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Resumen

Con el objetivo de determinar el efecto antihelmintico de la especie Tephrosia vogelii
sobre estrongilidos gastrointestinales de caprinos, se recolectaron hojas de la planta y
se obtuvo un extracto bruto. Treinta caprinos infectados naturalmente se dividieron en
tres grupos de diez animales cada uno. Grupo I (control) al cual se le administraron
50 ml de agua destilada; grupo II, al que se les administré una dosis diaria del extracto
de 100 mg/kg, y grupo III, que recibié una dosis diaria del extracto de 150 mg/kg. El
tratamiento se realizé oralmente por tres dias consecutivos. Los conteos de huevos en
mostraron que los animales presentaban una parasitosis gastrointestinal compuesta de
los géneros Haemonchus spp. Trichostrongylus spp. y Oesophagostomum spp., siendo Hae-
mochus spp. el de mayor proporcién (75 %). La reduccién de los conteos de huevos fue
del 91 % y el 94 % para los grupos I y I11, respectivamente, a los 14 dias postratamiento.
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In vivo Anthelmintic Activity of Tephrosia vogelii on
Gastrointestinal Strongyles in Naturally Infected Goats

Abstract

This study aims to determine the anthelmintic effect of an extract of Tephrosia vogelii
on gastrointestinal strongyles of goats. Leaves were collected, from which an aqueous
extract was obtained. Thirty naturally-infected goats were divided in three groups of ten
animals each as follows: group I (control), with each animal receiving SO ml of distillated
water; group II, with each animal receiving 100 mg/kg of the extract; and group III, with
each animal receiving 150 mg/kg of the extract. Treatments were administered orally
on three consecutive days. The faecal test revealed that the genera present in the goats
were Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. y Oesophagostomum spp., with Haemonchus
spp. being the most prevalent genus (75%). The faecal egg count reductions 14 days pos-
treatment were 91% and 94% for groups Il and I1I, respectively.
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INTRODUCCION

En Angola, la crianza de pequenos rumiantes es realiza-
da generalmente por criadores familiares en sistemas de
pastoreo, donde estos animales encuentran un desafio
al enfrentarse con los estrongilidos gastrointestinales,
lo cual frena grandemente su desarrollo y productividad
(1). En ese sentido, los estrongilidos gastrointestinales
en rumiantes representan un problema serio a nivel
mundial, debido a que tienen un impacto negativo sobre
la tasa de crecimiento, la condicién corporal y la ferti-
lidad: estos aumentan la susceptibilidad a enfermeda-
des de diferentes origenes, e incrementan la mortalidad,
ocasionando pérdidas econdémicas muy importantes en
la produccién pecuaria (2,3). Se puede afirmar enton-
ces que la produccién de pequenos rumiantes tiene una
importancia socioecondmica relevante, principalmen-
te cuando se trata de paises en desarrollo. Sin embar-
go, la variedad de agentes infecciosos y no infecciosos
que afectan la salud de los animales, en los que se des-
tacan los helmintos que parasitan el tracto intestinal,
representan una de las mayores limitaciones en la pro-
ductividad de estos animales (4). En la actualidad, el
tratamiento de esta enfermedad se ha complicado de-
bido a la resistencia a firmacos comerciales, por lo que
es necesario utilizar alternativas para el control de estos
patdgenos resistentes o multirresistentes, una de las cua-
les puede ser el uso de metabolitos secundarios de plan-
tas con actividad sobre estrongilidos gastrointestinales
(5,6). Estudios realizados por Samuel et al. (7) demues-
tran el potencial de las plantas medicinales entre las del
género Tephrosia. Cabe entonces destacar que desde
tiempos inmemoriales, el uso de plantas medicinales se
describe como recurso terapéutico popular para el tra-
tamiento de enfermedades tanto en humanos como en
animales (8,9,10).

El uso de plantas con actividad antihelmintica puede re-
ducir la utilizacién de antihelminticos convencionales,
que son caros y casi siempre estdn indisponibles para los
criadores familiares. Dicha estrategia sirve a su vez para
incrementar la produccién animal. Asimismo, las plantas
son de facil acceso, bajo costo, y se adaptan a las condi-
ciones climaticas locales y son efectivas en la prevencion,

control y tratamiento de ciertos endoparésitos (11). En
tanto, Oliveira (12) afirma que, para disminuir el para-
sitismo en los animales y prevenir la contaminacién en el
ambiente, es importante tener en cuenta la situacién epi-
demiolégica, la dindmica de los helmintos en el rebaio, y
la calidad del pasto, todo lo cual debe acoplarse alas alter-
nativas encontradas.

