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RESUMEN 

 

Este estudio tuvo como objetivos generales, evaluar la actividad 

nematicida in vitro de extractos hidro-metanólicos de Larrea tridentata D.C. y 

Gliricidia sepium (jacq.), y determinar la concentración (mg/g) de polifenoles 

condensados, hidrolizables y totales. Se realizó un análisis químico proximal en 

ambas plantas, posteriormente se determinó la concentración cuantitativa 

(mg/g) de polifenoles condensados (HCl-butanol), hidrolizables (Folin 

ciocalteau) y totales, donde se observó diferencia estadística (P≤0.05) para los 

extractos acuosos de L. tridentata comparado con G. sepium. Se evaluó la 

actividad nematicida (%), por medio de dos técnicas in vitro (larva envainada y 

larva desenvainada) en confrontación con extractos hidro-metanólicos de 

ambas plantas, donde se observó diferencia estadística (P≤0.05) de G. sepium 

sobre larva envainada a concentraciones de 200 mg/mL, con lecturas a 72 hrs 

(61.5 ± 20.4), con relación a la ivermectina (99.6 ± 0.7). Con larva 

desenvainada, L. tridentata presentó diferencia estadística (P≤0.05) a 24 y 48 

hrs (74 ± 19.2 y 73 ± 6.1, respectivamente) con relación a la ivermectina (100 ± 

0.0 a 24 h y 99.6 ± 0.7 a 48 h), mientras que G. sepium a 200 mg/mL y lecturas 

a 72 hrs (93.8 ± 2.9), con relación a la ivermectina (99.3 ± 1.2), se calculó la 

concentración letal 50 (CL50), para L. tridentata y G. sepium, con larva 

infectante envainada y desenvainada. Finalmente, se identificarón nueve 

compuestos bioactivos en el material vegetativo de G. sepium, mientras que en 

L. tridentata se identificarón seis compuestos bioactivos, posiblemente los 

responsables del efecto nematicida encontrado. 

 

 

Palabras clave: Extracto acuoso, Extracto hidro-metanólico, Gliricidia sepium, 

Larrea tridentata, Larva infectante, Haemonchus contortus. 
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ABSTRACT 

 

The objectives of this study, was to assess the nematicide activity in vitro 

of extract hydro-methanolic of two plants Larrea tridentata D.C. and Gliricidia 

sepium (Jacq.), and determine the concentration (mg/g) of condensed, 

hydrolyzable and total polyphenols. A proximal chemical analysis was performed 

on both plants, subsequently to identify the main bioactive compounds 

responsible the effect found. Statistical differences were observed (P≤0.05) for 

aqueous extracts of L. tridentata and G. sepium. The nematicide activity was 

evaluated (%) using two in vitro techniques (sheathed and unsheathed larva) of 

hydro-methanolic extracts of both plants. A statistical difference (P≤0.05) of G. 

sepium on sheathed larva at concentrations of 200 mg/mL was observed with 

readings at 72 hrs (61.5 ± 20.4) with respect to ivermectin (99.6 ± 0.7). With 

unsheathed larva, L. tridentata presented statistical difference (P≤0.05) at 24 

and 48 hours (74 ± 19.2 and 73 ± 6.1, respectively) relative to ivermectin (100 ± 

0.0 at 24 hr and 99.6 ± 0.7 hr at 48 h), while G. sepium at 200 mg/ml and 72 hr 

readings (93.8 ± 2.9) compared to ivermectin (99.3 ± 1.2). The lethal 

concentration 50 (LC50) for L. tridentata and for G. sepium, with sheated and 

unsheathed infective larvae was calculated. Finally, nine bioactive compounds 

responsible for the nematicide action were indentified for G. sepium, and six for 

L. tridentata. 

 

  

 

Keywords: Aqueous extract, Hidro- alcoholic extract, Gliricidia sepium, Larrea 

tridentata, infective larvae, Haemonchus contortus. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los metabolitos secundarios, se secretan en la planta cuando ésta se 

encuentra en peligro, durante el ataque de bacterias, hongos e insectos o la 

defoliación por herbívoros, provocando una toxicidad aparente. Estos 

compuestos bioactivos no están involucrados en el metabolismo esencial de la 

planta, por lo tanto no son indispensables para está (Ramírez-Lozano, 2003; 

Nabors, 2006).  Entre estos metabolitos secundarios se encuentran los 

polifenoles y los taninos, estos últimos son compuestos fenólicos poliméricos, 

con un sabor agrío astringente, los cuales se dividen en hidrolizables y 

condensados (Church, 1988; Santacoloma-Varón y Granados, 2012). A estos 

compuestos se les han atribuido diversas cualidades como, antioxidantes, 

antivirales, antibacterianas, anticancerígenas, actividad antienzimática, 

antitimpanicas, antimutagenicas (Ruiz-Martínez et al., 2011) y efectos 

antiparasitarios (Wolstenholme et al. 2004). 

 

Por otra parte, los nemátodos son gusanos que se encuentran 

ampliamente distribuidos, algunos son de vida libre, otros parasitan plantas y 

animales. Estos, son de gran importancia debido a la frecuencia y elevada 

morbilidad, generalmente son de curso crónico y la mayoría interfieren con el 

crecimiento (Quiroz-Romero, 1990). Estos son tratados con nematicidas los 

cuales, con el paso del  tiempo, se ha observado que dejaron de ser efectivos, 

debido a que los organismos parásitos desarrollaron mecanismos de 

adaptación permanente y heredable (Montalvo-Aguilar et al., 2006), la 

dispersión y severidad de los mismos, se está incrementando rápidamente 

(Anziani y Fiel, 2015), ocasionando grandes pérdidas a los productores 

pecuarios.  

 

Aunado a este problema, se optó por emplear alternativas, entre estas se 

encuentra el uso de los recursos naturales, para contener infecciones de 

parásitos nemátodos (Hoste et al., 2008).  
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Actualmente, existe evidencia de la efectividad de los metabolitos 

secundarios sobre los nemátodos gastrointestinales de rumiantes, aunque aún 

es necesario realizar otros estudios para dilucidar completamente el efecto de 

estos sobre el nemátodo, sobre el huésped (Athanasiadou et al., 2004; 

Martínez-Ortíz de Montellano, 2010) y sobre el consumidor final. 

 

Finalmente, está claro el efecto antihelmíntico de varias plantas, contra 

los parásitos gastrointestinales más comunes de los rumiantes, efecto debido a 

los compuestos bioactivos presentes principalmente los taninos condensados, 

sin embargo, es necesario entender los modos de acción in vivo antes de 

patentar un producto y asi mismo reducir la dependencia de los productos 

comerciales existentes (Molan Abdul et al., 2000; Sandoval-Castro et al., 2012), 

al mismo tiempo ayudar a disminuir la resistencia de los animales a los 

nematicidas comerciales y sus efectos. 
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1.1. JUSTIFICACIÓN 

 

Las enfermedades parasitarias, especialmente las ocasionadas por 

parásitos del género Haemonchus spp., ocasionan grandes pérdidas al año en 

todos los ámbitos en animales destinados a la producción, al mismo tiempo el 

uso indiscriminado de los antiparasitarios tratando de solucionar estos 

problemas, ha ocasionado que estos parásitos adquieran mecanismos de 

adaptación permanente y hederable, a los antiparasitarios comerciales. 

 

Ante esto se ha optado por utilizar tratamientos alternativos para 

combatir estos parásitos y tratar de controlar la resistencia adquirida a los 

diferentes antiparasitarios. Una de estas alternativas es el uso de plantas 

taniníferas en forma de extractos con potencial antihelmíntico. 

 

Actualmente, existen pocas investigaciones referentes al uso de 

extractos de plantas para el control de parásitos de importancia en la 

producción pecuaria, así mismo, es necesario dilucidar el modo de acción de 

los compuestos bioactivos sobre los nemátodos, sobre el huésped y sobre el 

consumidor final. 
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1.2. OBJETIVOS GENERALES 

 

 Determinar la concentración cuantitativa de polifenoles condensados, 

hidrolizables y totales, presentes en extractos acuosos de L. tridentata y 

G. sepium. 

 

 Evaluar el efecto nematicida in vitro de los extractos hidro-metanólicos de  

L. tridentata y G. sepium, en contra del nemátodo H. contortus. 

 

1.2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar el contenido nutricional de L. tridentata y G. sepium, 

mediante un análisis químico proximal. 

 

 Evaluar el efecto nematicida in vitro de los extractos hidro-metanólicos de 

L. tridentata y G. sepium, en contra de larvas infectantes envainadas del 

nemátodo H. contortus. 

 

 Evaluar el efecto nematicida in vitro de los extractos hidro-metanólicos de 

L. tridentata y G. sepium en contra de larvas infectantes desenvainadas 

del nemátodo H. contortus.  

 

 Identificar, por medio de cromatografía líquida de alta resolución 

aclopado a cromatrógrafo de masas (HPLC/MS), los principales 

compuestos bioactivos presentes en los extractos acuosos de L. 

tridentata y G. sepium, como responsables de la posible actividad 

nematicida. 
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1.3. HIPOTESIS 

 

 Los extractos acuosos de L. tridentata y G. sepium, con mayor 

concentración de polifenoles condensados, hidrolizables y totales, 

tienen mayor efecto nematicidia. 

 

 Los extractos acuosos de L. tridentata y G. sepium, tienen altos 

contenidos de polifenoles totales. 

