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Universidade Estadual do Norte do Parand, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2016.

RESUMO

Um dos fatores limitantes da ovinocultura é a infecgdo por helmintos, que resulta em
baixo ganho de peso. A combinacdo de estratégias de controle parasitario, incluindo a
utilizacdo de fitoterdpicos, pode reduzir o uso de anti-helminticos quimicos. Plantas
taniferas, por apresentarem compostos fenolicos, principalmente taninos condensados,
foram associadas a acdo anti-helmintica. O trigo mourisco possui alto teor de lisina, e 0
efeito no controle dos helmintos possivelmente se deve ao seu nivel proteico. O presente
trabalho objetivou realizar revisao bibliografica sobre o Fagopyrum esculentum Moench
e avaliar, in vitro, o potencial anti-helmintico do extrato hidroalcodlico de suas sementes
(EHATM) em nematddeos gastrintestinais de ovinos. Trigo mourisco pode ser utilizado
como adubo verde, sendo importante opcdo para cobertura de solo e reciclagem de
nutrientes, assim como uma alternativa para gréos e forragem. No florescimento, a planta
pode representar fonte de alimento para predadores de insetos indesejaveis, aumentando
suas populacBes. Na pecudria, pode alimentar bovinos, ovinos, suinos, caprinos e aves,
apresentando qualidade similar a forragem de milheto, mas com maior concentracdo de
proteina. O trigo mourisco pode atuar como forragem funcional, auxiliando a fermentacéo
ruminal. Para avaliacdo da atividade anti-helmintica do extrato hidroalcodlico (EHATM),
foram utilizadas fezes de ovinos naturalmente infectados, com contagem minima de 2.000
ovos por grama de fezes (OPG). Foram realizados o teste de eclodibilidade e o teste de
migracdo de larvas, sendo utilizadas quatro concentragcdes do EHATM (0,625; 1,25; 2,5
e 5 mg mL™), dois controles (negativo e positivo) e o controle DMSO (0,75 % + agua
destilada). Posteriormente, o EHATM foi avaliado quanto aos teores totais de polifendis,
flavonoides, taninos condensados e atividade antioxidante. Para as condi¢cfes avaliadas
pelo presente estudo, foi possivel verificar atividade anti-helmintica nos testes avaliados
in vitro. O EHATM inibiu 19,66 % da eclosio na concentragdo 1,25 mg mL™ e 17,66 %
da migracdo de larvas na concentragdo 5 mg mL*, sendo estes os maiores valores
encontrados. Observou-se atividade antioxidante em todas as concentragdes, atingindo
38,71 % a3 mg mL™ com ICsos% = 3,83 mg mL™. Na mesma concentragio para 0s taninos
condensados, flavonoides e polifendis totais e foi observado respectivamente 288,89 mg
equiv. &cido tanico, 31 mg equivalente rutina e 54,33 mg equivalente &cido galico por
grama de EHATM. Entretanto, o platd para polifendis totais foi atingido a 1 mg mL™,
com 54,33 mg equivalente acido galico. Além do efeito direto do EHATM sobre
nematodeos gastrintestinais de ovinos, pesquisas futuras se justificam também pela
possibilidade de efeito indireto, devido aos estimulos imunitarios que a dieta proteica
determina sobre o favorecimento no combate a verminose. Concluiu-se que o trigo
mourisco possui diversos beneficios na nutricdo humana, na agricultura e na pecuaria, e
também foi possivel verificar atividade anti-helmintica e antioxidante, demonstrando o
potencial do EHATM no controle parasitologico de ovinos.

Palavras-chave: agroecologia, nematddeos gastrintestinais, ovino, trigo mourisco,
verminose
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ABSTRACT

One of the limiting factor of sheep breeding is the helminth infection, which can result in
poor weight gain. The combination of strategies of parasitic control, including use of
phytotherapic, can reduce the use of chemical anthelmintic. Tanniferous plants, by having
phenolic compounds mainly condensed tannins were associated with anthelmintic action.
Buckwheat has high content of lysine, and the effect in the helminth control possibly is
due to its protein level. The present study aimed to perform a literature review about
Fagopyrum esculentum Moench and evaluate, in vitro, the anthelmintic potential of the
extract of their seeds in control of gastrointestinal nematodes of sheep. Buckwheat can be
used as green manure, being an option as soil cover plant and recycling of nutrients, as
well as an alternative grain and forage. At the plant flowering, it can provide a food source
to the predators of unwanted insects, increasing their populations. In livestock, it can feed
cattle, sheep, pigs, goats and poultry featuring similar quality to millet forage, but with
higher concentration of protein. Buckwheat could act as a functional forage helping
ruminal fermentation. To evaluate the anthelmintic activity of the hidroalcoholic extract
of buckwheat (EHATM), naturally infected sheep faeces were used, and to provide the
minimum score of eggs per gram of feces (OPG) equivalent to approximately 2000 eggs.
It was performed hatchability test and larvae migration test, both with 4 concentrations
of EHATM (0.625; 1.25; 2.5 and 5 mg mL™), two controls (negative and positive) and
one DMSO control (0.75 % + distilled water). Subsequently, the EHATM was evaluated
for total content of polyphenols, flavonoids, tannins and antioxidant activity. For the
conditions evaluated in this study, it was possible to verify anthelmintic activity in tests
evaluated in vitro. The EHATM inhibited 19.66% of hatching in concentration 1.25 mg
mLt and 17.66 % of larvae migration in concentration 5 mg mL, these being the highest
values found. It was observed antioxidant activity antioxidant activity in all
concentrations, reaching 38.71% at 3 mg mL™ with ICsg = 3.83 mg mL™. At the same
concentration for the condensed tannins, flavonoids and total polyphenols were observed
respectively 288.89 mg equiv. tannic acid, 31 mg equivalent rutin and 54.33 mg
equivivalent gallic acid per gram of EHATM. However, the plateau for total poliphenols
was reached to 1000 mg mL™?, with 54.33 mg equivalent gallic acid. In addition to the
direct effect of EHATM on gastrointestinal nematodes of sheep, future research is also
justified by the possibility of an indirect effect due to immune stimuli that protein diet
provides on fostering in combating worms. It was concluded that buckwheat have many
benefits in human nutrition, agriculture and livestock, and also was possible verify
anthelmintic and antioxidant activity, demonstrating the potential of EHATM in
parasitological control of sheep.

Key-words: agroecology, buckwheat, gastrointestinal nematodes, sheep, worms
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1. INTRODUCAO

Em 2014, a agropecuaria apresentou participacdo de 21,4% no produto
interno bruto, com projecéo de 23% para 2015. Considerando em 2010 a participacao foi 5,8%,
o0 crescimento foi de quase 300% (IBGE, 2010; PEDUZZI, 2015).

A ovinocultura é uma atividade em expansio (GUETTER, 2011,
GIANLOURENCO, 2013), sendo o Brasil o 18° produtor mundial de ovinos, com rebanho
estimado em 25,43 milhdes de ovinos e caprinos (DE ZEN et al., 2014). Entretanto, um grande
entrave sdo 0s parasitas gastrintestinais, representando graves problemas econémicos e
sanitarios em pequenos ruminantes (VIEIRA, 2008) devido as altas infec¢des, baixo ganho de
peso, baixa qualidade da 14, entre outros (SZPATOWSKI, 2010).

Nas ultimas décadas, a agropecuaria vem passando por mudancgas em suas
caracteristicas, devido ao incremento de novas tecnologias, maquinas, quimicos e técnicas, que
promovem aumento da producédo de alimento. Entretanto, ha a desvantagem de causar efeitos
indesejaveis ao ambiente (ALVES et al., 2012). Com isso, novos métodos de cultivo e manejo
mais seguros e sustentaveis foram criados, baseando-se na dindmica entre solo, plantas,
animais, pessoas, ecossistema e meio ambiente (IFOAM, 1998). Ao longo de décadas, extensas
areas de monoculturas foram implantadas, sustentadas pelo uso abusivo de insumos quimicos,
e a0 mesmo tempo ndo valorizando praticas agricolas sustentaveis, como consorcio, adubacéo
verde, terraceamento, entre outras (ARAUJO, 2013).