Por esa razon, este estudio tiene como objetivo buscar
alternativas de tratamiento de pardsitos en caprinos a
nivel local, en un sentido en el que se apunta a incre-
mentar la produccién, la renta familiar y la seguridad
alimentaria, puesla flora angolana esrica en plantas me-
dicinales como la Tephrosia vogelii.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de ejecucion del experimento:

El trabajo se desarrollé de octubre de 2017 a junio de
2019 en la finca experimental de la Universidad José
Eduardo dos Santos, Huambo, Angola.

Material vegetal y obtencion
del extracto acuoso:

En el periodo descrito anteriormente se procedié6 a la
siembra de un drea de 5000 m*> de T. vogelii. El suelo
habia sido preparado previamente, y la propagacion se
realiz6 por semilla, segtin la técnica descrita por Cunha
(13). En tanto, las semillas provenian de especimenes
previamente usados en estudios in vitro de eficacia an-
tihelmintica (14) y de toxicidad oral aguda (15), que ha-
bian sido previamente autenticadas por un botdnico y
depositadas en el Centro Nacional Botdnico de Luanda
(voucher Hb 74). A los seis meses de edad de las plantas,
se recolectaron hojas tiernas que se secaron al aire libre
y a la sombra, segtn las técnicas descritas por Cunha
(13) y Zatta (16). Posteriormente, se pulverizaron en un
pilén tradicional y se pasaron por un tamiz de 1 mm de
didmetro. El producto se embalé y etiquet6 para su uso
posterior. Luego, se conservo en temperatura ambiente
bajo el abrigo de los rayos solares y en condiciones de
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humedad aceptables. El producto se utiliz6 pasados cin-
co dias de su conservacion.

Para la obtencién del extracto acuoso, se procedié a la
toma del peso de los animales, y, con base en dosis pre-
determinadas, se calculd la cantidad de polvo a macerar
para cada animal. Para el pesaje del polvo se utilizé una
balanza de precisién tipo Gram N/S-CH 1300434, que
se deposité en tubos plasticos de 60 ml, se macerd con
50 ml de agua destilada durante 24 horas, y la mezcla
se filtr6 a través de una gaza de tipo Pad KPN 648 de
7.5%7.5 en dupla capa.

Cuantificacion de los conteos
de huevos en los caprinos:

Para el ensayo de reduccién de huevos en heces se re-
colectaron muestras directamente de la ampolla rectal
de los caprinos, y se transportaron en una caja térmica
al Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Investi-
gacion Veterinaria para su procesamiento. El conteo de
huevos en heces frescas se determiné a partir de la téc-
nica de MacMaster, segun Kabera et al. (17).

También se realizaron coprocultivos siguiendo el méto-
do de Roberts & O’Sullivan (18). Se realizaron tres co-
procultivos por grupo, siendo uno el del dia cero antes
del tratamiento, y dos los del postratamiento de los dias
7'y 14. En la identificacién de larvas infectantes (L,), se
utilizaron las claves dicotémicas de morfometria descri-
tas por Van Wyk & Mayhew (19) y Paixao et al. (20).

Ensayo in vivo de actividad
antihelmintica:

Se utilizaron en este estudio 30 caprinos de ambos se-
x0s, con edades entre 6 y 12 meses, peso entre 7 y 45 kg,
de raza criolla. Estos fueron divididos en tres grupos ex-
perimentales de diez caprinos cada uno. Todos los ca-
prinos se identificaron con un arete numerado en una
de las orejas. Los tres grupos fueron denominados de
la siguiente manera: grupo I, de control (50 ml de agua
destilada, correspondiente al volumen usado para diluir
las dos dosis utilizadas en los grupos tratados); grupo I1

(extracto, 100mg/kg) ygrupolll (extracto, 150 mg/kg).
Las dosis empleadas se determinaron teniendo en
cuenta el ensayo de toxicidad aguda oral realizado por
Paixao etal. (15), que establecié hasta 250 mg/kg como
dosis segura para administracion oral en los animales
tratados. De tal modo, las dosis definidas en cada gru-
po experimental fueron administradas por via oral en
ayunas, durante tres dias consecutivos usando jeringas
desechables de 60 ml. Todos los animales fueron obser-
vados durante cuatro horas posteriores al tratamiento
el primer dia y diariamente durante el ensayo. Una vez
este hubo terminado, la observacién continué durante un
mes para controlarla aparicion de cualquier signo o sinto-
ma como respuesta a los tratamientos. En ese escenario,
los muestreos se realizaron el dia cero para determinar el
conteo de huevos por animal, y los dias siete y catorce,
después de tres dias de administracion del extracto.