 

 Los extractos hidro-metanólicos de L. tridentata y G. sepium, 

tienen efecto nematicida contra larvas infectantes envainadas y 

desenvainadas del nemátodo H. contortus. 

 

 Los extractos acuosos de L. tridentata y G. sepium, contienen una 

amplia variedad de compuestos bioactivos, procedentes de diferentes 

familias. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS 

 

Al conjunto de reacciones químicas que tienen lugar en un organismo, se 

le conoce como metabolismo. Los metabolitos primarios, incluyen a los 

aminoácidos, nucleótidos, azúcares y lípidos, necesarios para el buen 

funcionamiento de la planta (Ávalos García y Urria Carril, 2009). 

 

Muchas plantas sintetizan compuestos deletéreos, metabolitos 

secundarios, los cuales las protegen de la depredación de bacterias, hongos e 

insectos, provocando una toxicidad aparente, efectos causados por agentes 

secundarios, no involucrados en el metabolismo esencial (taninos, glucósidos 

cianógenos, saponinas, aminoácidos no proteínicos, lectinas, alcaloides, ácido 

oxálico, entre otros, Nabors, 2006; Ramírez-Lozano, 2003). La biosíntesis de 

estos metabolitos secundarios se ve afectada por el estado acuífero y la 

temperatura ambiental (Santacoloma-Varón y Granados, 2012). Los metabolitos 

secundarios se agrupan en cuatro clases, terpenos (hormonas, pigmentos), 

compuestos fenólicos (cumarinas, flavonoides, lignina y taninos), glicósidos 

(saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos) y 

alcaloides (Ávalos García y Urria Carril, 2009). 

 

En el grupo de los taninos condensados e hidrolizables, se engloban 

compuestos tales como, el ácido elágico que es un potente antioxidante, 

antiviral, antibacteriano y anticancerígeno; éste se obtiene de nueces, bayas, 

granadas, nueces y cascaras de uva, otro compuesto es el ácido tánico, es una 

molécula con propiedades antibacteriales, antienzimática, antioxidante, 

astringente, antimutagena, no es posible obtenerlo en grandes cantidades 

(Ruiz-Martínez et al., 2011). El ácido gálico es un poderoso antioxidante, 

antimicrobial y antiviral, encontrado en el té verde, ajo, frutas, patatas y nueces. 
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 El metil galato y propil galato, antioxidante empleado en la síntesis de 

trimetropim (Ruiz-Martínez et al., 2011). La catequina, es un potente 

antioxidante, antiviral y antimicrobial en forma de galato de epigalocatequina, 

presente en vinos, frutas y algunos tés. La quercetina es un antioxidante 

bioactivo, antihistamínico y antiinflamatorio, encontrado en frutos, granos, 

vegetales, se utiliza para hacer tés. Los ácidos cinámico y el 2-hidroxicinamico, 

poderosos antioxidantes extraídos de las manzanas y las cascaras de cebollas 

rojas, tienen propiedades antihistamínicas, antiinflamatorias y anticancerígenas, 

los lignanos como el ácido nordihydroguaiarético, tienen propiedades 

antimicrobianas, antitumorales, antivirales y la inhibición de sistemas 

enzimáticos (Vargas-Arispuro et al., 2005; Ruiz-Martínez et al., 2011). 

 

2.2. FENOLES VEGETALES 

 

Los compuestos fenólicos, polifenoles o fenilpropanoides, derivan del 

fenol, un anillo aromático con un grupo hidroxilo, en este grupo se encuentran 

las cumarinas, flavonoides, lignina y taninos (Avalos García y Urria Carril, 

2009). 

 

2.2.1. Los taninos 

 

Existe un amplio grupo de compuestos secundarios que desempeñan 

diversas funciones de protección del ataque de patógenos o de organismos 

herbívoros, llamados polifenoles (Santacoloma-Varón y Granados, 2012). Entre 

los polifenoles se encuentran los taninos, un tanino es un glucósido de 

polipéptidos solubles en agua, son compuestos fenólicos poliméricos, con un 

sabor agrio astringente, confiere sabor y olor indeseable a los alimentos, 

afectan la utilización de las proteínas debido a que ligan a la lisina, haciéndola 

indisponible para los monogastricos, existen dos tipos de taninos, los 

hidrolizables y los condensados, diferenciados mediante sus estructuras y la 
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reactividad hacia los agentes hidrolíticos (Church, 1988; Ávalos García y Urria 

Carril, 2009).  

 

Los taninos condensados son polímeros de unidades de flavonoides 

unidas por enlaces C-C, los cuales no pueden ser hidrolizados, pero sí 

oxidados, por un ácido fuerte, para rendir antocianidinas. En concentraciones 

bajas precipitan las proteínas vegetales solubles, protegiéndolas contra la 

digestión en el rumen, pero si están firmemente ligadas no son digeridas en el 

intestino delgado, aumentando la absorción de aminoácidos y modifican la 

producción de gases (antitimpánico) (McDonald et al., 2011; Santacoloma-

Varón y Granados, 2012). Los taninos hidrolizables, son polímeros 

heterogéneos, contienen ácidos fenólicos (ácido gálico y azúcares simples); 

más pequeños que los condensados, y estos se hidrolizan fácilmente (Ávalos 

García y Urria Carril, 2009). 

 

 Los taninos en grandes cantidades inhiben la actividad de algunas 

enzimas con lo que reducen la digestibilidad de las plantas (Shimada, 2003). 

Éstos reducen el valor nutritivo de la sustancia seca de los vegetales al reducir 

el consumo voluntario de pienso como la digestibilidad de los nutrientes 

(Church, 1988). También se le han atribuido efectos antiparasitarios, 

antimicrobianos, inhibidores del crecimiento bacteriano (Molan Abdul et al., 

2000; Wolstenholme et al. 2004).  

 

La digestibilidad de la dieta con arbustos con alto contenido de taninos 

condensados se ve reducida, así como el balance de nitrógeno se ve afectado 

(Ramírez-Lozano, 2003). Asi mismo, estos tienen diferentes efectos en los 

procesos de fermentación ruminal, posiblemente debido a su composición 

química (peso molecular, tipo de tanino) (Tiemann-Tassilo et al., 2006). Aunque 

se ha encontrado que poblaciones microbianas en el rumen de cabras 

alimentadas con una dieta suplementada con la misma especie de ramoneo, 

pueden evolucionar y resistir los compuestos secundarios, aumentando la 
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degradación de los alimentos ricos en taninos (Hoste et al., 2005; Camacho et 

al., 2010). 

 

Por otra parte, los taninos condensados presentes en 3% de la materia 

seca se unen en parte a proteínas alimenticias, inhibiendo su degradación 

microbiana y favoreciendo el sobrepaso ruminal, mediante complejos proteína-

taninos; así mismo se sabe que ejercen un efecto depresor sobre los parásitos 

gastroéntericos (Shimada, 2003; Torres-Acosta et al., 2008; McDonald et al., 

2011).   

 

Finalmente, se ha observado que los borregos infectados con nemátodos 

gastrointestinales, parecen ser atraídos al consumo de plantas taniníferas 

(Martínez-Ortiz de Montellano et al., 2010), esta es una ventaja importante, ya 

que estas plantas taniníferas mejoran la producción de carne y lana en borregos 

con infestaciones parásitarias severas (Otero et al., 2004). Por lo tanto, pudiera 

constituir una alternativa no solo para el control de los helmintos en los 

pequeños rumiantes, sino también para tratar enfermedades con importancia en 

la salud humana, alternativa reforzada, ya que los taninos condensados 

presentes no son desactivados, al ser adicionados en forma de extracto acuoso, 

además de conservar la condición corporal del animal (Hoste et al., 2005; 

Olmedo-Juárez et al., 2014).  

 

2.3. PLANTAS USADAS EN ESTE ESTUDIO 

 

Se evaluó el material vegetativo de dos plantas, por una parte Larrea 

tridentata del desierto Chihuahuense y Gliricidia sepium del trópico mexicano 

por la otra, a continuación se describen cada una de ellas, así como principales 

estudios que se han realizado. 
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2.3.1. Larrea tridentata 

 

Arbusto ramificado, perenne, xerófito, siempre verde, crece en zonas 

secas de México (Baja California, Coahuila, Chihuahua, Durango, Guanajuato, 

Hidalgo, Nuevo León, Querétaro, San Luis Potosí, Sinaloa, Tamaulipas y 

Zacatecas). Soporta temperaturas de 14 a 28°C y en presencia de ocho meses 

de sequía, con climas muy áridos, con precipitaciones de 150 a 500 mm 

anuales, muy bien adaptada para sobrevivir en el desierto, llega a medir hasta 

tres metros de altura, es muy prolífica y territorialista, es conocida comúnmente 

como gobernadora, creosote (Creosote bush) o hediondilla (CONABIO, 2016; 

Lira-Saldivar, 2003). Esta planta pertenece al Reino: Plantae, Filo: 

Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Familia: Zygopyllacea, Género: Larrea 

(Brent, 1999; CONABIO, 2016).  

 

Esta planta contiene en sus hojas terpenos, taninos, flavonoides, 

saponinas, ácido elágico, ácido tánico, ácido gálico, catequina, metil galato, 

ácido cinámico, ácido c2-hidroxinamico, resorcinol, lignanos fenólicos y 

monoterpenos volátiles, además contiene fitoestrógenos como, quercetina y 

kaempferol (Lira-Saldivar, 2003; Ruiz-Martínez et al., 2011; Martins et al., 2012; 

Gnabre et al., 2015). 