O conceito de agroecologia e agricultura sustentavel foi lancado em 1972 em
Estocolmo, na Suécia, e se consolidou na Conferéncia das NacBGes Unidas sobre o Meio
Ambiente e o Desenvolvimento (ECO 92), no Rio de Janeiro. Atualmente é entendido como
um conjunto de principios e técnicas que visa a reducao da dependéncia de energia externa e
também o impacto ambiental, causado pela agropecuéria e pelas industrias. Objetiva-se
producdo de alimentos mais saudaveis valorizando o produtor rural, sua familia, seu trabalho e
sua cultura (CASEMIRO; TREVIZAN, 2009).

A agricultura organica pode ser definida como um sistema que promove a
protecdo do meio ambiente, visando a sustentabilidade social e econdmica. Para isso, nao é
permitido o uso de fertilizantes de alta solubilidade, agrotdxicos, antibioticos, aditivos quimico-
sintéticos, hormonios, organismos transgénicos e radiacdes ionizantes (NEVES et al., 2004).
Esta técnica de cultivo tem se expandido de forma rapida no mundo, e diversos paises

demonstram importante tendéncia de continuidade nesse crescimento. No Brasil, verificou-se



crescimento de 10% ao ano (ZEOLA et al., 2011) e boa parte dos produtos organicos destina-
se a0 mercado externo. A Unido Europeia e os Estados Unidos da América, atualmente, S&o
responsaveis por quase 90% das exportacdes desses produtos brasileiros (CESAR et al., 2008).
Os alimentos organicos ainda representam pequena fracdo dos alimentos consumidos no
mundo, porém sua producdo estd em crescimento para atender as demandas especificas do
mercado (ROSSI; LEMOS, 2013).

A producéo organica, alem de estimular a conservagdo ambiental, ainda tem
por vantagem agregacao de valor ao produto final, contribuindo assim para o desenvolvimento
das zonas rurais (ARAUJO FILHO; VASCONCELOS, 2003). Dessa forma, trata-se de um
modelo de producdo sustentdvel, mas para conquistar o mercado, 0 consumidor precisa
conhecer mento da qualidade os beneficios do produto, associando a alimentacdo saudavel e a
preservacdo do meio ambiente (CASEMIRO; TREVIZAN, 2009). Com isso, a procura da
populacdo por produtos organicos esta se tornando expressiva no mundo, pela conscientizacdo
a respeito dos danos a saude que podem causar os alimentos com residuos de agrotdxicos
(ARBOS, 2009).

Outrora, a producdo dos animais para consumo era baseada na
disponibilidade de alimentos e no clima. Atualmente, passaram a ser produzidos por meio de
manejo intensivo das instalacGes, racdes industriais, e uso de produtos quimicos, que podem
gerar residuos nos alimentos destinados ao homem (ROSSI; LEMOS, 2013). Nesse contexto,
se mostram importantes a pesquisa e 0s investimentos no sistema organico. Assim como na
agricultura, a producdo de carne organica se baseia nos principios de sustentabilidade
ambiental, econdmica e social, e é uma alternativa capaz de substituir o sistema convencional.
No Brasil, esse sistema de producdo é relativamente recente, pois o primeiro rebanho de cria
certificado foi em 1999, sendo rebanho bovino de corte no municipio de Corumba/MS
(RESENDE, 2013).

No sistema organico, as praticas de manejo devem ser baseadas no bem estar
animal, reduzindo a concentracdo de animais e de dejetos, obtendo animais livres de residuos
de produtos sintéticos, com qualidade comprovada para a seguranca alimentar da populacéo
(CAVALCANTE et al., 2007).

Este trabalho teve como objetivos realizar revisao de literatura e avaliar a
atividade anti-helmintica do extrato hidroalcodlico a 10 % de sementes Fagopyrum esculentum
Moench in vitro, em helmintos gastrintestinais de ovinos, bem como avaliar a atividade

antioxidante, teor de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados do EHATM.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TRIGO MOURISCO (Fagopyrum esculentum Moench)

Trigo mourisco (Fagopyrum esculentum Moench) é também conhecido como
trigo sarraceno, trigo mouro ou trigo preto. E uma planta dicotiledonea pertencente a familia
Polygonaceae, que apesar do nome, ndo apresenta correspondéncia com o trigo comum, que é
uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae. Tem como origem a China (FURLAN et
al., 2006) de onde se dispersou pela Asia e outras partes do mundo, chegando ao Brasil por
volta do inicio do século XX na regido sul (PACE, 1964).

Planta rustica, de ciclo curto e de muitos usos (MYERS; MEINKE, 1994),
possui potencial como alimento nutracéutico, dietético e medicinal (EDWARDSON; JANICK,
1996; KREFT et al., 1997). Os frutos do trigo mourisco contém proteinas, carboidratos e
minerais (zinco, cobre e manganés), € rico em fibras alimentares, contribuindo para o bom
funcionamento do trato gastrointestinal. Adicionalmente, pode atuar na prevencao e tratamento
de doencas como a hipertensio arterial e a hipercolesterolemia (VOITISKOVA et al., 2012).

O trigo mourisco contém rutina, bioflavonoide atil no tratamento de doencas
circulatorias e outras doengas em seres humanos, sendo que sua maior concentracao se encontra
nas folhas e flores (VOITISKOVA et al., 2012). Adicionalmente, contém alto teor de lisina,
aminoéacido deficiente na maioria dos cereais (JOSHI; PADORA, 1991; KUNACHOWICZ et
al., 1996).

Pode ser utilizado como planta de cobertura (adubacéo verde) por ter grande
tolerancia a acidez e boa capacidade de se desenvolver em solos pobres (KLEIN et al., 2010).
Os grdos, feno ou silagem do trigo mourisco podem ser usados na alimentacdo de bovinos,
ovinos, suinos, caprinos e aves (GOEPFERT, 1968). Apresenta qualidade semelhante a
forragem do milheto (GORGEN, 2013), mas com alta concentracdo de proteinas de excelente
qualidade. Pasqualetto et al. (1999) constataram eficiente controle de plantas invasoras
monocotileddneas e dicotiledéneas nas areas apos a utilizacdo do trigo mourisco como
adubacdo verde, o que pode ser devido aos exsudatos radiculares liberados pelo trigo mourisco
e também por ser uma planta de familia diferente das normalmente cultivadas (KLEIN et al.,
2010).



2.2.HELMINTOS NA OVINOCULTURA

Apesar do crescimento da ovinocultura, as verminoses gastrintestinais
constituem um dos principais fatores limitantes a producéao de ovinos, especialmente em regides
tropicais (VIEIRA, 2008).

Prejuizos ocasionados pela infeccdo por helmintos incluem menor ganho de
peso, mé qualidade da 1&, maior mortalidade, menor rendimento de carcaca, menor producao
de leite e baixa fertilidade (VIEIRA, 2008). Esses prejuizos sdo decorrentes de sinais clinicos
como diarreia, anemia, hemorragia, prostracdo e fraqueza (CAVALCANTI et al., 2007),
afetando desfavoravelmente a lucratividade e bem estar animal (SZPATOWSKI, 2010). Além
disso, ha aumento das despesas pela aquisi¢do de medicamentos antiparasitarios e uso de mao
de obra. Entre os parasitas que infectam os ovinos, destacam-se os tricostrongilideos, da familia
Trichostrongylidae. Em geral, sdo helmintos pequenos, geralmente capilariformes e que
apresentam ciclo evolutivo semelhante, constituido das fases pré-parasitéaria e parasitaria. Os
principais géneros sdo Trichostrongylus, Haemonchus, Ostertargia, Nematodirus e Cooperia.
Embora esses sejam considerados como principais endoparasitas dos ovinos, 0s géneros
Strongyloides, Oesophagostomum e Trichuris também sdo frequentemente encontrados
(AMARANTE et al., 2004).

Haemonchus contortus habita o abomaso dos ruminantes, é hemat6fago,
causa anemia e eventualmente mortalidade. Diferentemente, Trichostrongylus colubriformis
habita o intestino delgado, destr6i a mucosa intestinal reduzindo as vilosidades responsaveis
pela absorcdo de nutrientes e liquidos, podendo ocasionar diarreia e perda de peso
(AMARANTE et al., 2004).