El porcentaje de reduccién de huevos se calculé me-
diante la férmula descrita por Brito-Junior et al. (21):
RCOF= [1-(OPGt/OPGc)] x100.

Donde:

RCHF=reduccion de conteo de huevos en heces.

OPGt= media del nimero de huevos por gramo de he-
ces del grupo tratado

OPGc= media del numero de huevos por gramo de he-
ces del grupo control.

* Todos los caprinos se mantuvieron en el sistema de
pastoreo durante el ensayo.

* Cada dosis administrada fue preparada 24 horas antes.

Conlosresultados obtenidos se calcul6 la proporcion de
los géneros parasitarios identificados, y estas muestras
fueron sometidos a un andlisis de frecuencia emplean-
dolaherramienta dindmica y graficos del programa Mi-
crosoft Office Excel, 2016. Para el OPG se realizaron
anilisis de variancia simple (ANOVA), ejecutados por
el paquete estadistico Statgraphics Plus v.5.1. Se reali-
zaron también comparaciones de medias de los conteos
de huevos por el test Tukey—HSD 0,05, del paquete es-
tadistico R version R i386, 3.5.3 con una significacién
P<0,0S.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La siembra de la planta posibilité la obtencién de gran-
des cantidades de hojas que se convirtieron en polvo de
color verde. Este fue utilizado en el ensayo de la activi-
dad antihelmintica. Cabe sefialar que el cultivo de plan-
tas medicinales en Huambo es una préctica que estd ain
muy lejos de ser realizada por la poblacién, pues lo mis
frecuente es la colecta esponténea, lo que afecta el am-
biente, y tiene consecuencias en cuanto atafie a la extin-
cién de ciertas especies. El cultivo proporciona muchos
beneficios, desde la manutencién del equilibrio ecols-
gico y la genética de la planta, hasta la manutencién de

las propiedades terapéuticas que se desean. Cunha (13),
afirma que, para mantener la calidad de la planta desde
el punto de vista farmacoldgico, es importante que se
practique la propagacion y el cultivo de esta, ya sea por
semillas u otra parte que permita su reproduccion, se-
gun su especie.

En el estudio in vivo de la actividad antihelmintica del
extracto acuoso de T. vogelii sobre los estrongilidos gas-
trointestinales de caprinos, se observé que los animales
no presentaron signos de intoxicacién durante el trata-
miento. Los resultados de los conteos de huevos duran-
te el ensayo se muestran en la figura 1.

Figura 1. Media de huevos al dia cero y su reduccidn al dia siete y catorce postratamiento

500

400

300 A

Cantidad de huevos

200

100

Grupo |

Periodo
B oo
B oiao7
Dia 14
Grupo ll Grupo lll
Grupos

Letras iguales no difieren significativamente segtn el test de Tukey HSD P<0,0S.

Fuente: elaboracién propia
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Al dia cero no hubo diferencias significativas entre los
conteos de cada uno de los grupos sometidos al ensayo.
Lo anterior indica que los tres grupos fueron conforma-
dos de forma homogénea tanto para el grupo I (control),
como para los grupos sometidos al tratamiento con el
extracto acuoso de la planta.

Los animales sometidos al tratamiento con dosis de 100
y 150 mg/kg presentaron disminucion en el conteo de
huevos al dia 7, mientras que en el grupo de control el
conteo se mantuvo en niveles similares a los del dia 0.

En este grafico se puede observar claramente la influen-
cia del tratamiento en la disminucion del conteo de hue-
vos, ya que, al comparar los dos grupos tratados con el
grupo de control, se notan diferencias significativas.
El porcentaje de eficacia del extracto fue de 47,5 % a
100 mg/kg y de 70,5 % a 150 mg/kg, con diferencias
significativas entre los tratamientos. Segun el compor-
tamiento de reduccidn de huevos, se puede considerar
que el porcentaje de eficacia fue dosis-dependiente, lo que
significa que la eficacia es directamente proporcional a
la dosis. Cabe destacar que, para la Asociacién Mundial
de Parasitologia Veterinaria Avanzada (WA AVP, sigla en
inglés), estos porcentajes son considerados no efectivos,
ya que se recomienda un componente como altamente
efectivo cuando corresponde a un porcentaje mayor de
98 %; como efectivo cuando se sitda en el rango del 90 al
98 %; como moderadamente efectivo cuando va de, 80
al 90 %, y como no efectivo cuando es menor del 80 % (22).

