raizes, tais
como alcaloides, flavonoides, terpenoides e principalmente os diterpenos (Silva et al., 2009).

Os alcaloides sdo compostos basicos que possuem propriedades quimicas semelhantes
as da amonia por apresentarem um atomo de nitrogénio que contém um par de elétrons ndo
compartilhados. O grau de basicidade pode variar, segundo a estrutura da molécula, da presenca
e da localizacdo de outros grupos funcionais (Robbers et al., 1997). Por possuirem um carater
de base fraca, sdo convertidos na forma de sal em solu¢des aquosas de acidos minerais, e quando
tratados com solucdes alcalinas, o nitrogénio libera o ion hidrogénio formando uma amina livre,
facilitando a sua extracao e isolamento de outros constituintes vegetais (Henriques et al., 2003).

A familia Annonaceae possui plantas com alta concentracdo de alcaloides, se
destacando o género Annona. De acordo com Lucio (2011), os alcaloides mais comumente
encontrados sdo os dos tipos benziltetraidroisoquinolinico, benzildiidroisoquinolinico,
aporfinico, pré-aporfinico, oxoaporfinico, tetraidroisoquinolinico, protoberberinico. Os
alcaloides anonaina, asimilobina, liriodenina e reticulina, so do tipo benzilisoquinolinico. Eles
tém sido encontrados e isolados de inumeras espécies do género Annona, podendo ser
considerados marcadores quimiotaxondmicos deste género (Da cruz et al., 2011; Campos et
al., 2008).
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Além desses, outros alcaloides tém sido descritos em algumas espécies de Annona.
Dentre eles, pode-se citar a cafeina, encontrada nas sementes de A. cherimola (Leboeuf et al.,
1982); romucosina, xilopina e anoretina das folhas de Annona crassiflora (Egydio et al., 2013);
N-hidroxiannomontina das cascas de Annona foetida (Costa et al., 2006; Costa et al., 2011);

metoxiannomontina da planta Annona impressivenia (Costa et al., 2008), dentre outros.

3.6. Annona tomentosa

Annona tomentosa R. E. Fr ¢ popularmente conhecida como “araticum rasteiro” ou
“araticum de moita”. No Brasil, ¢ encontrada no Norte (Par4a, Rondonia, Tocantins), Nordeste
(Bahia, Ceara, Maranhdo), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso) e Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo) nas areas de biomas Amazonia,
Cerrado e pantanal (Carneiro et al., 2017; Pinheiro, 2022).

Os frutos sdo comestiveis, como a maioria das espécies de Annona, e o cha das folhas
sdo amplamente utilizados na medicina popular como antiinflamatério no tratamento de picadas
de cobras, infeccBes parasitéarias por piolhos em humanos, diarreias, estomatites, dentre outras
doencas (Pinheiro, 2022).

Figura 3 - Espécie Annona tomentosa
Fonte: a autora (2023).
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H& poucos estudos fitoquimicos sobre A. tomentosa. Santos e Salatino (2002),
publicaram um dos primeiros estudos a relatar a presenca de flavonoides, quercetina 3-O-
glucdsidos e luteolina-7-O-glicosideo em extratos das folhas desta planta. Diterpenos,
flavonoides e compostos esteroides, taninos, saponinas e alcaloides foram identificados em A.
tomentosa (Mota 2016, Carneiro, 2017, Pinheiro, 2022).

3.7. Atividade anti-helmintica do género Annona

Muitos extratos e compostos obtidos de espécies de Annona tém sido testadas contra
nematoides. As plantas se defendem dos estresses bidticos e abidticos por meio de diferentes
mecanismos, como por meio de compostos de defesa. Para exemplificar, sementes de A.
sgquamosa, possuem compostos anti-helminticos, contra os fitonematoides Meloidogyne
incognita e Bursaphelenchu sxylophilus (Dang et al., 2011).

Estes compostos de defesa vegetal ndo tém bioatividade exclusiva sobre pragas que
afetam as plantas. Por exemplo, o extrato aquoso de Annona senegalensis é capaz de reduzir o
desenvolvimento de ovos do nematoide gastrointestinal Haemonchus contortus (Alawa et al.,
2003). Ademais, foi verificada a eficacia do extrato aquoso de Annona muricata contra ovos,
larvas e vermes adultos de H. contortus (Ferreira et al., 2013).