 

Las hojas, por su contenido de proteínas, son utilizadas para consumo 

animal, impregnadas de resina que contiene el lignano llamado ácido 

nordihydroguaiarético y 19 agliconas de flavonoides, algunos glicosidos 

flavonoides y aceites esenciales, compuestos que se le han atribuido efectos 

fungicidas, insecticidas, antioxidante, antiamebico, antineoplásico, 

antiinflamatorio y antiherpes (Brent, 1999; Gnabre et al., 2015; CONABIO, 

2016), y estudios recientes contra el virus de la inmunodeficiencia humana, 

cáncer, enfermedades neurodegenerativas y los síntomas del envejecimiento 

(Gnabre et al., 2015).  
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En la medicina tradicional se ha utilizado como emético, diurético, 

expectorante, para tratar quemaduras, ayuda a perder peso y “purificador” de la 

sangre. También para tratar dolencias que van desde infecciones del tracto 

respiratorio superior, influenza, diarrea, infecciones del tracto urinario, acné, 

psoriasis, caspa, hepatitis, tuberculosis, calambres menstruales, dolor en el 

pecho, dolores de dientes, y lesiones cutáneas venéreas, como inhibidor de las 

ansias de tomar alcohol, tratamiento para la varicela, tratamiento para 

mordeduras de serpiente, tratamiento de la hepatitis, aunque se encontró que 

su uso crónico puede causar hepatotoxicidad química (Brent, 1999). 

 

Por otra parte, se han realizado estudios in vitro e in vivo, relacionados 

con efecto ixodicida de los metabolitos secundarios contenidos en esta planta, 

un estudio in vitro donde usaron extractos hidro-alcohólicos a diferente 

concentración, tres aplicaciones y seis lecturas (1/2, 2, 4, 24, 48 y 72 horas) de 

L. tridentata, reveló diferencia estadística del efecto letal contra Amblyomma 

cajennense, acción similar al amitraz que fue usado como testigo (Rodríguez-

Arvizu, 2006). Así mismo, en la costa de Oaxaca se realizó un estudio in vivo en 

bovinos de raza cebú, donde usaron esta planta a diferente concentración (10, 

25, 50 y 75%) como atomizador, contra garrapatas Amblyomma cajennense y 

Boophilus micropilus, encontraron diferencia estadística del efecto letal contra 

las garrapatas en un lapso de 24 horas, comparado con el  efecto del amitraz 

(Salinas-Zárate, 2010). 

 

Otro estudio demostró que el extracto etílico (acetato de etilo) de las 

hojas de esta planta, tienen un efecto antibacterial sobre una cepa de 

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, con una concentración mínima 

inhibitoria de 31.3 µg/mL, considerada baja, en comparación con el control 

tetraciclina (64 μg/mL) (Martins et al., 2013). 

 

También se ha evaluado el efecto antifúngico in vitro, relacionado con el 

metil-ácido nordihydroguaiarético, sobre Aspergillus flavus y Aspergillus 
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parasiticus donde se observó inhibición del crecimiento micelial de ambos 

hongos a una concentración de 300 µg/mL y a 500 μg/mL, se observó eficacia 

completa al parecer este compuesto puede tener un potencial biopesticida 

como agente de control de aflatoxina (Vargas-Arispuro et al., 2005).   

 

En conclusión, L. tridentata puede representar buena opción para 

enfrentar plagas y enfermedades infecciosas de gran importancia, ya que es 

fuente primordial de fitoquímicos bioactivos, además es biodegradable, y al 

parecer relativamente tóxico, para humanos, animales y el medio ambiente 

(Lira-Saldivar, 2003). 

 

2.3.2. Gliricidia sepium 

 

Es un arbusto caducifolio de fácil adaptación a diversas condiciones 

ambientales, de uso frecuente como cerca viva o sombra, se ha usado en la 

alimentación de rumiantes, suplementando al pastoreo o en sistemas 

agrosilvopastoriles junto con gramíneas (Cuervo-Jiménez et al., 2013), es nativo 

de las zonas bajas de México y partes secas de América central, principalmente 

en clima subhúmedo, con temperaturas de 20 a 30°C y precipitación anual de 

500 a 2300 mm anuales y cinco meses de periodo seco. Se extiende desde el 

sur de México (Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, México, 

Michoacán, Morelos, Puebla, Nayarit, Quintana Roo, San Luis Potosí, Sinaloa, 

Tamaulipas, Yucatán y Veracruz), América central, Colombia y Venezuela, 

presenta una alta capacidad adaptativa, llega a medir de dos hasta 10 metros, 

también se le conoce como cacahuanano, frijolillo, cacahuananche, madre 

cacao (CONABIO, 2016). Esta planta pertenece al Reino: Plantae, Clase: 

Magnoliopsida, Orden: Fabales, Familia: Fabaceae, Género: Gliricidia, Especie: 

Sepium. 

 

Este árbol contiene altos contenidos de polifenoles (taninos 

condensados) y saponinas, debido a una mayor actividad del metabolismo 



 

13 
 

vegetal en condiciones de alta conductividad eléctrica (mayor concentración de 

sales solubles en el suelo) (Santacoloma-Varón y Granados, 2012). 

 

Entre los diversos estudios de esta planta, se encuentra la aplicación por 

aspersión de extractos acuosos como alternativa para el control de plagas del 

maíz, principalmente insectos que dañan tanto la planta como la mazorca, así 

como insectos benéficos a la planta de maíz, donde se encontraron una 

reducción en el daño de las hojas recién formadas y un efecto positivo en el 

rendimiento, pero no afectó la población de ambos insectos, esto puede ser 

debido a propiedades repelentes de insectos, y por lo tanto, se puede usar para 

reducir el daño al maíz (Montes-Molina et al., 2008). 

 

Así mismo, se ha evaluado la posible actividad bactericida o 

bacteriostática in vitro de esta planta, contra 12 bacterias gram positivas y gram 

negativas en extractos, acuoso, metanólico y clorofórmico, donde se encontró 

un efecto bactericida de esta planta en extracto metanólico contra cinco de las 

12 cepas bectarianas estudiadas, a una concentración de 200 µg (Salud-Pérez 

et al., 2001).  

 

Por otra parte, se han realizado estudios in vitro que han mostrado la 

actividad de esta planta sobre el nematodo hematofago H. contortus, efectos 

que se le atribuye a las saponinas y taninos principalmente, que se encuentran 

presentes en las hojas (Pérez-Pérez et al., 2014). Se han usado extractos 

acetónicos (Wabo-Poné et al., 2011), acuosos (Puerto-Abreu et al., 2014) y 

metanólicos (Pérez-Pérez et al., 2014). Se han evaluado, los efectos de esta 

planta sobre la eclosión de huevos y la migración larvaria, con efecto letal a una 

concentración media de 30.7 mg/mL (Puerto-Abreu et al., 2014) así mismo, la 

estimulación del desenvaine de H. contortus a una concentración de 300 μg/mL, 

esta planta solo redujo la motilidad de la larva (Von-Son de Fernex et al., 2012).  
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Otro estudio in vitro realizado con dos extractos, etanólico y acetato de 

etilo, sobre huevo, pupa y larva del mosco Anopheles stephensi, se encontró 

una mayor mortalidad sobre larva con extracto etanólico a una dosis de 250 

ppm con 96% de efectividad, y sobre huevo el extracto de acetato de etilo 

mostró mayor actividad a una concentración de 25 ppm con una efectividad del 

87.64%, mientras que sobre pupa el extracto etanólico a 100 ppm, tuvo un 

91.10% de mortalidad, se puede concluir que el extracto de hoja de esta planta 

posee actividad contra el mosquito Anopheles stephensi, en sus estadios de 

huevo, larva y pupa (Krishnappa et al., 2012). 

 

Se ha evaluado el efecto de esta planta contra el acaro Tetranychus 

cinnabarinus en forma de extracto etanólico de hojas, en concentraciones al 5, 

10, 15 y 20%, usando la técnica de inmersión, donde encontraron que en 

concentraciones al 5% la tasa de ovoposición disminuye un 57%, mientras que 

en concentraciones al 10% hay una mortalidad de 72.5% de ácaros adultos, y 

en concentraciones de 20% encontraron el 100% de mortalidad, efecto atribuido 

a los alcaloides, flavonoides, fenoles y taninos, aceites esenciales y saponinas 

presentes. Por lo tanto esta planta se considera como alternativa para el control 

de los ácaros de interés en la agricultura (Sivira et al., 2011). 

 

Finalmente, estos resultados in vitro, sugieren que esta planta posee 

propiedades antiparasitarias, que podrían valorarse para estudios posteriores in 

vivo (Puerto-Abreu et al. 2014). 

 

2.4. LA HEMONCOSIS EN PEQUEÑOS RUMIANTES 

 

Los nemátodos o gusanos redondos, son pequeños, presentan una piel 

dura (cutícula), estos se pueden encontrar en piel, riñones, pulmones, vejiga 

urinaria, sistema nervioso, sangre y muy comúnmente en sistema digestivo 

(Shapiro, 2010). Estos nemátodos gastrointestinales afectan considerablemente 

la producción animal, sobre todo en animales jóvenes cuando su estado 
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nutricional es deficiente, ocasionando grandes pérdidas por la disminución en 

las ganancias de peso, y en ocasiones la muerte de los animales en casos de 

parásitosis masivas (Flores-Crespo et al., 2003). Los nemátodos 

gastrointestinales del familia Trichostrongylidae causan parasitismo en los 

pequeños rumiantes (Fontenot et al., 2003), dentro de los mismos, 

Haemonchus contortus es el parásito más frecuente y de mayor patogenicidad 

en los pequeños rumiantes (Waruiru et al., 2001).  