O controle desses parasitas deve ser abordado em um contexto amplo que leve
em consideracao a dinamica populacional dos nematoides no rebanho e na pastagem, uma vez
que os animais se infectam ao ingerirem larvas presentes no ambiente. Assim, estratégias de
controle devem objetivar ndo somente controlar os parasitas nos animais, mas, sobretudo
prevenir a contaminagdo das pastagens, mantendo niveis aceitaveis de producdo e a0 mesmo
tempo, evitando a eliminagdo total do agente causal. Portanto, a integracdo de manejos é o
principal conceito na busca do controle sustentavel das helmintiases (HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011). A busca por estratégias como pastejo integrado a outras espécies e uso de
terapias naturais, tém sido frequentemente observada (BATATINHA et al., 2011; JOSHI et al.,
2011;).



Outro aspecto relevante, diz respeito a resisténcia farmacologica aos
parasiticidas (SZPATOWSKI, 2010). Medidas naturais para o controle parasitario pode resultar
em beneficios positivos a resisténcia dos hospedeiros, pela reducdo do uso de anti-helminticos
quimicos (HOUDIJK et al., 2012). No estado do Parana, o registro de resisténcia de ovinos a
anti-helminticos comerciais vem sendo relatado ha décadas (VIEIRA et al., 1992; SOCCOL,;
POHL-DE-SOUZA, 1997). Foi observada resisténcia aos VAarios grupos quimicos, em
diferentes regides do estado. O uso indiscriminado dessas drogas selecionou isolados
resistentes, e consequentemente, estes produtos acabaram ndo realizando o controle das
verminoses satisfatoriamente.

A resisténcia aos anti-helminticos é o declinio da eficiéncia de uma droga
contra uma populacdo de parasitos, anteriormente suscetivel (SANGSTER; GILL, 1999). Em
ovinos e caprinos, ha resisténcia aos diversos grupos de farmacos (GOPAL et al., 1999). Soccol
e Pohl-de-Souza (1997) demonstraram resisténcia em 92,3% dos rebanhos testados para
oxfendazol, 80% para levamisol, 85,7% para tetramisol, 91,3% para ivermectin, 30,8% para
moxidectin, 85,8% para closantel, 87,5% para as associacGes tetramisol + disofenol e
oxfendazol + closantel, e 100% para as associacdes albendazol, fenbendazol, abamectin,
doramectin e oxfendazol + ivermectin. Rosalinski-Moraes et al. (2007) observaram resisténcia
farmacoldgica em todas as propriedades estudadas no oeste de Santa Catarina. Esses autores
verificaram resisténcia ao ivermectin (100%), moxidectin (66,7%), levamisol (44,4%), e aos
benzimidazois (75%). Sczesny-Moraes et al. (2010) demonstraram que as formula¢Ges com
albendazol e ivermectina ndo apresentaram eficacia na reducdo do OPG, para o controle de
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia curticei, Cooperia punctata,
Cooperia pectinata e Oesophagostomum columbianum.

Além disso, atualmente, a producéo de carne é baseada no manejo intensivo,
com uso de ra¢Oes industriais e produtos quimicos, como vermifugos e antibioticos, que geram
residuos nos alimentos (ROSSI; LEMOS, 2013). Neste contexto, observa-se no mercado
consumidor, a crescente busca por produtos organicos, isentos de residuos quimicos
(RESENDE, 2013).

Taninos exercem acao anti-helmintica direta ao reduzir a fecundidade das
fémeas de nematodeos (OTERO; HIDALGO, 2004), e indireta ao aumentar a resposta imune,
por proteger a proteina ingerida da degradacdo ruminal, aumentando sua disponibilidade no
trato gastrintestinal inferior (KETZIS et al., 2006). A atividade anti-helmintica, in vitro, dos
taninos foi caracterizada pela reducédo de eclosdo, desenvolvimento, motilidade de larvas e
adultos (BRUNET et al., 2008; JOSHI et al., 2011). In vivo causam reduc6es de OPG e da carga



parasitaria (MINHO et al., 2008; MAX et al., 2009; MUPEYO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2011). Estes efeitos determinam importante perspectiva para o controle de nematédeos pelo

consumo de plantas taniferas.



3. ARTIGO A: Fagopyrum esculentum Moench: a crop with many purposes in
agriculture and human nutrition

3.1. ABSTRACT E RESUMO

3.1.1. Abstract

Buckwheat is a dicotyledonous crop that quickly grow at high altitudes. It presents high
tolerance to acidity and ability to grow in poor soil. This study aimed to identify different
buckwheat forms of use and benefits in agriculture and human nutrition. It can be used as green
manure, being an option as soil cover plant and recycling of nutrients, as well as an alternative
grain and forage. At the plant flowering, it can provide a food source to the predators of common
insects’ pests, increasing their populations. In livestock, it can feed cattle, sheep, pigs, goats
and poultry because it features similar quality to millet forage, but with higher concentration of
protein. Buckwheat could act as a functional forage to manipulate ruminal fermentation. The
presence of tannins in plants can positively influence the health of small ruminants because
these represent a promising alternative control of gastrointestinal nematodes. For human
nutrition, the buckwheat is an important food by contain a well-balanced amino acid profile
with a high quantity of lysine, limiting amino acid in grasses such wheat, relatively high fibre
content, zinc (Zn), copper (Cu), manganese (Mn) and selenium (Se). Furthermore, this flour is
gluten-free and it can be used as a supplement for patients with celiac disease. Therefore, it is

a culture that should be best explored in different regions of the world.

Key-words: buckwheat, celiac sprue, green manuring, high protein, tanniferous plants,

recycling of soil nutrients.

3.1.2. Resumo

Trigo mourisco € uma dicotiledénea que cresce rapidamente em altas altitudes. Apresenta alta
tolerancia a acidez e habilidade de se desenvolver em solos pobres. O presente estudo objetivou
identificar diferentes formas de uso do trigo mourisco e beneficios na agropecuéria e na nutri¢éo
humana. Pode ser utilizado como adubo verde, sendo uma opc¢éo para cobertura de solo e

reciclagem de nutrientes, assim como uma alternativa para gréos e forragem. No florescimento,



a planta pode prover uma fonte de alimento para predadores de insetos pragas comuns,
aumentando suas populagdes. Na pecuéria, pode alimentar bovinos, ovinos, suinos, caprinos e
aves, apresentando qualidade similar a forragem de milheto, mas com maior concentracdo de
proteina. O trigo mourisco pode atuar como uma forragem funcional, manipulando a
fermentagdo ruminal. A presenga de taninos nas plantas pode influenciar positivamente a
sanidade de pequenos ruminantes porque representa uma promissora alternativa de controle de
nematoides gastrintestinais. Na nutricdo humana, o trigo mourisco é um importante alimento,
contendo perfil balanceado de aminoacidos com grande quantidade de lisina, aminoacido
limitante em gramineas como o trigo comum, relativo alto teor de fibras, zinco (Zn), cobre (Cu),
manganés (Mn) e selénio (Se). Além disso, a farinha é livre de glaten, podendo ser utilizada
por pacientes com doenca celiaca. Portanto, € uma cultura que deve ser melhor explorada em

diferentes regides do mundo.

Palavras-chave: trigo mourisco, doenca celiaca, adubacdo verde, alto teor proteico, plantas

taniferas, reciclagem de nutrientes do solo.

3.2. INTRODUCTION

Buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench) is a dicotyledonous crop
belonging to Polygonaceae family taxonomically unrelated to wheat (HEFFLER et al., 2014).
It is popular in the mountainous regions of China and in other countries at the northern
hemisphere. It can be grown at high altitudes and has a short growing span (ZHOU et al., 2012).
Buckwheat has been a culture of secondary importance, however it is produced in almost all
countries where cereals are grown (CAMPBELL, 1997).

The crop is not a cereal, but the seeds (achenes) are usually classified among
the cereals grains because of its similar usage. The grain is generally used as human food and
as animal feed. The dehulled groats can be cooked as porridge and the flour can be used in
the preparation of pancakes, biscuits, noodles, cereals, among others (CAMPBELL, 1997).
Buckwheat contains proteins with high biological value and balanced amino acid composition,
presenting relatively high content of fibre, Zn, Cu, Mn and Se (AHMED et al., 2014).

Currently, China, Russian Federation, Kazakhstan and Ukraine are the
leading producers of buckwheat, with production in other countries of different continents,
according to Table 1, which shows the current leading producers of buckwheat, area harvested
and yield in 2013. The leading continents producers are Europe and Asia (FAOSTAT, 2013).