Dessa forma, diversos estudos tém demonstrado que os extratos obtidos das diferentes
espécies de Annona exibem atividade anti-helmintica contra parasitos intestinais, como vermes
nematodeos e cestoides (Dang et al., 2011; Alawa et al., 2003; Ferreira et al., 2013). Como
mencionado antes, essa atividade tem sido atribuida a diversos compostos presentes nas plantas,
como acetogeninas, alcaloides e flavonoides. Esses compostos tém a capacidade de interferir
no desenvolvimento, reproducéo e sobrevivéncia dos helmintos, resultando na diminuicdo da
carga parasitaria (Ferreira et al., 2013).

Além disso, algumas espécies de Annona tém demostrado efetividade sobre a eclosédo
de ovos de H. contortus, como por exemplo a espécie A. crassiflora. Caldeira (2017) avaliou
os efeitos do extrato aquoso das folhas dessa espécie, sem o tanino, sobre a eclodibilidade e
desenvolvimento larval de H. contortus e comprovou a eficacia a partir da concentragdo de 5
mg/mL superior a 90%. Machado et al. (2015) revelou que o extrato de folhas de A. crasssiflora
apresentou alta atividade contra Caenorhabditi selegans quando comparadas com o controle

positivo sintético.

Os estudos dedicados a analise das espécies de Annona como potenciais agentes

efetivos no controle de nematoides tém revelado propriedades promissoras e inovadora na
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pesquisa agricola (Ferreira et al., 2013). Pesquisas indicam que as espécies de Annona, como
Annona muricata e Annona squamosa, possuem atividades nematicidas e anti-helminticas e
nematicidas possibilitando estratégias sustentaveis e ecologicamente conscientes no manejo e
controle de nematoides, um desafio significativo na agricultura contemporanea (Nugrah et al.,
2019). A medida que os estudos e entendimento sobre os compostos bioativos presentes nas
Annonaceae e seu impacto sobre 0s nematoides, torna-se cada vez mais evidente que essas
plantas tém o potencial de se tornar uma alternativa valiosa aos métodos convencionais de
controle dessa classe de parasitos (Nunes et al., 2012). Além disso, a exploracao dessas espécies
pode contribuir para a reducdo do uso de agentes quimicos sintéticos, promovendo praticas
agricolas mais sustentaveis e benéficas para o meio ambiente (Ferreira et al., 2013).

3.8.  Testes para avaliacédo de anti-helminticos

Os testes in vitro sdo amplamente utilizados em parasitologia veterinaria e tem como
finalidade avaliar a prospecgdo de novos agentes anti-helminticos sobre o ciclo de vida do
nematoide (Costa et al., 2002, Vasconcelos et al., 2007). O Testes de Inibicdo de
Desenvolvimento (Jackson e Gordon, 2008), por exemplo, tém a vantagem de economizar
tempo de dinheiro, visto que os compostos ou materiais a serem testados sdo colocados
diretamente com os diferentes estagios do ciclo de vida do parasita (Ferreira et al., 2013).

Esse teste tem grande significancia para estudos referentes a resisténcia das drogas
benzimidazdis e levamisol, por sua vez, também tem aplicacdo a pesquisa de extratos ou fracdes
com atividade bioldgica, sendo um dos testes mais utilizados (Costa et al., 2002). Sabe-se que
0s nematoides possuem organismo complexo, em que o equilibrio dinamico entre seus diversos
sistemas organicos é imprescindivel ao seu desenvolvimento, assim os compostos que tenham
a capacidade de comprometer qualquer ponto que desestabilize a homeostase desses sistemas,
podem ser identificados facilmente através desse teste (Jackson e Gordon, 2008).

Mesmo sendo um teste de alta acuracia, sua implantacdo no estudo da resisténcia aos
antiparasitarios ou mesmo em ensaios de bioprospecc¢éo sofrer limitagdes, pois o longo periodo
de incubacédo faz com que poucos laboratorios tenham utilizado este teste como uma triagem
priméria in vitro. Além disso, o Testes de desenvolvimento larval é mais usual a as espécies de
helmintos de ovinos e caprinos, suinos e equlinos no entanto, para nematoides de bovinos é
pouco descrito na literatura e 0s mesmos se restringem ao género Cooperia (Taylor, 1990;
Oliveira 2017).