 

Los nemátodos del género Haemonchus spp., se encuentran alojados en 

el abomaso de rumiantes, tienen grán importancia económica debido a las 

pérdidas que ocasionan (Quiroz-Romero, 1990), las especies de mayor 

importancia son, Haemonchus similis afecta principalmente a los bovinos, 

mientras Haemonchus contortus tiene alta predisposición a los pequeños 

rumiantes y numerosos rumiantes silvestres y Haemonchus placei tiene 

disposición para huéspedes heterólogos, aunque es posible encontrar 

infecciones mixtas, el huésped tiene la capacidad de eliminar la especie de 

parásito que no esté adaptada, debido a la inespecificidad hospedadora (Achi et 

al., 2003; Rojas et al., 2012). Este nematodo pertenece al Phylum: Nematoda, 

Clase: Secermentea, Orden: Strongylida, Género: Haemonchus, Especie: 

Contortus (Quiroz-Romero, 1990).  

 

La hemoncosis se considera la enfermedad parasitaria más importante 

en rebaños de pequeños rumiantes en zonas tropicales y subtropicales (Quiroz-

Romero, 1990). La fluctuación de infecciones aumentan con la temporada, al 

principio de la época de lluvias, cuando hay abundancia de pastos, mayor 

porcentaje de humedad, elevadas temperaturas, así como el aumento en la 

transpiración de las plantas, favorece la migración de la larva infectante del 

estiércol a las aspas del césped, por lo tanto, existe mayor índice de infección, 

independientemente del manejo y la estrategia de control (Liebano-Hernández 

et al., 1998; Arece-García et al., 2007; Amaradasa et al., 2010; Santos et al., 
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2012). La cría extensiva en pastos mixtos, predispone a un mayor índice de 

infección (Achi et al., 2003).  

 

Por otra parte, diversos estudios han demostrado la presencia de este 

parásito en unidades de producción de diferentes zonas del país, Martínez-

Santiago (2014), encontró la presencia de huevos de H. contortus hasta en 74% 

de las explotaciones estudiadas en pequeños rumiantes bajo sistemas de 

producción extensivo en el estado de México. Resultados similares fueron 

encontrados en explotaciones caprinas de las zonas áridas de México, donde la 

importancia radica en que este parásito afecta directamente la producción del 

animal (Aquino-Ozuna, 2012; Córdova-Guillén, 2012; Sánchez-López, 2012); 

debido a que este parásito es hematófago y presenta un alto potencial 

reproductivo, desarrollándose en grandes cargas parasitarias que se pueden 

incrementar en las épocas secas y calurosas, pudiendo provocar la muerte de 

los animales susceptibles (Montalvo-Aguilar et al., 2006), además de causar 

daños severos en la mucosa abomasal, anemia, disturbios en la digestión, 

hipoproteinemia y diarrea (Soulsby, 1987; Rodríguez-Vivas, 2005; Torres-

Vásquez, et al., 2007), afecta directamente la producción, debido a que los 

nutrientes ingeridos por el huésped, se utilizaran para contrarrestar los efectos 

fisiopatológicos producidos por la infección parasitaria, que en una situación 

favorable se usaría para producción (Knox et al., 2006).  

 

Como una reacción autocurativa en infecciones severas, infecciones 

crónicas o en reinfecciones en ovinos, los anticuerpos séricos aumentan, IgG e 

IgM por la presencia de huevos de parásitos e IgG e IgA por la presencia de 

larvas, creando a largo plazo resistencia a este parásito. Donde IgA es la 

responsable de la expulsión de parásitos adultos y puede estar más involucrada 

en la reacción de autocuración o resistencia (Charley-Poulain et al.,1984). 

 

 Finalmente, se sabe que la variedad de nemátodos gastrointestinales 

que afectan a los caprinos son múltiples y se conocen sus ciclos biológicos, hay 
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evidencias sobre la inmunidad de los rumiantes contra los nemátodos 

gastrointestinales, sin embargo; los mecanismos inmunológicos que usan los 

caprinos son diferentes a los que usan los ovinos (Aguilar-Caballero et al., 

2008). 

 

2.4.1. Ciclo de vida del nemátodo Haemonchus contortus 

 

El ciclo biológico de los nemátodos se divide en dos, una fase exógena 

(fuera del hospedero) y una fase endógena (dentro del hospedero), en la fase 

exógena involucra desde huevo, larva uno, larva dos y larva infectante con 

vaina, la fase endógena involucra larva infectante sin vaina, larva cuatro y 

adultos (Figura 2.3) (Hoste et al., 2012). A continuación una breve descripción 

de las principales estructuras que conforman el nemátodo y el ciclo biológico, 

como tal. 

 

 

Figura 2.1. Cápsula bucal de Haemonchus contortus, se observa el diente o 
lanceta (Imagen tomada de Martínez-Ortíz de Montellano, 2010). 

 

El macho de H. contortus mide de 10 a 20 mm de largo y la hembra de 

18 a 30 mm de largo, un parásito adulto se calcula que consume diariamente 
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hasta 0.05 ml de sangre, posee una pequeña cápsula bucal con un delgado 

diente o lanceta (Figura 2.1) que se origina en el lado dorsal de la base, que le 

sirve para perforar la mucosa abomasal hasta las glándulas intestinales. Infiltra 

sustancias anticoagulantes alrededor de la ulcera para succionar sangre; al 

cambiar de sitio de alimentación, la ulcera continua sangrando, favoreciendo la 

pérdida de sangre (Quiroz-Romero, 1990; Shapiro, 2010). 

 

 

Figura 2.2. Vulva y bolsa copulatriz (100x) de Haemonchus contortus 
(Imágenes tomadas de Martínez-Ortíz de Montellano, 2010). 

 

Las papilas cervicales son prominentes y tienen forma de espinas. La 

bolsa copulatriz tiene grandes rayos laterales y el dorsal es pequeño y 

asimétrico en forma de Y invertida. Las espículas son relativamente cortas, hay 

papilas prebursales y posee gubernáculo. La vulva está en la parte posterior del 

cuerpo y está cubierta de un prominente labio (Figura 2.2) (Quiroz-Romero, 

1990).   
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Figura 2.3. Ciclo biológico de Haemonchus contortus (Modificado de Hoste et 
al., 2012). 

 

Los huevos salen en las heces en estado de mórula. Con niveles de 

humedad, temperatura y oxigeno adecuados, eclosiona a larva uno (L1) en 

alrededor de uno o dos días, se alimenta, muda a larva dos (L2) y larva tres (L3) 

o infectante, todo esto en el lapso de una semana. La larva tres, conserva su 

muda (vaina), ya no se alimenta y permanece en letargo en espera de ser 

ingerida por el huésped susceptible, su supervivencia se condiciona por la 

temperatura ambiente, reserva alimenticia, humedad y depredación por otros 

animales. Las larvas tres después de ser ingeridas llegan al rumen, y por acción 

de enzimas gástricas pierden la vaina, pasan al abomaso y permanecen en 

letargo por tres o más meses, llamado hipobiosis o larva tipo 14, con desarrollo 

detenido. La larva sin vaina en el abomaso, muda a larva cuatro o etapa 

preadulta, empieza a alimentarse en mucosa intestinal o abomasal, 

posteriormente muda a larva cinco (L5) o adulta, alcanzando ya su madurez 

sexual todo esto en un periodo de 15 a 21 días (periodo prepatente), la hembra 
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adulta empieza a ovopositar y produce entre 5 000 y 10 000 huevos por día 

(Figura 2.3) (Quiroz-Romero, 1990; Shapiro, 2010). 

 

2.5. TRATAMIENTO ANTIHELMÍNTICO 

 

Los antihelmínticos son utilizados para el tratamiento de gusanos 

redondos, ubicados en el tracto gastrointestinal, respiratorio y ocasionalmente 

en el circulatorio (Sumano y Ocampo, 2006). 

 

Los antihelmínticos utilizados para controlar a los nemátodos se 

clasifican según su modo de acción y se agrupan en tres familias principales, 

antihelmínticos de amplio espectro: los benzimidazoles (albendazol, febendazol, 

oxibendazol, ricobendazol) y pro-benzimidazoles; el imidiazotiazol (levamisol) y 

tetrahidropirimidinas (pirantel, morantel) y por último las lactonas macrocíclicas 

(ivermectinas, abamectina, doramectina y eprinomectina) y milbemicinas 

(moxidectina) (Ahoussou-Sylvie, 2007; Martínez-Ortíz de Montellano, 2010; 

Anziani et al., 2015). 

 

En ovinos, además de los anteriores, se utiliza un cuarto grupo de amplio 

espectro, el de los aminoacetonitrilos cuyo único miembro es el monepantel. Se 

encuentran también disponibles nematodicidas de espectro reducido 

(Haemonchus spp.) como el grupo de las salicinalidas (closantel nitroxinil y 

rafoxanide) (Anziani et al., 2015).   