So, the aim of this study was to identify different buckwheat forms of use and benefits in

agriculture and human nutrition.

Table 3.1. World’s largest countries producers of buckwheat in 2013 (FAOSTAT, 2013).

Countries Production (tonnes)  Area (ha) Yeld (tha?)
Russian Federation 833936 905911 0,921
China 733000* 705000* 1,040
Kazakhstan 276840 202008 1,370
Ukraine 179020 168400 1,063
France 154800 44500 3,479
Poland 90874 70384 1,291
USA 81000+ 775007 1,045
Brazil 620007 48000+ 1,292
Japan 33400 61400 0,544
Belarus 30353 31403 0,967
World Total 2547014 2386212 1,067

* Aggregate, may include official, semi-official or estimated data
1 FAO estimate

3.3. DESCRIPTION OF BUCKWHEAT

Fagopyrum esculentum Moench is common buckwheat, widely cultivated
over the Northern and to some extent the Southern hemisphere. There are many cultivars or
landraces in this species and their achene forms can vary, some of them being winged on the
angles. It is an annual crop, branched, glabrous, and reaching up to 1 m tall (CAMPBELL,
1997).

The leaves are petiolate, blades are ovate-triangular to triangular, 2-8 cm long,
with acuminate tips, bases are cordate or approximately hastate; upper leaves are smaller,
sessile. The inflorescences are terminal and auxiliary, branch in dense corymbose or paniculate
cyme. Flowers are white or pink, 6 mm in diameter; pedicel is 2-3 mm long, articulate; perianths
are 3 mm long; 8 nectaries are yellow, alternating with stamens; being heterostyly, capitate
stigma (CAMPBELL, 1997).

The achenes are triquetrous, acute angle, longer than 5 mm, more than twice
the persistent perianths lenght, brown or black-brown, lucid (CAMPBELL, 1997). Details of

buckwheat are presented in Figure 3.1.
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(a) (b) (©)
Figure 3.1. Details of buckwheat: (a) Structures (THOME, 1903); (b) Buckwheat specimen
(SMITH, 2007); (c) Seeds (HURST, 2015).

3.4. USES IN AGRICULTURE

Buckwheat can be used as a cover crop (green manure) by having high
tolerance to acidity and good ability to grow in poor soils. It can reach 30 Mg ha* of green mass
and dry mass up to 7 Mg ha* with a height up to 1.30 m at 72 days after sowing (DAS). Klein
et al. (2010) found higher concentration of potassium and nitrogen and micronutrients zinc,
manganese and iron, showing good ability to recycle nutrients from the soil (Table 3.2). In
alfafa (Medicago sativa), green manure crops (like buckwheat) may provide benefits in
production systems by increasing pathogen antagonists (SAMAC et al., 2013). Other benefits
of using green manures include reduction on the dependence on mineral fertilizers, maintenance
of organic matter in the soil providing nutrients for plant growth (YADAYV et al., 2000) and
increase of size and activity of soil microbial communities (KAUTZ et al., 2004; MANICI et
al., 2004; TEJADA et al., 2008). However, the positive effects of green manure are affected by
the crops chosen for this purpose (MANCINELLI et al., 2013).

Table 3.2. Dry mass production and mass nutrients recycled per hectare and the carbon/nitrogen
ratio of plants of an early and a late cultivar (KLEIN et al., 2010).

Sample Drymass N P K C/N ratio
kg ha!

Late 5633  113.22 17.46  208.99 20.17

Early 6870 111.30 1855 220.53 23.97
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The crop is known to increase beneficial insects which are predators of
common insects pests and can help to reduce their populations. The increase in population is
due to the food source provided to the insect in the plant flowering. As examples, can be
mentioned hover flies, predatory wasps, minute pirate bugs, insidious flower bugs, tachinid
flies, and lady beetles (VALENZUELA; SMITH, 2002).

Buckwheat should not be grown in fields with presence of root lesion
nematodes (Pratylenchus penetrans) and root-knot nematodes, because the crop is suscetible
to these nematodes (VALENZUELA; SMITH, 2002). In a previous trial work, buckwheat
showed promising as a nematode suppressant, significantly reducing Pratylenchus zeae
numbers in comparison to sugarcane (BERRY; RHODES, 2006). In addition, may have ability
to increase the population of beneficial soil nematodes to crops, like Helicotylenchus (RHODES
et al., 2014). The use of buckwheat can be an option to reduce the use of chemical control,
because in general, nematode control has traditionally relied to this kind of control (e.g. aldicarb
in South African sugar industry) (BERRY; RAMOUTHAR, 2012).

Though producing low amounts of biomass, buckwheat grows and flowers in
a short time period. For sugarcane growers, it can be ideal due to pressing circumstances, may

need to include only a short fallow in their sugarcane cycle (RHODES et al., 2014).

3.5. USES IN LIVESTOCK

Grains, hay or silage buckwheat can be fed to cattle, sheep, pigs, goats and
poultry (GOEPFERT, 1968). It features similar quality to millet forage (GORGEN, 2013), but
with a higher concentration of protein.

Buckwheat could act as a functional forage to manipulate ruminal
fermentation (AMELCHANKA et al., 2010; LEIBER et al., 2012) and, subsequently, milk
quality and specially milk fatty acids profile (KALBER et al., 2011) for producing high levels
of various secondary compounds (WIINGAARDAND; ARENDT, 2006). Additionally, can
happen a certain mitigation of methane emission without a concomitant severe decline of rumen
microbial productivity (LEIBER et al., 2012).The main phenolic constituent in buckwheat
which occur in substancial amounts is the flavonoid rutin and also hyperoside and chlorogenic
acid (HINNEBURG; NEUBERT, 2005; KALINOVA et al., 2006). An important property of
rutin appears to be the partial protection of dietary proteins from ruminal degradation (LEIBER
etal., 2012).
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The presence of tannins in plants can positively influence the health of small
ruminants because they represent a promising alternative control of gastrointestinal nematodes
of these animals. However, their effects depend on the type and concentration of these
metabolites (OLIVEIRA et al., 2011). Karamac” (2010) found that the total phenolic content of
the tannin fraction from buckwheat seeds was higher than that from buckwheat groats.
Constituents of tannin fractions, which reacted with Folin-Ciocalteu’s reagent (FCR) expressed
as catechin equivalents amounted to 477 and 371 mg g of fraction (Table 3.3). The comparison
of antioxidant activity of tannin fractions from buckwheat with the literature data concerning
the antioxidant activity of fractions isolated from other plants, leads to the conclusion that
buckwheat fractions are strong antioxidants.

Table 3.3 Total phenolic content, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) scavenging
activity and Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) of buckwheat tannin fractions
(KARAMAC', 2010).

DPPH scavenging

Buckwheat Total phenolics activity ECso TEAC

tannin fraction (mg catechin equivg?)* (mQ) (nmol Trolox equiv g1)*
Seeds 477 + 11a 0.019 4.06 £ 0.14°
Groats 371 +10b 0.021 3.55 +0.09b

Data expressed as means + standard deviations (n = 3). In the same column, means with
different letter (a, b) differ significantly (P<0.05)

* Results are expressed as equivalents (equiv) of standard per g of tannin fraction

With regard of nutritional value for animals, crude protein is particularly
concentrated in leaves, followed by flowers, whereas stems are characteristically high in fiber.
Leiber et al. (2012) found 620 g of non-NDF carbohydrates/kg DM in buckwheat grains, and
leaves also were rich in non-NDF carbohydrates. In comparison with ryegrass (Lolium
multiflorum), the entire aerial part of the buckwheat herb contained less crude protein, ether
extract and fibre, but more non-fibre carbohydrates (e.g. starch, oligosaccharides and sugars)
and almost six times more total extractable phenols (LEIBER et al., 2012).

3.6. USES IN HUMAN NUTRITION
Buckwheat is an important ingredient of traditional dishes of Asia (e.g.

Japanese and Korean noodles and jellies), Russia (e.g. pancakes or a sort of porridge called

“kasha”), and Europa (e.g. French pancakes, Dutch “poffertjes” and Northern Italian hot
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porridge and pasta). Hulls are also used to fill pillows. It is used to obtain dark gluten-free flour
which can be used as supplement for patients with celiac (or coeliac) disease (also known as
celiac sprue and gluten-sensitive enteropathy), one of the most common food intolerances in
the world (HEFFLER et al., 2014). Therefore, buckwheat has the potential to be used as natural
means of fortification and enrichment in gluten-free, allergen-free foods and to benefit these
individuals (OMARY et al., 2014).