Outro teste in vitro de grande importancia é o teste de desembainhamento larvar

Avrtificial que utiliza L3 em um processo que objetiva examinar o efeito dos compostos testados
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sobre a perda da cuticula induzida pela exposic¢éo ao hipoclorito de sédio diluido. As larvas
devem apresentar uma perda de cuticula progressiva ao exame de microscopio 6ptico. Para o
material controle, 100% das larvas devem perder a cuticula entre 60 a 70 minutos (Brunet e
Hoste, 2006). A compreensdo aprofundada dos mecanismos de inibicdo do desembainhamento
larvar permitird o desenvolvimento de estratégias mais eficientes e duradouras, considerando a
evolugéo potencial da resisténcia. A inibicdo do desembainhamento larvar de H. contortus
representa, assim, um campo dinamico de pesquisa com implicacGes significativas na satde
animal, bem-estar pecuario e sustentabilidade econémica da producdo de ovinos (Paiva e
Freitas, 2018).

3.9.  Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma forma de microscopia de varredura
avancada por sonda que fornece imagens com resolucdo quase atbmica para medir a topografia
da superficie (Pinto et al., 2013). AFM também €é conhecida como microscopia de varredura
por sonda, pois € capaz de quantificar a rugosidade superficial de amostras até a escala angstrom
(Ferreira, 2006).

Essa técnica, apresenta uma imagem de superficie e medi¢Ges quantitativas de tamanhos
de recursos, como alturas de degraus e outras dimensdes. Além disso, modos avancados de
medicdes de microscopia de forca atbmica permitem o mapeamento qualitativo de varias outras
propriedades fisicas, como adesdo, médulo, distribuicdo de dopantes, condutividade, potencial
de superficie, campo elétrico e dominios magnéticos (Aliofkhazraei, 2014). AFM €é uma
ferramenta incrivelmente Util para caracterizacdo e analise de materiais em muitas disciplinas,
incluindo biologia, quimica e fisica (Aliofkhazraei, 2014). Alguns estudos demostraram que a
AFM ¢é uma ferramenta versatil e estabelecida para estudar as propriedades superficiais de
espécimes bioldgicos, tais como importantes pardmetros de superficie de apenas algumas
espécies de nematoides (Haase et al., 2015).

Costa junior et al., (2020) relata, pela primeira vez, a caracterizagdo topogréafica e
biomecanica de ovos, larvas e cuticulas adultas de H. contortus por AFM, revelando estruturas
nunca antes vistas com outras técnicas de microscopia. Outro estudo realizado por SOARES
et al., (2021), demorou através de AFM um mecanismo por tras do peptideo RcAlb-Peplll
contra o nematoide H. contortus, demostrando uma alteracdo na estrutura e em decorréncia da
alta afinidade de RcAlb-Peplll com a cuticula de H. contortus no estagio L2. Esses estudos
comprovam a eficacia da AFM para fornecer achados sobre a morfologia biofisica das

superficies de vermes em seus diferentes estagios de vidas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar atividade anti-helmintica de uma fracéo alcaloidica extraida das cascas do caule
de Annona tomentosa sobre 0 nematoide H. contortus, bem como possivel atividade hemolitica

frente a eritrécitos de carneiro.

4.2. Objetivos especificos

+ Identificar alcaloides majoritarios de uma fracdo alcaloidica das cascas do caule de A.
tomentosa;

++ Avaliar se a fracdo alcaloidica, extraida de cascas do caule de A. tomentosa, promove algum
efeito deletério ao nematoide gastrintestinal H. contortus;

++ Examinar, por microscopia de forca atbmica, se ha modificagdes ultraestruturais da superficie
das larvas de H. contortus, ap6s tratamento com a fracéo alcaloidica extraida de cascas do caule
de A. tomentosa;

++ Avaliar se fracdo alcaloidica, das cascas do caule de A. tomentosa, possui atividade hemolitica

frente a eritrécitos de carneiro.
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CAPITULO 1

An alkaloidal fraction of Annona tomentosa possesses anthelmintic activity and induces

surface modifications in Haemonchus contortus

Abstract
The nematode Haemonchus contortus is the parasite that is responsible for most mortality of
small ruminants, causing significant economic losses. Numerous plant-derived compounds
have exhibited promising anthelmintic activities against this nematode. Notably, the Annona
genus stands out for demonstrated anthelmintic effects by extracts from several of its species
against different nematodes. This study aimed to assess the effect of an Annona tomentosa
fraction, rich in alkaloids, on H. contortus. This fraction, named AIk.F, is derived from the
methanolic extract of the plant’s stem bark. Chemical characterization of Alk.F was performed
by liquid chromatography coupled with mass spectrometry. Among the nine predominant peaks
obtained, seven alkaloids were identified: reticuline, reticuline N-oxide, reticuline N-oxide
isomer, cyclanoline, asimilobine, tetrahydropalmatine and anonaine. Alk.F inhibited the larval
development of H. contortus with an 1Cso of 0.026 mg/mL, inhibited larval exsheathment with
an ICsp of 0.38 mg/mL, and displayed low hemolytic activity towards sheep erythrocytes.
Furthermore, atomic force microscopy revealed that Alk.F altered adhesive forces and the
height profile on the surface of H. contortus larvae. In conclusion, A. tomentosa alkaloids alter
the cuticle structure of H. contortus, inhibiting larval development and exsheathment, thus