 

2.6. RESISTENCIA A LOS NEMATOCIDAS CONVENCIONALES 

 

Las enfermedades parásitarias causan las mayores pérdidas económicas 

en los productores de pequeños rumiantes (Martínez-Santiago, 2014). En la 

actualidad algunos nematicidas químicos dejaron de ser efectivos, pero no por 

el producto en sí, sino por los parásitos que desarrollaron mecanismos de 

adaptación permanente y heredable (Montalvo-Aguilar et al., 2006). Asi, 
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diversos estudios han demostrado que las poblaciones de nemátodos de los 

herbívoros domésticos han desarrollado resistencia a los antihelmínticos y la 

dispersión y severidad de la misma se está incrementando rápidamente 

(Anziani et al., 2015).  

 

Rojas (2007), encontró la presencia de resistencia antihelmíntica de 

Haemonchus spp. y Trichostrongylus spp., al levamisol en bovinos; mientras 

que Campos-Ruelas et al. (1990), encontraron por primera vez en México, 

resistencia de Haemonchus contortus a los bencimidazoles en ovinos Pelibuey.  

 

Tiempo después, en un estudio realizado en Veracruz con borregos de 

pelo encontraron resistencia de H. contortus al sulfóxido de albendazol y este 

mismo parásito sensible al levamisol, este tipo de resistencia ocurre cuando los 

nemátodos resistentes a un antihelmíntico también lo son a compuestos 

pertenecientes al mismo grupo químico, aunque nunca hayan estado 

expuestos, se conoce como resistencia lateral (Figueroa-Castillo et al., 2000).  

Una de las causas de esta resistencia, es el alto porcentaje de productores que 

usan dosificaciones incorrectas de antihelmínticos, ya sea porque éstas se 

suministran en épocas inadecuadas, en grupos inapropiados de animales, 

porque se utilicen productos ineficaces contra parásitos, o porque los 

productores no llevan un control de desparasitaciones de sus animales (Rivera-

Portillo, 2000; Márquez-Laca, 2003). También es necesario realizar muestreos 

coprológicos para determinar la efectividad del antihelmíntico usado y poder 

identificar si existe resistencia al principio activo (Rivera-Portillo, 2000; 

González-Colín, 2002). 

 

Por otra parte, el antiparasitario es un recurso necesario pero no 

renovable, en la medida que la resistencia va avanzando progresivamente 

sobre los más modernos grupos químicos disponibles. No existe antiparasitario 

“resistente” a la resistencia, por lo tanto, el tiempo del control “fácil y práctico” 

ha expirado. Cada vez es más importante integrar distintas y a veces más 
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complicadas estrategias de control para lograr los mismos resultados (Nari, 

2001). 

 

La resistencia antihelmíntica, es de grán preocupación debido al gran 

impacto que las parásitosis puedan tener sobre la salud y el bienestar de los 

rumiantes y de su producción, pérdida de peso y disminución de rendimientos 

de carne y leche. Estos parásitos son capaces también de poner en peligro el 

rendimiento reproductivo, siendo causa de alta morbilidad y mortalidad 

(Mavrogianni et al., 2011).  

 

Para contrarrestar los efectos de la resistencia se optó por emplear 

alternativas, entre estas tenemos el uso de tratamientos naturales holísticos, 

esta se apoya de los recursos naturales para contener infecciones de parásitos 

nemátodos en ovejas y cabras (Hoste et al., 2008). También como una buena 

opción en la población rural de bajos recursos que depende de la agricultura y 

de otras actividades relacionadas con ella para obtener su sustento, donde las 

poblaciones de ganado se desenvuelven en agostaderos y en raras ocasiones 

reciben tratamientos con algún fármaco (Espinoza-Villavicencio et al., 2007). 

Con esto, se espera contribuir a fortalecer los programas sanitarios en contra de 

nemátodos parásitos que afectan a los rumiantes en esas condiciones 

(Vásquez-Pineda et al., 2012).  

  

El uso de alternativas químicas y no-químicas, junto con el monitoreo 

permanente para el diagnóstico y manejo de la resistencia, como una estrategia 

para mantener un balance entre productividad y sustentabilidad en el control de 

los nemátodos gastrointestinales en rumiantes (Muchiut et al., 2013).  

 

Al mismo tiempo, es necesario concientizar a los productores para 

establecer programas sanitarios de desparasitación interna usando 

antiparasitarios efectivos y amigables con el animal (Juárez-Angeles, 2009), así 

mismo reducir la dependencia a las drogas antihelmínticas, como único método 
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de control contra los nemátodos gastrointestinales (Torres-Acosta et al., 2012), 

todo esto en conjunto con prácticas de pastoreo y manejo, adecuadas a la 

estación climática del año (Amaradasa et al., 2010). Por lo tanto, es necesario 

realizar los máximos esfuerzos para desarrollar, validar y utilizar sistemas de 

control integrado de parásitos, a efectos de contrarrestar los efectos producidos 

por la resistencia (Nari, 2001). Y obtener cada vez más beneficios que mejoren 

la economía de los productores, y así ofrecer animales sanos y más productivos 

(Rivera-Portillo, 2000).  

 

Finalmente, cada vez es más común encontrar que las cepas de 

nemátodos gastrointestinales sean resistentes a las drogas antihelmínticas 

comerciales. Al mismo tiempo, se ha encontrado evidencia del efecto 

antihelmíntico que pueden tener las sustancias bio-activas provenientes de las 

plantas taniníferas. (Torres-Acosta et al., 2008). Por lo tanto, es necesario 

identificar a las plantas con efectos antihelmínticos y poder ayudar a construir 

un enfoque integrado y sostenible para el manejo de nemátodos 

gastrointestinales en rumiantes (Alonso-Díaz et al., 2008). Es necesario usar de 

forma selectiva los tratamientos antihelmínticos, estos combinados con otras 

alternativas de control de nemátodos gastrointestinales, o de forma contraria la 

sustentabilidad de las próximas moléculas de antihelmínticos no serán viables 

(Torres-Acosta et al., 2012). 

 

2.7. ESTRATEGIAS DE CONTROL ALTERNATIVO CONTRA LAS 

PARÁSITOSIS EN LOS RUMIANTES 

 

Ante los problemas de resistencia a los antihelmínticos, se están 

buscando estrategias alternativas para el control de las parásitosis en los 

rumiantes (Knox-David et al., 2003). Entre estas están, el uso de los 

antihelmínticos de naturaleza orgánica (plantas taniníferas), control nutricional, 

la selección genética, pastoreo con otras especies domesticas (efecto 

aspiradora), control de los potreros, agujas de óxido de cobre, vacunación, 
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control biológico, con la ventaja de ser totalmente inocuos para plantas, 

animales y el hombre y su impacto sobre el medioambiente, al reducir el uso de 

antihelmínticos de naturaleza química los convierten en una invaluable 

herramienta de control biológico de las parásitosis gastrointestinales en 

rumiantes (Athanasiadou et al., 2004; Stear et al., 2007; Arroyo-Balán et al., 

2008; Aguilar-Marcelino, 2012). 

 

El uso de plantas taniníferas para el control de las parásitosis 

gastrointestinales, se han experimentado de forma in vitro e in vivo, en 

diferentes especies domésticas, donde se ha evaluado la inhibición de la 

eclosión de huevos, reducción en el conteo de huevos en heces, inhibición de la 

migración larvaria, condición corporal del huésped, motilidad larvaria, aunque 

está claro el efecto antihelmíntico de varias plantas, aún falta por esclarecer el 

modo de acción sobre el huésped y el parásito, entre diferentes especies de 

plantas, diferentes especies de parásitos y en diferentes especies animales, 

antes de comercializar el principio activo y así, llegar a ser una alternativa de 

manejo sostenible contra helmintos (Sandoval-Castro et al., 2012). 

 

Por otra parte, el estado nutricional de los animales puede influir sobre la 

inmunidad a los parásitos, animales con una mejor suplementación (proteína, 

energía o ambas), sobre el consumo voluntario de alimento por periodos de 

entre 5 y 7 meses, para estaciones húmedas y secas, respectivamente (Hoste 

et al., 2005). Éstos son más resistentes a la carga parásitaria por helmintos, lo 

que se conoce como “inmunidad nutricional” o “inmunidad adquirida”, consiste 

en proporcionar el alimento en cantidades suficientes para satisfacer sus 

necesidades de mantenimiento y luego proporcionar nutrientes adicionales para 

compensar los efectos fisiopatológicos por los parásitos, con el fin de acelerar 

las actividades inmunomoduladoras del huésped, y así desencadenar la 

respuesta inmune, ocasionando la resilicencia y resistencia (Behnke et al., 

2006; Knox et al., 2006; Athanasiadou et al., 2008; Marume et al., 2011). El 

fundamento de este enfoque es seleccionar los animales que se adapten, y por 
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lo tanto, su capacidad de recuperación sea más rápida a la infección por 

parásitos (Hoste et al., 2005). 

 

Sin embargo, otros estudios han demostrado que el genotipo tiene 

influencia positiva sobre el grado de infestación parasitaria en el huésped, 

fenómeno conocido como haemocotolerancia, algunas razas autóctonas y 

animales procedentes de climas calurosos con elevado porcentaje de humedad 

ambiental, han desarrollado y expresado una fuerte resistencia y capacidad de 

recuperación (resilientes), a las altas cargas de nemátodos gastrointestinales, 

esto puede ser debido a un rasgo de supervivencia en condiciones de intensas 

y constantes presiones de infección del parásito, debido a la presencia de 

variabilidad genética con correlaciones positivas a la carga parasitaria (Costa et 

al., 2000; Behnke et al., 2006; Marume et al., 2011). Una vez identificados los 

genes, es posible usar marcadores genéticos para la creación de programas de 

mejoramiento genético, transferir los alelos, fijar esta característica y así 

desarrollar una raza más productiva (Behnke et al., 2006). Así mismo el sexo de 

los animales influye sobre la carga parasitaria, al parecer las hembras muestran 

menor carga parasitaria que los machos (Sánchez-López, 2012). 