Mottin etal. (23) revelaron que cerca del 77 % de los expe-
rimentos utilizan extractos de plantas como principal mé-
todo para evaluar el efecto antihelmintico de una planta.
Otros realizan ensayos con solucién alcohélica o extracto
hidroalcohdlico en estudios in vitro; sin embargo, tanto en
los ensayos in vitro como en los in vivo frecuentemente son
utilizados extractos acuosos. En el presente estudio se uti-
lizé un extracto acuoso, ya que el agua es el extractor mas
utilizado parala preparacién de medicamentos.

Al dia 14 postratamiento, la disminucién de los con-
teos de huevos fue mds acentuada con relacién al dia 7,
con porcentajes de efectividad del 91 % para la dosis de

100 mg/kg y 94 % para la dosis de 150 mg/kg: unos
resultados que no evidencian una diferencia significa-
tiva entre ambos tratamientos. De tal modo estos por-
centajes son considerados como realmente efectivos al
encuadrase en las recomendaciones de la WAAVP. Es
importante considerar que las dosis ensayadas fueron
determinadas con base en el material vegetal de partida
directamente; condiciones en las que la composicién
de solidos solubles o metabolitos solubles fue mucho
menor que la composicion de los estudios in vitro, que
antecedieron al presente estudio. Sin embargo, se obtu-
vieron resultados alentadores en los animales tratados
con ambas dosis.

La composicién fitoquimica de la planta puede justificar
la reduccién de huevos, pues esta especie presenta me-
tabolitos secundarios como taninos, aminas primarias
y secundarias, fenoles libres, triterpenos y/o esteroides,
alcaloides y flavonoides, los cuales estdn relacionados
con la inhibicién de eclosién de huevos en estudios in
vitro (24). Ademas, la especie T. vogelii también posee
saponinas, quinonas, antraquinonas y antocianinas
(17). Cabe sefialar que segtin lo que estos tltimos auto-
res obtuvieron, hay, respectivamente, un 97 %y 98 % de
reduccidn en los conteos de huevos, usando infusién en
caprinos. En ese escenario, los resultados se asemejan a
los obtenidos en el presente estudio, aunque los extrac-
tos sean diferentes en los dos experimentos.

Cabe senalar que las sustancias quimicas podran influir
de forma sinérgica en la actividad antihelmintica de la
planta. Estudios de Devi et al. (25) y Samuel et al. (7)
demostraron la actividad antihelmintica de la especie
T. calophylla. Estos autores afirman que la actividad an-
tihelmintica podria estar relacionada con su composi-
cién en flavonoides. Dougnon et al. (26) obtuvieron un
98,51 % de efectividad con extracto etanélico de T. vogelii
sobre estrongilidos de caprinos en Benin. Odhong et al.
(27) mostraron por su parte la eficacia in vitro del ex-
tracto acuoso de T. vogelii sobre estrongilidos gastroin-
testinales de pequefos rumiantes, al obtener mis de
95 % de inhibicién de eclosion de huevos a la concentra-
cién de 500 mg/ml. En sus ensayos con diversas plantas
medicinales, incluyendo T. vogelii, Paixao (14) obtuvo
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un 100 % de inhibicién de eclosién de huevos con la
concentracion de 12,5 mg/mL de extracto acuoso bru-
to de la planta, aspectos que refuerzan el efecto antihel-
mintico de esta planta. Todos estos datos refuerzan la
nocion del efecto antihelmintico de T. vogelii.

Por medio de técnicas cromatograficas en fracciones
del extracto etanoélico bruto, se encontraron compues-
tos como kampferol, deguelina, rotenona, tephrosina
y triterpenos pentaciclicos (lupeol y f-amirina) en la
T. vogelii procedente de Huambo (28), los cuales fueron
relacionados por los autores con la actividad in vitro so-
bre estrongilidos gastrointestinales.

Como se puede observar en la tabla 1, el tiempo ha sido
determinante en la reduccién de los conteos de huevos.