offering possibilities for contributing to the development of new anthelmintic drugs.

Keywords: Anthelmintic; atomic force microscopy; plant products
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1. Introduction

Gastrointestinal nematode infections impact human and animal health, with
Haemonchus contortus, a parasite of small ruminants, exerting globally significant economic
consequences (Borges et al., 2013; Martinez-Valladares et al., 2013; Wang et al., 2017). Given
the increasing emergence of resistance in H. contortus populations to conventional anthelmintic
drugs (Gilleard, 2013), there is an urgent demand for the development of novel potent medicines
to mitigate the associated economic losses and animal welfare concerns (Sargison, 2016).

Plant-derived compounds have demonstrated anthelmintic properties against H.
contortus, prompting intensified exploration as potential sources for such activity (Manjusa et
al., 2022). Many alkaloids, such as piplartine, epiisopiloturine, solamargine, and solasonine,
have demonstrated anthelmintic efficacy (Mengarda, et al., 2020; De Moraes, 2015; De Moraes
etal., 2011; Guimaraes et al., 2014; Miranda et al., 2012).

Annona tomentosa, a plant species belonging to the Annonaceae family, is native to the
Brazilian Amazon, Cerrado, and Pantanal (Carneiro et al., 2017). While previous research has
highlighted its anti-nociceptive and anti-inflammatory properties in leaf extracts (Carneiro et
al., 2017), there is, to the best of our knowledge, a lack of information on its other biological
effects, particularly its impact on nematodes.

Given the scientific and economic significance of developing effective compounds
against H. contortus, this study aimed to obtain an alkaloidal fraction of A. tomentosa leaves
and verify its in vitro efficacy on H. contortus, enhancing our understanding of its therapeutic
potential and paving the way for the development of novel treatments of animal gastrointestinal

nematode infections.

2.Methodology

2.1 Obtaining the alkaloidal fraction

Stem barks of A. tomentosa were collected in the municipality of Vargem Grande
(03°32°06.0” S and 43°56°48.7” W), Maranhdo, Brazil. The plant was identified at the Rosa
Mochel Herbarium of the State University of Maranhdo (UEMA), with specimen voucher
number 3773. The collection was performed under the authorization of the Brazilian
government under number SISGEN A039D1F.

Plant material was cleaned, dried and pulverized. The obtained powder (1350.0 g) was

subjected to maceration with methanol (3.80 L). The resulting powder, obtained after
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evaporating to dryness under a vacuum and subsequent lyophilization, was dissolved in
water/methanol (7:3) (100 mL) and acidified to pH 2.0 using a 37% HCI solution. After ethyl
ether partitioning (100 mL), and pH adjustment of the remaining aqueous phase to 11 with 10%
NH4OH, the solution underwent CHCIs partitioning (3x 100 mL), resulting in the alkaloid
fraction AIk.F which was rota-evaporated and lyophilized (Tavares et al., 2005). Alkaloid
presence was confirmed using thin layer chromatography (TLC) with Dragendorff developer
(Matos, 1997).

2.2 Chemical characterization of alkaloids from the stem bark of Annona tomentosa

Alkaloids present in AIlk.F were characterized by High-Performance Liquid
Chromatography with Electrospray lonization (LC-ESI-IT-MS), using a 5 um C18 (pore size:
100 A) column (250 x 4.6 mm). The binary gradient mobile phase consisted of 0.1% formic
acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in methanol (solvent B). Compounds were
eluted from the column with a 40 min gradient ranging from 5% to 100% solvent B at a 1
mL/min flow rate. The column compartment temperature was set to 40 °C.