 

Asi mismo, el pastoreo mixto consiste en alojar en el mismo potrero a dos 

especies animales (cabras, bovinos, ovinos), con el objetivo de reducir las 

cargas parasitarias en los pastos (“descontaminación” de los pastos), y así 

reducir los huevos por gramo de heces, ya que ciertos parásitos tienen 

especificidad hacia ciertas especies animales, aunque es necesario hacer 

estudios con otras especies de ganado, además de incluir otras alternativas en 

estos estudios como la tarjeta FAMACHA (D´alexis et al., 2012; Marshall et al., 

2012). Por otra parte, en el pastoreo rotacional se usa el cerco eléctrico para 

dividir los potreros, con el fin de proporcionar un correcto periodo de descanso, 

con el objetivo de lograr el rebrote requerido del pasto (Barger et al., 1994). 

Esto influye sobre el grado de infestación parasitaria, cuando el forraje se 

encuentra a poca altura (sobrepastoreo), los animales se ven obligados a 
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pastorear a ras de suelo cerca de sus excretas, y esto aumenta las 

probabilidades de ingerir larvas infectantes. Es necesario aumentar los periodos 

de descanso de las praderas mayor a dos meses, ya que la longevidad de las 

larvas infectantes puede ser mayor a cuatro semanas, la capacidad infectante 

del parásito va disminuyendo y el pasto toma mayor altura (Vásquez-Hernández 

et al., 2006). 

 

Así mismo, el uso de agujas de óxido de cobre tiene un efecto 

antihelmíntico con una eficacia curativa, la vía de administración es oral 

mezclada con el alimento o en forma de cápsulas de gel, presenta una 

disminución de 75% hasta 90%, sobre cargas de H. contortus y por lo tanto 

disminuye la producción de huevos, finalmente se considera como alternativa 

para reducir la dependencia a los antihelmínticos convencionales (Chartier et 

al., 2000; Burke et al., 2010; Soli et al., 2010). 

 

Otra alternativa de control de nemátodos son las vacunas, donde el 

nemátodo al hacer contacto con el hospedero durante la infección, libera 

productos de excreción y secreción (antígenos naturales H11, H-gal-GP, 

proteínas integrales de membrana), expresados en las microvellosidades del 

intestino del nemátodo o antígenos de superficie presentes en la cutícula del 

nemátodo, considerados para la elaboración de vacunas, debido a que estas 

glicoproteínas inducen la respuesta inmune durante la infección, actividades 

inmunoreguladoras que disminuyen las cargas parasitarias desde 70 a 90%. Se 

han probado formas recombinantes de estas proteínas o cocteles de antígenos 

(vacunas recombinantes multicomponente), aunque falta por hacer (Knox-David 

et al., 2003; Bassetto et al.,2015; Tak et al., 2015). Esta alternativa ha sido 

usada en forma experimental en algunas partes del mundo en ovejas, cabras y 

recientemente en bovinos, con resultados prometedores (Bassetto et al., 2015). 

En poco tiempo se espera tener una vacuna comercial a base de antígeno 

natural H11 (Tak et al., 2015). 
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Entre los métodos de control biológico, se encuentran la utilización de las 

clamidosporas de hongos nematofagos (Duddingtonia flagrans, 

Monacrosporium eudermatum, Arthrobotrys oligospora, Clonostachys rosea), su 

efecto se limita a capturar, destruir y alimentarse de las fases larvales de los 

nemátodos en las heces, por lo tanto, el ciclo biológico del parásito se ve 

alterado (Mendoza de Gives et al., 1994; Arroyo-Balán et al., 2008). Estas 

clamidosporas se pueden suministrar como suplemento en forma de 

comprimidos multinutricionales, la dosificación es dependiente del conteo de 

huevos por gramo de heces, y se ha observado una disminución de la población 

de H. contortus (en sus diferentes fases larvales) en las heces de hasta un 70% 

en ovinos en confinamiento (Ojeda-Robertos et al., 2008; Aguilar-Marcelino, 

2012), y por lo tanto disminuye considerablemente la carga de larva infectante 

sobre las pasturas en sistemas de pastoreo (Fontenot et al., 2003). El uso de 

cepas bacterianas experimentales in vitro de Bacillus thuringiensis, Comamonas 

aquatica y Pasteuria penetrans, sobre estadios evolutivos de vida libre de H. 

contortus, Rhabditis spp., Meloidogyne javanica, M. arenaria y M. incognita, al 

parecer la bacteria muestra capacidad de adosamiento a la cutícula de los 

diferentes estadios evolutivos del nemátodo, alternativa usada como método de 

control biológico, para contribuir a disminuir la prevalencia de nemátodos 

gastrointestinales de vida libre a mediano plazo, y así ayudar a mitigar los 

problemas de resistencia de tipo múltiple a los antihelmínticos (Aguilar-

Marcelino, 2012; Vásquez-Pineda et al., 2012). También el acaro Lasioseius 

penicilliger muestra un comportamiento depredador, con porcentajes de 

reducción desde un 64.3% hasta un 80%, para las especies H. contortus (L3), 

Panagrellus redivivus y Rhabditis spp., alternativa como agente potencial de 

control biológico de los nemátodos de animales y plantas (Aguilar-Marcelino, 

2012). Así mismo, un estudio in vitro afirma la capacidad de nemátodos 

depredadores con comportamiento “caníbal”, tal es el caso del nemátodo del 

género Bluterius spp., sobre poblaciones de nematodos “presa” del género H. 

contortus, Panagrellus redivivus y Rhabditis spp., donde el primero mostró 

afinidad sobre H. contortus y P. redivivus, reduciendo sus poblaciones en un 92 
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y 81%. Mientras que la población de Bluterius aumento en 132 y 268 veces, 

respectivamente (Aguilar-Marcelino, 2012).  

 

En conclusión la utilización y aplicación de estas estrategias se deben 

considerar como una alternativa adicional, y crear sinergismos con otras 

alternativas, con la finalidad de controlar las parásitosis generadas por los 

nemátodos gastrointestinales, aunque cada método tiene ventajas y 

desventajas, cada granja debe adoptar la combinación más adecuada según 

sus condiciones locales (Stear et al., 2007; Aguilar-Marcelino, 2012). 

 

2.8. USO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS, COMO 

TRATAMIENTO A LAS NEMATODIASIS EN RUMIANTES 

 

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado la efectividad de los 

metabolitos secundarios de diversas plantas sobre los nemátodos 

gastrointestinales, aunque aún no se tienen muy claro las propiedades 

antinutricionales, los efectos benéficos sobre el animal, el modo de acción sobre 

los diferentes estados del parásito, y además es necesario realizar una 

evaluación simultanea de costo-beneficio (Athanasiadou et al., 2004; Martínez-

Ortíz de Montellano, 2010).   

  

2.8.1. Estudios in vitro 

 

Se han realizado diversos estudios in vitro sobre diferentes parásitos, 

estadíos, solventes, concentraciones, diferentes plantas y partes de plantas.  

 

Estudios donde se confrontan (In vitro) los extractos de plantas con 

diferentes parásitos, entre estos se encuentran el efecto de la inhibición de la 

migración larvaria (Molan Abdul et al., 2000; Hernández-Orduño et al., 2008; 

Moreno et al., 2010), este efecto es dependiente de la concentración usada y se 

atribuye principalmente a los taninos condensados presentes (Molan Abdul et 
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al., 2000; Alonso-Díaz et al., 2008). También se ha evaluado el efecto de los 

extractos de plantas contra larvas infectantes (Olmedo-Juárez et al., 2014), 

inhibición del desenvaine de larvas infectantes (Ortiz-Ocampo et al., 2016), 

nemátodos en estado adulto (Nyla-Jabeen et al., 2015), inhibición en la eclosión 

de huevos (Pérez-Pérez et al., 2014). 

 

Al mismo tiempo se han evaluado la efectividad de diferentes solventes 

para la elaboración de los extractos, entre los principales están acetónico, 

metanólico, hexanico (Galicia-Aguilar et al., 2008), etanólico (Tariq et al., 2009), 

acuoso, acetona:agua (Von-Son de Fernex et al., 2016). 

 

Se ha evaluado de forma in vitro la efectividad de los extractos con 

diferentes parásitos, parásitos que afectan a ovinos, caprinos (Von-Son de 

Fernex et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2014) y bovinos (Novobilský et al., 

2011),  incluso con infecciones mixtas (Olmedo-Juárez et al., 2014), con cepas 

multiresistentes a antihelmínticos comerciales (Von-Son de Fernex et al., 2016) 

y con cepas de diferentes partes del mundo (Chan-Pérez et al., 2015). 

 

Recientemente se han realizado estudios donde desactivan los taninos 

con el fin de comprobar si pierde actividad nemáticida, los resultados muestran 

efecto, por lo tanto se piensa que los taninos condensados no son solos los 

responsables del efecto antihelmíntico (Chan-Pérez et al., 2015).  

 

Finalmente es necesario realizar estudios in vivo con el fin de verificar el 

efecto nemáticida bajo condiciones prácticas (Novobilský-Adam et al., 2011; 

Von-Son de Fernex et al., 2016). 