The composition of buckwheat is similar to other cereals and pseudo-cereals
consumed around the world. The comparison of buckwheat and wheat flour is shown in Table
3.4. The bran contains fagopyritols and rutin, compounds which may be useful medicinally.
However, it also contains large amounts of phytic acid, a major anti-nutritional factor in
common wheat (Triticum aestivum) (STEADMAN et al., 2001).

Buckwheat grains hulls have some components with biological activity, e.g.
flavonoids and flavones, phenolic acids, condensed tannins, phytosterols, fagopyrins, RS,
dietary fibre, lignans, plant sterols, vitamins and minerals (AHMED et al., 2014).

Table 3.4. Comparison of buckwheat flour composition with wheat flour (m g™* DW*).

Nutrient Buckwheat Flour Wheat Flour Reference
Carbohydrates 737 835
Crude ash 22 12 QUIN et al.,
Crude fat 28 26 2010; LIN etal.,
Crude fibre 23 20 2009
Crude protein 103 106
Protein 110 115
Ash 26 17
Lipid 34 10 BONAFACCIA;
Soluble fibre 12 10 FABJAN, 2003
Insoluble fibre 53 15
Total fibre 65 24

*DW,dry weight

The protein content in buckwheat is significantly higher than important
grasses such rice, wheat, sorghum, millet and maize, being the second highest after oat flour.
Buckwheat has a well-balanced amino acid profile with a high quality of lysine, limiting amino
acid in grasses such wheat (Table 3.5). The crop have one of the highest amino acid scores
among plant sources (IKEDA et al., 2002).

The buckwheat flour is a good source of many essential minerals, contains
higher levels of Zn, Cu and Mn (IKEDA et al., 1999; STEADMAN et al., 2001) (Table 3.6).
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The content of these essential minerals is higher in comparison with other cereal flours (IKEDA
et al., 2006).

Buckwheat grains contain higher levels of vitamin Bl (thiamine), B2
(riboflavin), E (tocopherol) and B3 (niacin and niacinamide) compared with most cereals. The
vitamin content of buckwheat are presented in Table 3.6 (WIINGAARD; ARENDT, 2006).

In breads supplemented with 40% seed mixture of buckwheat and quinoa, it
was shown potential to improve nutritional characteristics with 2.5% higher protein, 2% higher
fat as well as two-fold higher fiber content and higher Ca and P contents. The sensory
characteristics of evaluated breads were excellent even at the level of 40% supplementation
level and the addition of quinoa and buckwheat seeds also influenced the rheological
characteristics of dough. The inclusion of such high levels of seed in bread was possible by
modification in technological procedure of seed preparation, and it could enable the
development of a range of new baking products with enhanced nutritive value (DEMIN et al.,
2013).

Table 3.5. Essential amino acid composition (mg g protein) of buckwheat and wheat and
comparison of mineral composition (mg 100 g flour) of its flours.

Amino acid (mg g*protein) Buckwheat Wheat Reference
Lysine 51 25
Methionine 19 18
Cystine 22 18
Threonine 35 28
Valine 47 45 AHMED et al.,
Isoleucine 35 34 2014
Leucine 61 68
Phenylalanine 42 44
Histidine 22 23
Tryptophan 16 10
Buckwheat
Mineral composition (mg 100 g!) Flour Wheat Flour
Ca 12.4 14.8
Cu 0.52 0.16
Fe 2.86 0.79
K 450 96 IKEDA et al.,
Mg 375 35 2006
Mn 1.61 0.43
P 394 124
Zn 2.51 0.80

Ca, calcium; Cu, copper; Fe, iron; K, potassium; Mg, magnesium; Mn, manganese; P,
phosphorus; Zn, zinc.
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Table 3.6. Vitamin composition of buckwheat (WIINGAARD; ARENDT, 2006)

Vitamins Level (mg g?)
A (carotenoids) 2.1
B1 (thiamine) 4.6
B2 (riboflavin) 1.4
B3 (niacin) 18.0
B5 (pantothenicacid) 10.5
B6 (pyridoxine) 7.3
C (ascorbicacid) 50.0
E (tocopherols) 54.6

3.7. BUCKWHEAT ALLERGY

Buckwheat allergy is already seen in Asia, Europe and USA. In Europe, since
the crop was introduced in popular food sectors. Failure to recognize buckwheat allergy can
expose people to a risk to health. Allergy to buckwheat is typically IgE mediated and it is often
associated to severe anaphylaxis (WIESLANDER; NORBACK, 2001). Although various
buckwheat allergens have been identified, the proteins 24 kDa (Fag e 1), 26 kDa and 67-70 kDa
have been suggested as important (TOHGI et al., 2011). In all patients with allergies to
buckwheat, the protein Fag e 1, which is homologous to 11S or 12S globulin, has reacted with
all of the serum IgE. The protein 16 KDa is resistant to digestion and has been identified as a
major buckwheat allergen in Japanese and Korean patients with allergy (PARK et al., 2000).

Over the past decades, has been published many studies on buckwheat allergy
(SMITH, 1909; WIESLANDER; NORBACK, 2001; HEFFLER et al., 2014). The first study
was published in 1909, a case about patients who suffered from dyspnoea, acute rhinitis,
urticaria and mucosal angioedema after the ingestion of buckwheat flour (SMITH, 1909).
Failure to recognize buckwheat allergy can expose people to a risk to health. It is recommended
to clinicians suspect and test allergy to buckwheat in patients with symptoms of food allergy,
when have the consumption of food produced with this plant in the composition (HEFFLER et
al., 2014).
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3.8. CONCLUSION

Buckwheat is a crop with potential in agriculture, livestock and human
nutrition. In agriculture, it can be used as green manure, to increase predators of common insects
pests helping reduce their populations etc. In livestock, it can be used to feed cattle, sheep, pigs,
goats and poultry. The plant could act as a functional forage to manipulate ruminal fermentation
and the presence of tannins can positively influence the health of small ruminants. In human
nutrition, buckwheat is an important food, which contains balanced amino acid composition,
relatively high fiber content, high contents of available Zn, Cu and Mn and dietary Se.
Therefore, it is a culture that should be further explored, as it promotes many benefits and is

easily adaptable to various areas, which can be grown in different regions of the world.
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4. ARTIGO B: POTENCIAL ANTI-HELMINTICO DO Fagopyrum esculentum
MOENCH in vitro

4.1. RESUMO E ABSTRACT

4.1.1. Resumo

Um dos fatores limitantes da ovinocultura € a infeccdo por helmintos,
resultando principalmente em baixo ganho de peso. A combinacdo de estratégias no controle
parasitario, incluindo a utilizagéo de plantas medicinais, pode reduzir o uso de anti-helminticos
quimicos. Plantas taniferas, por apresentarem compostos fendlicos, principalmente taninos
condensados, foram associadas a acao anti-helmintica. Fagopyrum esculentum Moench (trigo
mourisco) possui flavonoides, acidos fendlicos, taninos condensados, e alto teor de lisina, sendo
que 0s maiores teores desses compostos se encontram na casca. Taninos exercem acao anti-
helmintica direta ao reduzir a fecundidade das fémeas de nematddeos, e indireta ao aumentar a
resposta imune ao proteger a proteina ingerida da degradacao ruminal. O objetivo deste trabalho
foi avaliar, in vitro, o potencial anti-helmintico do extrato hidroalcodlico de sementes de
Fagopyrum esculentum Moench (EHATM) no controle de nematédeos gastrintestinais de
ovinos. Foram utilizadas fezes de ovinos apresentando no minimo 2.000 ovos por grama de
fezes. Foram realizados teste de eclodibilidade e de migracdo de larvas, avaliando-se 0s
tratamentos EHATM nas concentrages 0,625; 1,25; 2,5 e 5 mg mL™, controles negativo e
positivo e controle DMSO (0,75% + &gua destilada). As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Posteriormente, foram determinados
os teores totais de polifendis, flavonoides, taninos condensados e atividade antioxidante do
EHATM. Para as condicBes avaliadas pelo presente estudo, foi possivel verificar, in vitro,
atividade anti-helmintica do EHATM nos dois testes. O EHATM inibiu 19,66 % da ecloséo na
concentragéo 1,25 mg mL™ e 17,66 % da migracdo de larvas na concentragdo 5 mg mL™t. A
atividade anti-helmintica pode ser devido ao teor de taninos condensados encontrado (288,89
mg equivalente &cido tanico por grama de extrato). Observou-se atividade antioxidante em
todas as concentragdes, atingindo 38,71% a 3 mg mL* com ICso% = 3,83 mg mL™. Na mesma
concentracdo para flavonoides e polifendis totais foi observado respectivamente 31 mg
equivalente rutina e 54,33 mg equivalente &cido galico por grama de EHATM. Além do efeito
direto do EHATM sobre tricostrongilideos em ovinos, pesquisas adicionais se justificam

também pela possibilidade de efeito indireto, devido aos estimulos imunitarios que a dieta
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proteica determina sobre o favorecimento no combate & verminose. Concluiu-se que foi
possivel verificar atividade anti-helmintica e antioxidante, demonstrando o potencial do

EHATM no controle parasitoldgico de ovinos.