Data acquisition was performed in positive ionization mode with fragmentation in
multiple stages (MS"), using the following parameters: nebulization gas pressure, 50.0 psi;
capillary temperature, 300 °C; transfer capillary input voltage, -4500 V; desolvation gas,
Nitrogen (N2), flow 10 L/min; collision gas, helium (He); range acquisition, m/z 50-1200. The
raw data were analyzed using Data Analysis 4.3 software (Bruker®). Compounds were
identified after fragmentation mechanisms in positive mode, comparing mass spectral data from

the literature.

2.3 In vitro assays on Haemonchus contortus
2.3.1. Larval exsheathment inhibition assay

The effect of Alk.F on H. contortus larval exsheathment was determined as described
by Bahuaud et al. (2006), in quadruplicate. First, 2 mg of the alkaloid fraction was diluted in 1
mL PBS (4.76 mM Na;HPO4; 1.76 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 2.7 mM KCI), pH 7.2 and
assessed at concentrations ranging from 0.062 to 1 mg/ mL. The samples were incubated with
100 L3 larvae of H. contortus at 21 °C and 80% relative humidity for 3 h. After three washes
in distilled water with centrifugation at 2540 x g for 3 min, artificial exsheathment was induced
by adding 160 pL of 2% (v/v) sodium hypochlorite solution. Lugol’s iodine solution was added

every 20 minutes to stop the exsheathment. Larvae treated with PBS were used as a control.
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The larval exsheathment was monitored by optical microscopy (40x) (Carl Zeiss). The
percentage of sheathed larvae was identified at 20-minute intervals for 60 minutes. The ICsg
was estimated using the data at the end of the experiment (60 min) and the data of inhibition of

exsheathment (100 — percentage of sheathed larvae).

2.3.2. In vitro inhibition on larval development

The effect of Alk.F on the development of H. contortus larvae was evaluated according
to Hubert and Kerboeuf (1992). The Alk.F was dissolved in PBS, pH 7.2, and used in the assay
at final concentrations ranging from 0.001 to 1.0 mg/mL.

To obtain first-stage (L1) larvae, the eggs were incubated in 96-well plates with distilled
water for 24 hours at 27 + 1 °C. Subsequently, a nutritive medium, which contained lyophilized
Escherichia coli (Sigma), yeast extract, and Earle’s balanced salt solution, along with
Amphotericin B, was added to the wells. Samples of Alk.F were then added to the wells. PBS
was used as a control. After 5 days of incubation, the number of L1 and L3 larvae in each well

was counted using an inverted microscope. Experiments were performed in quadruplicate.

2.4 Hemolytic effect of A. tomentosa alkaloids

The hemolytic activity of A. tomentosa alkaloids on sheep erythrocytes was evaluated
according to Oliveira et al. (2019). The study adhered to ethical standards and animal welfare
guidelines established by the Ethics Committee on Animal Experimentation of UFMA, Brazil,
under protocol 23115.002637/2023-43.

Sheep blood (10 mL) was collected in an EDTA-containing tube and subjected to three
washes with 0.15 M NaCl. Red blood cells (RBC) were recovered by centrifugation (Mikro
200R centrifuge, Hettich, Germany) at 300 x g for 5 min at 4 °C and resuspended in 0.15 M
NaCl. Aliquots (100 uL) of a 2.5% RBC suspension were incubated for 30 min at 37 °C with
100 uL of the alkaloid fraction at concentrations ranging from 0.001 to 1.0 mg/mL. After
centrifugation at 300 x g for 5 min at 4 °C, the supernatant (100 pL) was transferred to flat-
bottom 96-well culture plates, and hemolysis (%) was calculated by measuring the absorbance
at 490 nm using an automated microplate reader (Epoch, BioTek Instruments Inc., USA).

The negative (0%) and positive (100%) controls for hemolysis used PBS and 0.1% (v/v)
Triton X-100, respectively. Hemolysis was calculated as [(AbSagonm from Alk-F treated RBC —
Abssgonm from RBC treated with PBS) / (Absgonm from RBC treated with 0.1% Triton X-100 —
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ADbsasg0nm 0f RBC treated with PBS)] x 100 (Silva et al., 2016). Experiments were conducted in
triplicate.