Se nota que hay una correlacidn positiva entre el trata-
miento, la reduccién de huevos y el tiempo, lo cual ex-
plica claramente la dependencia de la reduccién de los
conteos de huevos y el tiempo posterior al tratamiento.
Lo anterior obedece a que la mayor efectividad se ob-
servé pasados 14 dias de la administracion del extracto
bruto de la planta. En tanto, en la determinacién de gé-
neros de estrongilidos presentes en los animales se en-
contraron Haemonchus spp. (75%), Trichostrongylus spp.
(20%) y Oesophagostomum spp. (5%) (figura 2).

Tabla 1. Anélisis de la matriz de correlacion entre el conteo de huevos

y el tiempo posterior al tratamiento (Alpha: 0,05)

Peso Conteo h. Dia 0 Conteo h.Dia 7 Conteo h. Dia 14
Peso 1,000
Conteo h.Dia0 -0,285 1,000
Conteo h. Dia 7 0,145 0,271 1,000
Conteo h. Dia 14 -0,034 0,868 0,469 1,000

Fuente: elaboracién propia

Figura 2. Proporcién de género de estrogilidos gastrointestinales identificados al dia cero

Fuente: elaboracién propia

B Hoemonchus spp.

5% )
. Trichostrongylus spp.

Oesophagostomum spp.
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Como se puede observar, la mayor proporcién de géne-
ro recae sobre el Haemonchus spp., lo que quiere decir
quelamayoria deloshuevos representados enlafigura2
pertenece a este género. Es importante que se realice
el coprocultivo para determinar hacia qué géneros pa-
rasitarios se estd direccionado el tratamiento. El géne-
ro Haemonchus se caracteriza por ser el méds patogénico
y proliferante y, ademds es hematéfago. Este parasito
se puede encontrar en zonas con temperaturas altas y
en regiones con muchas fluctuaciones pluviométricas
(29). Paixao et al. (20) revelan que en la crianza de ca-
prinos y ovinos en Huambo la prevalencia recae sobre
el género Haemonchus, aunque en algunas zonas con
microclima puede haber variabilidad en las propor-
ciones de géneros hallados. Purroy-Vasquez et al. (30)
encontraron en sus estudios una proporciéon mayor de
Haemochus spp. (89 %) seguida de Trichostrongylus spp.
(6 %) y Oesophagostomum spp. (S %). Saraiva et al. (31)
afirmaron también que el Haemonchus spp. es el hel-
minto mds cominmente observado a partir de mues-
tras fecales.

En tanto, al realizar coprocultivos del muestreo en los
dias siete y catorce postratamiento, se observa una dis-

minucién de géneros de estrongilidos determinados en
el dia cero (figura 3).

En este gréfico se observa el comportamiento de reduc-
cién de proporcion de L3 por géneros en funcién del
tiempo. Al dia catorce, la reduccidn es extraordinaria-
mente visible, y se da sin diferencias significativas entre
los géneros, pues no se recuperaron L3. El efecto farma-
colégico de los metabolitos secundarios sobre la inhibi-
cién de eclosién de huevos (efecto ovicida), probado in
vitro con T. vogelii, justifica la inviabilidad de crecimien-
to de las L3. Al observar el comportamiento de cada
género, se nota que la reducciéon de Haemonchus fue su-
perior con relacién alos otros dos géneros. Asi, se puede
decir también que el Haemonchus muestra una sensibi-
lidad extraordinaria frente al extracto bruto de T. vogelii.

Al estudiar los efectos de taninos sobre parésitos adul-
tos (hembra y machos), Montellano (32) demostré la
accion de estos sobre la rotura de la cuticula, la cabezay
el utero de la hembra, lo que provoca la muerte del para-
sito adulto. Esta accion parasiticida justificaria la reduc-
cion de los conteos de huevos cuando se utilizan plantas
que contengan taninos como es el caso de T. vogelii.

Figura 3. Reduccion de larvas infectantes (L3) después del tratamiento
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Fuente: elaboracién propia

Trichostrongylus spp.
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CONCLUSION

La utilizacién de la planta T. vogelii en las dosis estudia-
das proporciona una reduccién efectiva de los conteos de
huevos de estrongilidos gastrointestinales. Por consi-
guiente, esta planta puede formar parte del arsenal utili-
zado para el control integrado y tratamiento alternativo
de estos pardsitos en caprinos.
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