 

2.8.2. Estudios in vivo 

 

Entre los estudios in vivo con plantas taniníferas, se ha encontrado 

evidencia que el consumo de estas plantas por ovejas disminuye el conteo de 
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huevos en heces y por lo tanto, afecta las poblaciones de gusano adulto 

(Martínez-Ortíz de Montellano et al., 2010) incluso con buenos resultados en 

infecciones mixtas de nemátodos (Tariq et al., 2009), así el consumo de plantas 

con taninos condensados podría indicarse en controles preventivos, 

disminuyendo la contaminación de los pastos y como alternativa para reducir el 

uso de productos químicos, aumentando el intervalo entre su administración, y 

con esto reducir la resistencia causada por la alta frecuencia de aplicación de 

los fármacos antiparasitarios tradicionales (Pelegrine-Minho et al., 2010).  

 

2.8.3. Modo de acción de los taninos sobre los  diferentes estadios de los 

nemátodos 

 

Existe poca información acerca del modo de acción de los taninos, al 

parecer estos pueden actuar mediante la penetración de la pared celular de las 

larvas, provocando una pérdida de nutrientes y así afectar la actividad muscular 

del parásito (Molan Abdul et al., 2000; Martínez-Ortíz de Montellano, 2010). En 

el parásito adulto lesionan la cutícula en diferentes partes del cuerpo, cápsula 

bucal, región cefálica, ano y vulva, por lo tanto, hay una disminución en la 

excreción de huevos, y alteraciones en la nutrición del parásito adulto, muerte 

por inanición y obstrucción (Martínez-Ortíz de Montellano et al., 2012). A nivel 

celular hay agrandamiento de células del intestino, pérdidas de vellosidades 

intestinales, mitocondrias inflamadas, así como las miofibrillas, zonas 

translucidas y daño al retículo endoplásmico, en general ocasiona una 

oxidación a nivel celular, además algunos daños encontrados han sido similares 

a los causados por los antihelmínticos convencionales (Martínez-Ortíz de 

Montellano, 2010). Y de manera indirecta, los taninos se adhieren a las 

proteínas encontradas en la saliva del rumiante, principalmente la prolina 

también presente en la cutícula del parásito, ante la presencia de histatinas se 

unen a monómeros de los taninos condensados formando enlaces débiles, los 

cuales se disocian en ambientes ácidos permitiendo la presencia de taninos 

libres los cuales pudieran ser absorbidos por la mucosa o cutícula del parásito, 
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además, desencadenan un aumento en las células de la mucosa (Hernández-

Orduño et al., 2008; Martínez-Ortíz de Montellano, 2010). 

 

Finalmente es posible utilizar plantas taniníferas como parte de un 

sistema integral de manejo de nemátodos gastrointestinales. Aunque, todavía 

falta por entender cuáles son los factores que determinan la variabilidad en la 

eficacia antihelmíntica, entre plantas de la misma especie, tipo de extracto, 

parte de la planta utilizada, concentración/dosis, vía de administración, 

bioensayo utilizado, especies de parásitos, especies animales infectadas, entre 

diferentes plantas taniníferas con cantidades semejantes de taninos e incluso 

entre parásitos de diferentes regiones del mundo. Además, se debe determinar 

qué cantidad se requiere para ocasionar el efecto antihelmíntico, sin perjuicio 

para el animal o para el consumidor de dicho animal (Torres-Acosta et al., 2008; 

Sousa et al., 2013). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. MATERIAL VEGETATIVO 

 

Se realizó un análisis químico proximal para determinar la calidad 

nutricional de las plantas, se determinó la concentración de polifenoles 

condensados, hidrolizables y totales, en extractos acuosos de L. tridentata y G. 

sepium, posteriormente, se evaluó el efecto nematicida de extractos hidro-

metanólicos de L. tridentata y G. sepium, sobre larvas infectantes envainadas y 

desenvainadas del nemátodo H. contortus, y finalmente, se identificarón los 

principales compuestos bioactivos, presentes en extractos acuosos de L. 

tridentata y G. sepium.  

 

3.1.1. Larrea tridentata 

 

El material vegetativo de hojas de L. tridentata, se recolectó en el rancho 

“Los Ángeles” propiedad de la Universidad Autónoma Agraria “Antonio Narro”, 

ubicado en la ciudad de Saltillo (Figura 3.1). 

 

Figura 3.1. Arbusto de Larrea tridentata con flores y frutos. 
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Esté se encuentra ubicado al sureste del estado de Coahuila en las 

coordenadas geográficas 101°59´ longitud oeste, 25°23´ latitud norte a una 

altitud de 1600 metros sobre el nivel del mar, presenta un clima semicálido, la 

temperatura media anual va de los 14 a los 18°C y la precipitación pluvial media 

es de 300 a 400 mm anuales (INAFED, 2016). La recolección fue a partir de 

plantas adultas en el mes de agosto de 2015 con una altura de 1 m, entre las 10 

AM y 12 PM del día, inmediatamente después de recolectarlas se pesó, se 

deshidrató a 25°C durante nueve días y se pesó nuevamente.  

 

Larrea tridentata es un arbusto ramificado, perenne, xerófito, siempre 

verde, crece en zonas secas de México, Baja California, Coahuila, Chihuahua, 

Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo León, Querétaro, San Luis Potosí, 

Sinaloa, Tamaulipas y Zacatecas. Soporta temperaturas de 14 a 28°C y en 

presencia de ocho meses de sequía, con climas muy áridos, precipitaciones de 

150 a 500 mm anuales, muy bien adaptada para sobrevivir en el desierto, llega 

a medir hasta tres metros de altura, muy prolífica y territorialista, es conocida 

comúnmente como gobernadora, creosote (creosote bush) o hediondilla (Lira-

Saldivar, 2003; CONABIO, 2016). 

 

3.1.2. Gliricidia sepium 

 

El material vegetativo de hojas de G. sepium se colectó en el municipio 

de Tataltepec de Valdés ubicado en la costa de Oaxaca, con las siguientes 

coordenadas geográficas 97°33´ longitud oeste, 16°18´ latitud norte, a una 

altitud de 370 m sobre el nivel del mar, presenta un clima semicálido 

subhúmedo, con una temperatura media de 25°C, así como una precipitación 

pluvial de 1409 mm anuales (INAFED, 2016), se colectó a partir de rebrote de 

siete semanas en junio de 2015 a una altura de 2.5 m sobre el suelo, entre las 

11 AM y 1 PM del día, inmediatamente el material vegetal se pesó en una 

báscula digital comercial, se deshidrató a 32°C durante cinco días y se pesó 

nuevamente. 
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Gliricidia sepium es un árbol caducifolio, de fácil adaptación a diversas 

condiciones ambientales, de uso frecuente como cerco vivo o sombra, se ha 

usado en la alimentación de rumiantes, suplementando al pastoreo o en 

sistemas agrosilvopastoriles junto con gramíneas (Figura 3.2) (Cuervo-Jiménez 

et al., 2013). Este árbol, es nativo de las zonas bajas de México y partes secas 

de América central, sobrevive en clima subhúmedo, con temperaturas de 20 a 

30°C y precipitación anual de 500 a 2300 mm anuales y cinco meses de 

periodo seco, se extiende desde el sur de México, América central, Colombia y 

Venezuela, llega a medir de dos hasta 10 m, también se le conoce como 

frijolillo, cacahuananche, madre cacao (CONABIO, 2016).  

 

 

Figura 3.2. Arbusto de Gliricidia sepium. 

 

Las fracciones vegetales de ambas plantas deshidratadas, fueron 

empaquetadas y conservadas a temperatura ambiente en bolsas de ixtle. Solo 

una muestra representativa de cada una de las plantas fue llevada al laboratorio 

de Nutrición Animal de la Universidad Autónoma Agraria “Antonio Narro”, ésta 

se molió en el molino Wiley, hasta menos de 1 mm de tamaño de partícula. 

Posteriormente, se pesó en una báscula (Ohaus) y fue puesta en charolas de 
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aluminio, para posteriormente introducirlas en la estufa de secado (Robert 

Shaw) a 60°C por 24 hrs, la muestra y charola se volvieron a pesar y esta 

muestra se usó para realizar el análisis químico proximal, extractos acuosos y 

cromatografía en columna. 

 

Se realizó la identificación de las plantas Larrea tridentata D.C. y 

Gliricidia sepium (jacq.), y los especímenes se encuentran en el herbario ANSM 

(Antonio Narro Saltillo México) del departamento de Botánica de la Universidad 

Autonóma Agraria “Antonio Narro”, en Saltillo. 

 

3.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

3.2.1. Análisis químico proximal 

 

El análisis químico proximal, se realizó en el laboratorio de Nutrición 

Animal de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”, ubicado en Saltillo, 

Coahuila. 

 

A cada muestra de material vegetativo de L. tridentata y G. sepium, se 

determinó el contenido de materia seca (MS), cenizas (C), proteína cruda (PC), 

extracto etéreo (EE), fibra cruda (FC), fibra detergente neutro (FDN) y fibra 

detergente ácida (FDA) (AOAC, 1990; Van Soest et al., 1991).  

 

3.2.2. Elaboración de extractos acuosos 

 

La elaboración de extractos acuosos se llevó a cabo en el laboratorio de 

Nutrición Animal de la Universidad Autónoma Agraria “Antonio Narro” en Saltillo, 

Coahuila.  