Palavras chave: agroecologia, nematddeos gastrintestinais, ovinocultura, producdo organica,

taninos condensados

4.1.2. Abstract

One of the limiting factors of sheep breeding is the helminth infection, mainly resulting in poor
weight gain. The combination of parasite control strategies, including the use of medicinal herbs
can reduce the use of chemical anthelmintics. Tanniferous plants, by having phenolic
compounds, mainly condensed tannins were associated with anthelmintic action. Fagopyrum
esculentum Moench (buckwheat) has flavonoids, phenolic acids, tannins, and high content of
lysine, and the highest levels of these compounds are found in the seeds. Tannins exert direct
anthelmintic action in reducing of the the fertility of female nematodes, and indirect by
increasing the immune response to protect the ingested protein of rumen degradation. The
objective of this study was to evaluate, in vitro, the anthelmintic potential of the hydroalcoholic
extract of Fagopyrum esculentum Moench seeds (EHATM) in control of gastrointestinal
nematodes of sheep. It was used faeces from sheep presenting at least 2,000 eggs per gram of
faeces. It was performed hatchability test and larvae migration test, evaluating the treatments
EHATM treatments at concentrations 0.625; 1.25; 2.5 and 5 mg mL™, negative and positive
controls and DMSO control (0.75% + distilled water). Subsequently, the EHATM was
evaluated for total content of polyphenols, flavonoids, tannins and antioxidant activity. For the
conditions evaluated in this study, it was possible to verify in vitro anthelmintic activity of
EHATM in both tests. The EHATM inhibited 19.66% of hatching in concentration 1.25mg mL"
1 and 17.66% of larvae migration in the concentration of 5 mg mL™, these being the highest
values found. The anthelmintic activity may be due to condensed tannin content found (288.89
mg equiv. tannic acid per gram of extract). It was observed antioxidant activity at all
concentrations, reaching 38.71% at 3 mg mL™ with ICsos = 3.83 mg mL™. At the same
concentration to total polyphenols and flavonoids was observed respectively 31 mg equivalent
rutin and 54.33 mg equivalent gallic acid per gram of EHATM. However, the highest
concentration of total polyphenols was reached at 1 mg mL™* with 54.33 mg equivalent gallic

acid. In addition to the direct effect of EHATM on trichostrongylids of sheep, future research
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is also justified by the possibility of an indirect effect due to immune stimuli that protein diet
provides on fostering in combating worms. It was concluded that it was possible verify
anthelmintic and antioxidant activity, demonstrating the potential of EHATM in parasitological

control of sheep.

Key-words: agroecology, condensed tannins, gastrointestinal nematodes, sheep breeding,

organic production

4.2. INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade em expansio (GUETTER, 2011;
GIANLOURENCO, 2013), sendo o Brasil o 18° produtor mundial de ovinos, com rebanho
estimado em 25,43 milhGes de ovinos e caprinos (DE ZEN et al., 2014). Porém, as verminoses
gastrintestinais constituem um dos principais fatores limitantes a producdo de ovinos,
especialmente em regides tropicais (VIEIRA, 2008).

Prejuizos ocasionados pela infeccdo por helmintos incluem menor ganho de
peso, ma qualidade da 18, maior mortalidade, menor rendimento de carcaga, menor producdo
de leite e baixa fertilidade. Esses prejuizos sdo decorrentes de sinais clinicos como diarreia,
anemia, hemorragia, prostragéo e fraqueza, afetando desfavoravelmente a lucratividade e bem
estar animal (SZPATOWSKI, 2010). Além disso, ha aumento das despesas pela aquisicdo de
medicamentos antiparasitarios e uso de mao de obra.

Entre os parasitas que infectam os ovinos, destacam-se os trichostrongilideos,
da familia Trichostrongylidae, que compreende espécies dos géneros Trichostrongylus,
Haemonchus, Ostertargia, Nematodirus e Cooperia.

O controle desses parasitas deve ser abordado em um contexto amplo, que
leve em consideracdo a dindmica populacional dos nematoides no rebanho e na pastagem, uma
vez que os animais se infectam ao ingerirem larvas presentes no ambiente. Assim, estratégias
de controle devem objetivar ndo somente o controle dos parasitas nos animais, mas, sobretudo
prevenir a contaminacdo das pastagens. Entretanto, deve-se manter niveis aceitaveis, evitando-
se a eliminacdo total do agente causal. Portanto, a integracdo de manejos € o principal conceito
na busca do controle sustentavel das helmintiases (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011). A
busca por estratégias como pastejo integrado a outras espécies e uso de terapias naturais, tem
sido frequentemente observada (BATATINHA et al., 2011; JOSHI et al., 2011).
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Outro aspecto relevante, diz respeito a resisténcia farmacoldgica aos
parasiticidas quimicos (SZPATOWSKI, 2010). Medidas naturais para o controle parasitario
pode resultar em beneficios positivos para se minimizar a resisténcia aos anti-helminticos
quimicos (HOUDIJK et al., 2012). No estado do Parana, o registro de resisténcia vem sendo
relatado h&a décadas (VIEIRA et al., 1992; SOCCOL; POHL-DE-SOUZA, 1997). Foi observada
resisténcia a varios grupos quimicos, em diferentes regides do estado. O uso indiscriminado
dessas drogas selecionou isolados resistentes, e consequentemente, estes produtos acabaram
ndo realizando o controle das verminoses satisfatoriamente (SOCCOL E POHL-DE-SOUZA,
1997; ROSALINSKI-MORAES et al., 2007; SCZESNY-MORAES et al., 2010, VILA NOVA
et al., 2014; MADRUGA et al., 2015).

Atualmente, observa-se no mercado consumidor, crescente busca por
produtos organicos, isentos de residuos quimicos (RESENDE, 2013). A agricultura organica
pode ser definida como um sistema que promove a protecdo do meio ambiente, visando a
sustentabilidade social e econdmica. Essa técnica de cultivo tem se expandido de forma rapida
no mundo, e diversos paises demonstram importante tendéncia de continuidade nesse
crescimento. A producdo organica deve estar embasada em principios agroecoldgicos para
garantir a sustentabilidade socioecondmica. A transic¢ao para a producéo organica contribui para
0 incremento e a distribuicdo da receita nas unidades familiares, gerando impacto econdémico
(NEVES et al., 2016).

Trigo mourisco (Fagopyrum esculentum Moench) é uma planta dicotiledénea
pertencente a familia Polygonaceae, que apresenta alto teor proteico, principalmente lisina
(ZHOU et al., 2012). A casca das sementes de trigo mourisco possui taninos condensados,
flavonoides e acidos fendlicos (STEADMAN et al.,, 2001). Ainda apresenta rutina, um
bioflavonoide util no tratamento de diferentes afeccbes clinicas, principalmente devido a sua
acao e antioxidante (KARAMAC’, 2010). A maior concentracdo de rutina no trigo mourisco se
encontra nas folhas e flores (VOJTISKOVA et al., 2012).