2.5 Ultrastructural and nanomechanical characteristics of Haemonchus contortus larvae treated
with Alk.F

The larval development assay (Section 2.3.2 of the methodology) was conducted to
assess the topography and mechanical characteristics of H. contortus L3 treated with Alk.F
from A. tomentosa (ICso: 0.026 mg/mL). The control group consisted of larvae treated with
PBS, pH 7.2. L3 was collected and fixed in 5% formalin (Costa-Junior et al., 2020). AFM
measurements were performed in three representative H. contortus L3 using a Multimode 8
microscope (Bruker, Santa Barbara, CA) in PeakForce Tapping Quantitative Nanomechanics
mode, using probes model SCANASYST-AIR (Bruker), with nominal spring constant of 0.4
N/m and nominal tip ratio of approximately 2 nm. However, the thermal noise method measured
the actual spring constant of each probe used in this work. Images were taken at the center
region of L3, with a size of 1x1 um and 5x5 pum. The resolution of images was 256 lines per
sample. Topographic images and data on height and adhesion were obtained through ASCII

matrices (Costa-Junior et al., 2020).

2.6 Statistical analysis

For the exsheathment, larval development and hemolytic assay tests, data were
expressed as mean + standard deviation. The exsheathment and larval development tests were
analyzed by Analysis of Variance (one-way ANOVA), followed by Student test (p < 0.05). To
obtain the ICsp values, the results were initially transformed to log (X), and the percentage was
normalized; subsequently, non-linear regression was performed using GraphPad Prism 8.0.2
software (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). AFM data were analyzed using D’ Agostino
& Pearson for normality, and the means were compared using the Kolmogorov-Smirnov test
(P<0.05).

3. Results
3.1 Alkaloids from the stem bark of A. tomentosa

The chromatographic profile of Alk.F revealed nine main peaks (Figure 1), with
complete separation of all major components at 35 min. Utilizing chemical characterization

through LC-ESI (+)-IT/MS, seven alkaloids were successfully identified, while compounds 7
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and 8 remained unidentified. Supplementary Table 1 provides information on the retention time,
fragmentation, and identification of the compounds detected in positive mode, aligned with

existing literature references. The chemical structures are available in Supplementary Figure 1.

Intens.
x108 6

14

0

0 5 10 15 20 % k) Time [min]
[—FA-AT POS_1-4 01 7398.d: BPC +All MS |

Figure 1. Total ion chromatogram of the alkaloid fraction. Peaks: 1. reticuline N-oxide; 2.

reticuline; 3. cyclanoline; 4. reticuline N-oxide isomer; 5. asimilobine; 6. tetrahydropalmatine;

7. unidentified; 8. unidentified; 9 anonaine.

3.2 In vitro anthelmintic assays on H. contortus and hemolytic effect of A. tomentosa
alkaloids

The Alk.F from A. tomentosa significantly inhibits the in vitro larval exsheathment
process of H. contortus (Figure 2A) with an 1Cso value of 0.38 mg/mL (confidence interval, CI:
0.25 - 0.53 mg/mL). Additionally, Alk.F inhibits larval development, with an ICso value of
0.026 mg/mL (CI: 0.021 - 0.031 mg/mL) (Figure 2B).

The hemolytic activity of Alk.F towards sheep erythrocytes was minimal, with only

2.7% hemolysis at the highest concentration tested (1.0 mg/mL) (Figure 2B).

3.3 Ultrastructural and nanomechanical characteristics of Haemonchus contortus larvae treated
with Alk.F

In this study, treatment with Alk.F at the 1Cso concentration of 0.026 mg/mL induced
cuticular changes in third-stage larvae (L3) of H. contortus (Figure 3), as measured by AFM.
Mean adhesion values were 21.3 (= 14.8) for the control group and 11.5 (+ 11.0) for the treated
group, while mean height measurements were 53.3 (= 30.8) for the control group and 270.9 nm
(x 157.3) for the treated group.
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Figure 2. In vitro effects of Alk.F on (A) unsheathing of third stage (L3) larvae of H. contortus;
(B) development of H. contortus larvae and integrity of sheep erythrocytes after a hemolysis
assay.
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Figure 3. Effect of Alk.F at the 1Cso concentration of 0.026 mg/mL on third-stage larvae (L3)
of H. contortus by atomic force microscopy (AFM). Topographic images of PBS control (A)
and Alk.F treated larvae (B). In the images, lower structures appear as darker regions, while
lighter regions represent higher structures. The box plot shows adhesion (C) and height (D),

with statistical significance denoted by * p < 0.05.

4. Discussion

Considering the importance of control strategies for small ruminant gastrointestinal
nematodes, this study assessed the effect of an A. tomentosa fraction, rich in alkaloids, on H.
contortus.