Taninos exercem agdo anti-helmintica direta ao reduzir a fecundidade das
fémeas de nematddeos (OTERO; HIDALGO, 2004), e indireta ao aumentar a resposta imune,
por proteger a proteina ingerida da degradacdo ruminal, aumentando sua disponibilidade no
trato gastrintestinal inferior (KETZIS et al., 2006). A atividade anti-helmintica, in vitro, dos
taninos foi caracterizada pela reducdo de eclosdo, desenvolvimento, motilidade de larvas e
adultos (BRUNET et al., 2008; JOSHI et al., 2011). In vivo causam reducdes de OPG e da carga
parasitaria (MINHO et al., 2008; MAX et al., 2009; MUPEYO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,



21

2011). Estes efeitos determinam importante perspectiva para o controle de nematédeos pelo
consumo de plantas taniferas.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, o potencial anti-
helmintico do extrato hidroalcodlico de sementes de Fagopyrum esculentum Moench
(EHATM) no controle de nematddeos gastrintestinais de ovinos, bem como avaliar a atividade
antioxidante, os teores totais de polifendis, flavonoides e taninos condensados.

4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Obtencao do material vegetal e confecgdo do extrato

Sementes de trigo mourisco foram coletadas no Municipio de So Jodo do
Ivai, Parana, Brasil. O material botanico foi selecionado pela auséncia de alteracGes
macroscopicas em sua constituicao superficial. Foi realizada secagem em estufa de ventilacéo
forcada de ar, a temperatura de 40° C, e posteriormente maceracdo em moinho de facas.

Para a obtencdo do extrato hidroalcoolico de sementes de trigo mourisco a
10%, foi utilizado 90 g de sementes, 240 mL de &gua destilada, e 570 mL de alcool etilico
absoluto. Apds, esta solucdo foi mantida em agitagdo mecénica constante em temperatura
ambiente por 24 horas. Subsequente foi realizada filtragdo a vacuo por trés vezes, acrescentando
solucdo hidroalcoodlica a cada nova filtracdo nas mesmas proporc6es supracitadas. O extrato

obtido foi concentrado ao rotaevaporizador e liofilizado.

4.3.2. Obtencao de ovos e larvas de nematddeos

Foram coletadas fezes diretamente da ampola retal de ovinos naturalmente
infectados. Realizou-se contagem de ovos por grama de fezes (OPG) para selegcdo das amostras
a serem utilizadas nos testes in vitro. Foram selecionadas amostras que apresentassem valores
iguais ou superiores a 2.000 ovos.

Para isolamento de ovos para o teste de eclodibilidade, foi utilizada a
metodologia descrita por Coles et al. (1992) adaptada por Bizimenyera et al. (2006). As fezes
foram maceradas em agua morna (40 °C), e para retencdo dos ovos, foram utilizados tamises
de diferentes aberturas (250, 150, 75 e 25 um). Apos lavagem com agua morna, 0 material
obtido foi centrifugado a 3000 giros durante 5 minutos. Apds, foi descartado o sobrenadante e

os tubos foram preenchidos com solucdo saturada de NaCl para suspensdo dos ovos. O
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sobrenadante foi filtrado no tamis de 25 pm, a solugéo final foi centrifugada, e para a retirada
dos residuos de NaCl, o sobrenadante foi novamente filtrado e lavado em 4gua morna.

Para obtencéo de larvas, foi realizada coprocultura segundo metodologia de
Ueno e Gongalves (1998).

4.3.3. Teste de eclodibilidade

O teste de eclodibilidade de ovos foi realizado segundo metodologia descrita
por Von Samson-Himmelstjerna et al. (2009). Avaliou-se, em quadruplicata, os seguintes
tratamentos: controle negativo (dgua destilada), positivo (sulfoxido de albenzadol 0,25 mg mL"
1 associado a dimetilssulfoxido - DMSO 0,75%), testemunha (DMSO 0,75%), e EHATM nas
concentragdes 0,625; 1,25; 2,5e 5 mg mL™,

Para avaliacdo de cada tratamento, foi acrescentado nas placas de cultura 100
pL da suspensdo agua e ovos, e 400 pL dos respectivos tratamentos. As placas foram incubadas
em estufa B.O.D. a 27 °C por 48 horas. Apds, realizou-se contagem total dos ovos e larvas (de

primeiro estagio L1), obtendo-se assim o percentual de eclodibilidade.

4.3.4. Teste de inibicdo da migragéo larval

O teste de inibicdo da migracdo larval foi realizado segundo metodologia
descrita por Rabel et al. (1994). A solucdo de larvas L3 obtida na coprocultura foi
homogeneizada e padronizada de forma a conter aproximadamente 150 larvas em cada 100 pL
de solucdo. Foram avaliados 0s mesmos tratamentos supracitados, exceto pelo tratamento
controle positivo cloridrato de levamisol (0,01 mg mL*, com 0,75% dimetilsulfoxido - DMSO).

Realizou-se avaliagdo dos tratamentos em triplicata, utilizando-se em
microtubos 1 mL dos respectivos tratamentos e 100 uL da solugdo L3 com agua.

Incubou-se em estufa a 37 °C por duas horas, e centrifugou-se a 6000 giros
por 3 minutos. Foram retirados 900 pL e seus volumes permaneceram 200 pL. Para montagem
do teste, foram utilizadas placas de cultura de 24 pocos, cada um com um filtro de abertura 25
pum. Em cada filtro, foi acrescentado 1800 pL de cada tratamento e os 200 pL restantes dos
microtubos respectivos a cada parcela.

As placas foram novamente incubadas em estufa por duas horas a 37 °C. Apd4s
os filtros foram retirados, e foi realizada a contagem de larvas migradas e retidas. Foram

inativadas com Lugol e a leitura foi realizada em microscépio dptico com aumento de 40x.
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A porcentagem de migracdo foi calculada por meio da formula %migracéo =
[Nm / (Nm + Nr)] x 100, onde Nm é o nimero de larvas L3 migradas através da malha e Nr é
0 numero de larvas L3 retidas na malha.

Nos dois testes as médias foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade por meio do software Statistica®.

4.3.5. Determinacdo do teor total de polifendis, flavonoides, taninos condensados e
atividade antioxidante do EHATM

O EHATM foi diluido nas concentragdes 0,25; 0,50; 1; 1,5;2e3mgmL™e
avaliado em triplicata. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pela capacidade
doadora de H* para o radical estavel DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com a
metodologia, in vitro, proposta por Blios (1958). O célculo da atividade antioxidante foi
realizado de acordo com a formula: Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole — Aamostra) /
Acontrole] x 100 onde Aamostra é a absorbancia das amostras ap6s 30 minutos (tempo de
reacao) e Acontrole é a absorbancia do DPPH; ambos a 517 nm.

Para determinacdo de polifendis totais, 0 método utilizado foi o de Folin-
Ciocalteu. Os resultados foram expressos em mg de &cido galico por g de extrato. O &cido galico
é percursor de diversos tipos de compostos fendlicos, possui estrutura simples, sendo é
considerado substancia de escolha como padrédo (STAGOS et al., 2012).

A dosagem dos flavonoides totais foi determinada por espectrofotdmetro UV-
Vis segundo metodologia de Zhishen et al. (1999), baseado na complexacédo dos flavonoides
com AICIs. Os resultados foram expressos em mg de rutina por g de extrato. A rutina, assim
como a quercetina, apresenta estrutura basica de flavonoides, podendo ser empregada como
indicador indireto de flavonoides.

A determinacéo do teor de taninos condensados foi procedida de acordo com
a metodologia de Makkar (1994), adaptada por Fagbemi et al. (2005). Os resultados obtidos

foram expressos em mg de acido tanico por grama de extrato seco.
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4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da contagem de OPG, foram identificados ovos de
tricostrongilideos. Foi possivel verificar atividade anti-helmintica do EHATM na inibic&o tanto
da eclosdo quanto da migracao larval. Os resultados corroboraram com outros pesquisadores
que também registraram ag&o inibitdria de plantas taniferas sobre eclodibilidade e migracéo de
larvas de nematoides de ovinos (BIZIMENYERA et al.,, 2006; MACIEL et al., 2006;
YOSHIHARA et al., 2014) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Média aritmética das porcentagens de inibicdo de eclosdo e de migracdo de larvas
de terceiro estagio de nematddeos gastrintestinais de ovinos + desvio padrdo nos tratamentos
extrato hidroalcodlico de trigo mourisco (EHATM) a 10 % em 4 concentragdes, e controle
negativo com agua destilada (CN)

Tratamento (mg mL™?) Meédia de inibicéo Meédia de inibicédo da
da ecloséo (%)* migracao (%)*

EHATM 0,625 11,69+ 2,85 11,39°+ 1,19
EHATM 1,25 19,662 + 0,45 11,63+ 1,76
EHATM 2,5 15,632+ 5,44 17,042+ 0,75
EHATM 5 8,65 + 1,24 17,66 4+ 1,35

CN — Agua destilada 5,379+ 0,75 4,81°+0,40
Coeficiente de variacgéo (%) 47,11 39,36

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Para os controles positivos, sulfoxido de albendazol 0,25 mg mL™ apresentou
100 % de inibicdo da eclosdo e o cloridrato de levamisol 0,01 mg mL™ apresentou 89 % de
inibicdo da migracdo larval. O tratamento testemunha DMSO néo diferiu significativamente do
controle negativo, apresentando inibi¢do para o teste de eclosdo de 9,60 % e para o teste de
migracao, 7,14 %. Como foi utilizado DMSO para diluicdo dos anti-helminticos quimicos,
justificou-se a incluséo do tratamento testemunha em questéo.

A atividade anti-helmintica do EHATM pode ser devida ao teor de taninos
condensados, que na concentragdo 3 mg mL™* atingiu 288,89 mg equivalente &cido tanico por

grama de extrato (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Valores médios referentes a polifendis totais, taninos condensados, flavonoides e
atividade antioxidante para as diferentes concentragdes em mg mL™* do extrato hidroalcodlico
de trigo mourisco a 10% (EHATM).

Polifendis (mg Taninos (mg  Flavonoides

Concentragcdo  equiv. ac. equiv. ac. (mg equiv. Atividade
EHATMem galicop/gde tanicop/gde rutinap/gde Antioxidante
mg mL? EHATM EHATM EHATM (AA%)
2,5 19,18 * 0,57 4,79
5 38,31 17,23 13,62 8,44
10 53,00 70,44 19,19 15,90
15 57,04 126,15 22,95 21,59
20 50,99 176,15 25,07 27,22
30 54,33 288,89 31,00 38,71

*Valores fora da curva

Bizimenyera et al. (2006) relataram 100% de inibic&o da eclosdo de larvas de
Trichostrongylus colubriformis com 0,025 mg mL™ de extratos de diferentes partes de
Beltophorum africanum. Maciel et al. (2006) trabalharam com a mesma planta na mesma
concentracdo e verificaram que o extrato etanolico das folhas inibiu 100% da ecloséo de larvas
de H. contortus, enquanto que o extrato hexanico na concentragdo 0,050 mg mL? inibiu apenas
16,92% da ecloséo.

Alonso-Diaz et al. (2008) verificaram que o extrato de quatro plantas na
concentracdo 1,2 mg mL™? inibiu de 49,1 a 63,8% a migragdo de larvas L3 de H. contortus.
Yoshihara et al. (2014) necessitaram de 100 mg mL* de extrato comercial de Acacia mearnsii
para obter 97,1% de inibicdo da migracdo larval. Além da acdo anti-helmintica, o extrato causou
alteracOes ultraestruturais nos parasitos adultos de Haemonchus contortus apds contato in vitro
e invivo (YOSHIHARA et al., 2015).

O EHATM apresentou atividade antioxidante (AA%) em todas as
concentragdes testadas, atingindo 38,71% na concentragio 3 mg mL™ (Tabela 4.2). O I1Csou
correspondeu a 3,83 mg mL™. Segundo Sun e Ho (2005), o trigo mourisco apresenta efetiva
atividade antioxidante quando comparado a antioxidantes naturais, sendo que antioxidantes
naturais podem ter o potencial de prevenir a oxidagdo dos lipideos dos alimentos. Karamac”
(2010) verificou que a atividade antioxidante da fracdo de taninos dos compostos fenolicos do
trigo mourisco apresentaram ICsos correspondente a 0,019 mg mLt. Comparando com dados
da literatura sobre outras plantas como avel& e nozes chegou a concluséo que o trigo mourisco

é altamente antioxidante (KARAMAC’, 2010). O presente estudo apresentou valores maiores,
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entretanto, a atividade antioxidante foi determinada por meio do EHATM, enquanto que no
estudo de Karamac” (2010) a atividade antioxidante foi determinada diretamente das fragdes de
taninos.

Na concentracdo 3 mg mL™*, para flavonoides e polifenois totais, foram
observados 31 mg equivalente rutina e 54,33 mg equivalente &cido galico por grama de extrato,
respectivamente. Para fenois totais, a concentracdo maxima ja foi atingida na concentracdo 1
mg mL™.

Como constituintes, o trigo mourisco ainda apresenta rutina, um
bioflavonoide util no tratamento de diferentes afec¢des clinicas, principalmente devido a sua
acdo antioxidante (KARAMAC’, 2010). Flavonoides podem apresentar acdo antimicrobiana,
devido ao rompimento e destruicdo das membranas microbianas, pela formacéo de complexos
da parede bacteriana com proteinas soluveis (SOLDERA et al., 2010). Este fato representa
vantagem adicional considerando a possibilidade da ocorréncia de infecgdes bacterianas
secundarias as parasitoses gastrointestinais. Da mesma forma, a atividade antioxidante dos
flavonoides é importante devido ao controle da producdo de radicais livres (SOUSA et al.,
2007). A maior concentracdo de rutina no trigo mourisco se encontra nas folhas e flores
(VOJTISKOVA et al., 2012). Apesar disto, no presente estudo foram utilizadas sementes do
trigo mourisco, pois o objetivo foi avaliar a atividade anti-helmintica no que se refere ao teor
de taninos, que se encontram em maiores quantidades nas sementes (AHMED et al., 2014).

Além da acdo anti-helmintica direta que o EHATM apresentou, o trigo
mourisco ainda pode apresentar acdo indireta devido aos estimulos imunitarios que a dieta
proteica determina sobre o favorecimento no combate a verminose. Suplementacdo proteica
determina reducéo dos valores de ovos por grama de fezes (VELOSO et al., 2014; IGARASHI
etal., 2013).

Aos 51 dias apds a semeadura, Klein et al. (2010) encontraram teores de
proteina bruta (PB) em um cultivar de trigo mourisco tardio e precoce respectivamente 17,27
% e 15 %. Esses valores sdo superiores a gramineas comumente utilizadas como forragem.
Italiano e Aradjo Neto (2006) encontraram 11,53 % de PB em Andropogon, 10,58 % em
Tanzénia e 9,15 % em Tifton - 85. Gorgen (2013) encontrou num cultivar de trigo mourisco
teores de proteina bruta aos 47 dias e 57 dias respectivamente 23,8 % e 14,7 %. Alencastro
(2014) encontrou num dos cultivares testados aos 50 e 70 dias 12,73 % e 11,13 %
respectivamente. O menor teor é devido ao fato de que o avango da maturidade do trigo
mourisco ocasiona reducgéo nos teores de PB, sendo que os maiores teores sdo observados no

estadio vegetativo, reduzindo apos o florescimento. O resultado da analise da forragem de trigo



27

mourisco foi promissor para alimentacdo animal, principalmente para gado leiteiro no outono,
época com problema de falta de forragem (KLEIN et al., 2010).

Adicionalmente, o trigo mourisco possui alto teor de lisina, um aminoacido
essencial deficiente na maioria dos cereais, demonstrando potencial na alimentacdo animal
(JOSHI; PADORA, 1991; KUNACHOWICZ et al., 1996). O trigo mourisco também pode agir
como forragem funcional, manipulando a fermentacdo ruminal e proporcionando redugdo na
formacéo de metano em 12% (AMELCHANKA et al., 2010; LEIBER et al., 2012).

4.5. CONCLUSAO

Para as condicOGes avaliadas pelo presente estudo, foi possivel verificar
atividade anti-helmintica e antioxidante, demonstrando o potencial do EHATM no controle

parasitoldgico de ovinos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O trigo mourisco possui diversos beneficios a agricultura, pecuaria bem como
anutricdo humana. Portanto, € uma cultura que deve ser melhor explorada em diferentes regides
do mundo.

Para as condi¢cbes avaliadas pelo presente estudo, foi possivel verificar
atividade anti-helmintica e antioxidante, demonstrando o potencial do EHATM no controle

parasitologico de ovinos.
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