Seven alkaloids were identified in Alk.F (Supplementary Figure 1; Supplementary
Table 1). Compound 1 was proposed as reticuline N-oxide with molecular ion m/z 691

[2M+H]*, and a molecular formula C19H24NOs. The loss of -79 Da resulted in the ion fragment
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m/z 267, corresponding to the N-methyl N-oxide (-47 Da) and CH30OH (-32 Da) moieties.
Fragmentions at m/z 192, 175, and 137 were also observed and associated with vicinal methoxy
and hydroxy groups of the A ring. Compound 4, following a similar fragmentation pattern, was
suggested as an isomer of reticulin N-oxide. Compound 2 was suggested as reticuline with a
molecular ion m/z 330 [M+H]", and a molecular formula C19H24NOa. Fragment ions at m/z 192
and 175 were attributed to the loss of the isoquinoline and phenyl portion of the deaminated ion
(m/z 299), respectively.

Compound 3, m/z 342 (C20H24NO4), generated a fragment ion in m/z 311 due to a loss
of -31 Da, associated with the methoxy group (-OCHj3). The ion fragment at m/z 192 potentially
formed through a Retro-Diels-Alder (RDA) reaction. Therefore, the compound was proposed
to be cyclanoline. Two aporphine alkaloids commonly found in Annona species were also
identified. Compounds 5 and 9, m/z 268 [M+H]* and m/z 266 [M+H]*, respectively, are
suggested to be asimilobine (Ci7H18NO2) and anonaine (Ci7H1sNO2). Asimilobine was
observed in fragment ions at m/z 251, 219, and 191, indicating the loss of NH3, CH3OH, and
CO, respectively. For aporphine alkaloid anonaine, fragment ions at m/z 249, 219, and 191 were
observed, representing the initial loss of the amine group and CH20 and CO groups. Compound
6 was identified as tetrahydropalmatine (C21H26NO4). Fragment ions resulting from Retro-
Diels-Alder (RDA) and B ring cleavage were observed at m/z 192 and m/z 165, respectively.

The compounds in the Alk.F fraction were previously documented in the genus Annona.
Reticuline N-oxide, cyclanoline, and reticuline demonstrated antimicrobial, antibacterial,
antitumor activities, as reported in the literature (Dembitsky et al., 2015; Fadaeinasab et al.,
2015), and tetrahydropalmatine is known for its anthelmintic effect against Raeillietina
echinobothrida, a tapeworm known to infect domestic birds (Das et al., 2009).

The Alk.F inhibited the in vitro larval exsheathment (Figure 2A) and larval development
(Figure 2B). It is known that the inhibition of sheath loss in H. contortus larvae disrupts the
parasite’s life cycle, preventing infection in the host (Bahuaud et al., 2006; Alonso-Diaz et al.,
2011). Several studies have documented the anthelmintic activity of various Annona species
(Ngwewondo et al., 2019; Machado et al., 2015; Kamaraj and Rahuman 2011). For instance, (-
) -anonaine and (-) -asimilobin, at 100 pM, caused 100% lethality to Hymenolepis nana (Lin et
al., 2014). However, to the best of our knowledge, this study presents the first report on the
identification of an alkaloids-rich Annona fraction (Alk.F, containing reticuline N-oxide,
reticuline, cyclanoline, reticuline N-oxide isomer, asimilobine, tetrahydropalmatine, and

anonaine) with activity against H. contortus.
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Following future isolation and individual testing of each alkaloid to identify the active
constituent(s) within Alk.F, and to explore potential synergistic effects, as well as conducting
in vivo experiments, the alkaloidal fraction identified holds potential for the development of
novel drugs. The constituent(s) may also be considered for combination with existing
anthelmintic drugs to enhance their efficacy.

In vitro hemolytic assays, serving as an initial toxicity model, was used to evaluate a
drug’s ability to cause damage to the RBC membrane (Lustosa et al., 2016). In this study, the
Alk.F displayed only 2.7% hemolysis at the highest concentration tested (Figure 2B). Values
below 5% typically indicate low cytotoxicity to erythrocytes (Moreno et al., 2018; Oliveira et
al., 2021). In vitro cytotoxicity tests have been employed to evaluate the potential adverse
effects of natural anthelmintics (Tchetan et al., 2022; Aziz et al., 2014) and hold significant
importance in the early stages of drug development (Niles et al., 2008; Li et al., 2015).
Nevertheless, further in vivo investigations are essential to ascertain the toxicological profile of
Alk.F and/or its constituent alkaloids.

The treatment with Alk.F caused reduced adhesion forces and increased height profile
in the larval surface. Recently, AFM was also used to analyze the anthelmintic mechanism of a
synthetic peptide against H. contortus, revealing alterations in cuticle structure (reduced
adhesion and height), and deposition of the peptide on the nematode surface (Soares et al.,
2021). Considering that the alkaloids berberine (1.0 mg/mL) and piperine (0.03125 mg/mL)
induce the formation of aggregates on the surface of first-stage larvae (L1) of gastrointestinal
nematodes in goats, including H. contortus (56.4%) (Da Silva et al., 2021), it is suggestive that
Alk.F may also interact with the nematode surface, potentially interfering with the development
of the larvae.

Plant compounds can have diverse effects on nematode cuticles. For instance,
methanolic extracts of Rumex crispus induce cuticle depression in Caenorhabditis elegans at 2
mg/mL (Idris et al., 2022), despite causing only a slight decrease in adult viability. While
previous studies have explored alkaloids’ impact on gastrointestinal nematodes (Gill and Lacey,
1993; Ademola et al., 2009; Aderibigbe et al., 2021; Da Silva et al., 2021), this study
demonstrates the inhibition of H. contortus larval development and unsheathing by an A.
tomentosa alkaloidal fraction, along with ultrastructural alterations on the nematode’s surface.

Considering the inhibitory effect of alkaloids from a plant methanolic extract on H.
contortus larval development and the in vivo effects, along with the known activity of various

nutraceuticals and commercial drugs on nematodes (Mravéakova et al., 2019; Dubois et al.,
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2019), Alk.F emerges as a lead for anthelmintic drug development. Future investigations should
be conducted to isolate and individually identify each Alk.F constituent alkaloid and to evaluate
potential synergistic effects, besides testing their in vivo activity alone or in combination with

each other and with existing anti-helminthic drugs.

5. Conclusion

This study has demonstrated the in vitro anthelmintic efficacy of an alkaloidal fraction
derived from A. tomentosa against H. contortus, with alterations in the cuticle structure and
minimal cytotoxicity as preliminarily assessed on sheep RBCs. Consequently, these alkaloids

present a promising avenue for the development of novel anthelmintic drugs.
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Supplementary Table 1. Identified compounds in the alkaloid fraction of Annona tomentosa

(Alk.F)
Retention
] [M+H]/ Molecular
Peak time _ Compound References
) fragment ions formula
(min)
691 [2M+H] *; .
o ) (Limaetal.,
1 12,7 346; 346; 267; Reticuline N-oxide C19H24NOs 2021)
192; 175; 137.
330 [M+H] 7; o (Macedo et
2 13,5 Reticuline C19H24NO4
299; 192; 175. al., 2021)
342 [M+H] ; _ CooH2sNOs  (Jiao et al.,
3 14,5 Cyclanoline
282; 265; 222. * 2018)
691 [2M+H] *; o ) )
Reticuline N-oxide (Limaetal.,
4 14,9 346; 346; 267; ) C19H24NOs
isomer 2021)
175; 137.
268 [M+H] ; o (Macedo et
5 16,4 Asimilobine C17H18NO2
251; 219; 191. al., 2021)
356 [M+H] *; ) (Jiao et al.,
6 17,1 Tetrahydropalmatine ~ C1H26NO4
192; 165. 2018)
743[M+H] *;
7 18,4 372; 338; 354; NI* - -
324.
743[M+H] *;
8 19,2 372; 354; 324; NI* - -
289.
266 [M+H] ™; _ (Justino et
9 20,6 Anonaine C17H1sNO2
249: 219; 191. al., 2021)

*NI = Not identified. [M+H]: ionization in positive mode.
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Supplementary Figure 1. Chemical structures of the alkaloids identified in the alkaloid
fraction of Annona tomentosa. Compounds 7 and 8 remained thus far unidentified.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base neste estudo, verifica-se que a fracdo alcaloidica de Annona tomentosa inibe
0 desenvolvimento e desembainhamento de larvas de H. contortus, in vitro. A fragédo
desestrutura a cuticula do nematoide e tem baixo potencial hemolitico.

Desta forma, ap0s o isolamento e testes individuais de cada alcaloide para identificar o
(s) constituinte (s) ativo (s) da fracdo e para explorar potenciais efeitos sinérgicos, bem como
conduzir experimentos in vivo, os alcaloides identificados possuem potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos anti-helminticos. Eles também podem ser

considerados para combinacdo com anti-helminticos existentes para aumentar sua eficécia.
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