 

Se colocarón 10 g de material vegetativo de las plantas en matraces, 

posteriormente se vertieron 50 mL de agua destilada a 60°C, se homogenizó 
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completamente, y se colocaron dentro de la estufa para desecar a 60°C, 

removiéndolos cada cinco minutos por seis ocasiones, posteriormente se filtro 

con tela muselina para retirar las partículas grandes, se realizó otro filtrado con 

papel filtro y el extracto obtenido se colocó en viales de plástico (Figura 3.3), 

protegiéndolos con papel aluminio y a 5°C. 

 

 

 Figura 3.3. Elaboración del extracto acuoso. 

 

3.2.3. Determinación de la concentración de polifenoles condensados, 

hidrolizables y totales 

 

La determinación de la concentración de polifenoles condensados, 

hidrolizables y totales, se llevó a cabo en el laboratorio de Nutrición Animal de la 

Universidad Autónoma Agraria “Antonio Narro” en la ciudad de Saltillo, 

Coahuila.  

 

Para la obtención de polifenoles condensados (HCl-butanol), se tomaron 

0.5 mL del extracto acuoso en tubos de ensaye con tapa, se agregaron 3 mL de 

HCl-Terbutanol, después se agregó 0.1 mL del reactivo férrico, los tubos fueron 
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cerrados herméticamente, posteriormente se calentaron en baño metabólico a 

100°C durante 1 hora (Figura 3.4). Se dejó enfriar a temperatura ambiente, 

finalmente se leyó en el espectrófometro de masas a 460 nm (Figura 3.5), las 

lecturas obtenidas fueron registradas como mg por g, en equivalentes de 

catequina. 

 

 

Figura 3.4. Técnica para la obtención de la concentración de polifenoles 
condensados. 

 
Para la obtención de polifenoles hidrolizables (folin ciocalteau), del 

extracto acuoso fueron tomados 400 µL con una micropipeta y colocados en un 

tubo de ensayo de 16x50, aquí mismo se adicionaron 400 µL del reactivo folin 

ciocalteau, agitando suavemente para homogenizar, y se dejó reposar por cinco 

minutos.  

 

Posteriormente se agregaron 400 µL de carbonato de sodio 0.01 m, fue 

agitado suavemente y se dejó reposar por 5 minutos. Se adicionaron 2 mL de 

agua destilada (Figura 3.6) e inmediatamente leídos en un espectrofotómetro de 

masas a 725 nm (Figura 3.5). Las lecturas se registraron como mg por g, en 

equivalentes de ácido gálico. 
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Figura 3.5. Espectrófotometro de masas. 

 

Para la obtención de polifenoles totales, se sumaron la concentración de 

polifenoles condensados y la concentración de polifenoles hidrolizables. 

 

 

Figura 3.6. Técnica para la obtención de la concentración de polifenoles 
hidrolizables. 
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3.2.4. Obtención de larvas infectantes. 

 

La infección del cordero, coprocultivos, técnica de Baermann en embudo, 

obtención, purificación, conteo y desenvaine de larvas infectantes de H. 

contortus, se desarrollarón en el Laboratorio de Helmintología del Centro de 

Investigación Disciplinaria en Parasitología Veterinaria (CENID-PAVET) del 

INIFAP, ubicado en Jiutepec, Morelos. 

 

Para la obtención de larvas infectantes de H. contortus se infectó un 

cordero de aproximadamente 30 kg, con 350 larvas infectantes (L3), por kg de 

peso vivo de una cepa experimental del nemátodo hematófago H. contortus, 

éste se colocó en una jaula metabólica. Se realizaron análisis 

coproparasitoscópicos (técnica de Mc-master) una vez por semana, hasta llegar 

al día 21 post-infección, posteriormente obtenida la carga parasitaria óptima 

(mayor a 800 hpg), las heces se colectaron en palanganas de plástico (Figura 

3.7). 

 

 

Figura 3.7. Ovino de la raza pelibuey infectado con el nemátodo H. contortus. 
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Las heces obtenidas en las palanganas se maceraron y se agregó agua 

corriente hasta obtener una consistencia pastosa, se agregó poliestireno en 

trozos de tres a cinco cm, de tal manera que se homogenizara con las heces, 

hasta propiciar una correcta aeración de las heces, la palangana se tapó 

herméticamente con una tapadera hechiza especial, y se procedió a colocarla 

en un estante, todos los días por la mañana durante siete días, se removió la 

muestra y se mantuvo la humedad necesaria para la eclosión y muda de las 

larvas (Figura 3.8).  

 

 

Figura 3.8. Maceración de las heces para el cultivo de larvas. 

 

Posteriormente, por medio de la técnica de Baermann en embudo se 

obtuvieron las larvas infectantes con detritus y restos de heces, por lo tanto se 

realizó otro filtrado con el sobrenadante obtenido, por otras 24 hr (Figura 3.9). 
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Figura 3.9. Filtración del sobrenadante por medio de la técnica de Baermann en 
embudo. 

 

 Finalmente, se purificó por medio de la técnica de gradientes de 

densidad, con sacarosa al 40% para la limpieza de larvas infectantes, se realizó 

el conteo de las larvas obtenidas, mediante 11 alicuotas de 10 µL en un 

portaobjetos con un enfoque al microscopio de 4x, se hizo el conteo de vivas y 

muertas, y mediante una regla de tres simples se realizó el cálculo, 

posteriormente las larvas se colocaron en cajas de cultivo, debidamente 

rotuladas y se conservaron en refrigeración a 4°C (Figura 3.10).  

 

Para desenvainar las larvas infectantes, se usó hipoclorito de sodio 

(0.186 µL), se observaron periódicamente al microscopio, cuando las larvas 

inician el desenvainado, se realiza el lavado con agua purificada hasta eliminar 

el exceso de hipoclorito de sodio, todo esto en un lapso aproximado de 8-10 

minutos, posteriormente obtenidas estas larvas sin vaina, inmediatamente se 

realizó el montaje de bioensayos. 
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Figura 3.10. Sacarosa al 40% (izquierda), larvas infectantes limpias (L3) (en 
medio) y caja de cultivo con larvas adultas (derecha). 

 

3.2.5. Elaboración del extracto hidro-metanólico, montaje de bioensayos y 

confrontación extracto- larvas envainadas y desenvainadas. 

 

El proceso de elaboración de los extractos hidro-metanólicos, rota-

evaporación y liofilización, se llevó a cabo en el laboratorio de tecnología 

ambiental de la Universidad Politécnica del Estado del Morelos (UPEMOR), y el 

montaje de bioensayos con larvas infectantes envainadas y desenvainadas, se 

llevó a cabo en el laboratorio de Helmintología del CENID-PAVET del INIFAP, 

ambos en Jiutepec, Morelos. 

 

Para elaborar el extracto hidro-metanólico se colocaron 100 g de fracción 

vegetal de cada planta en 300 mL de volumen neto en una proporción de 30% 

agua y 70% metanol, en un matraz de 500 mL durante 24 h, posteriormente el 

extracto se filtró, con tela muselina para eliminar las partículas más grandes y 

se volvió a filtrar con papel filtro y algodón (Figura 3.11). 
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Figura 3.11. Confrontación entre material vegetativo y agua/metanol (30:70) y 
proceso de filtrado (derecha). 

 

El extracto sin impurezas se procedió a rota-evaporar (rotaevaporador 

Yamato RE300) a 100°C para evaporar y recuperar el metanol, una vez 

separado el metanol, se procedió a evaporar el agua por medio de un liofilizador 

(labconco) a una temperatura de -45°C y a 0.200 bar, por 24 hrs dependiendo 

el volumen del contenido, una vez evaporada el agua se procedió a recuperar el 

extracto (polvo fino) en viales de vidrio, se pesó y se almacenó en refrigeración 

a  4°C hasta su utilización (Figura 3.12). 
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Figura 3.12. Eliminación del solvente (arriba), agua (abajo izquierda) y los 
extractos hidro-metanólicos (abajo derecha). 

 

Para obtener una concentración de 200 mg/mL, se tomaron 400 mg del 

liofilizado y se diluyó en 1 mL de agua destilada en un tubo eppendorf, se 

centrifugó por dos minutos (eppendorf centrifuge 5415 C) y se agregó 100 μL 

en la concentración más alta, y 50 µL de agua destilada en todos las 

concentraciones, posteriormente con una micropipeta multicanal calibrada a 0.5 

μL, se distribuyó el extracto concentración por concentración (Figura 3.13). 
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Figura 3.13. Pipeta multicanal para la distribución del extracto a cinco 
concentraciones (izquierda), adición de larvas infectantes (derecha). 

 

Para montar los bioensayos se realizó una confrontación in vitro 

(extracto-larvas) ésta fue llevada a cabo en placas Elisa de 96 pozos. Por cada 

pozo se colocó 50 µL del extracto en concentraciones en cascada de mayor a 

menor concentración 200, 100, 50, 25 y 12.5 mg/mL con tres repeticiones por 

concentración y ensayo por triplicado. Colocado el extracto, se agregaron 110 

larvas (envainadas o desenvainadas) en cada pozo, contenidas en un volumen 

de 50 μL, para finalmente obtener un volumen neto de 100 µL por pozo 

(extracto-larva) (Figura 3.13). 
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Figura 3.14. Placa de Elisa con 96 pozos, se observa el control y las cinco 
concentraciones (izquierda), y el rotulo que se coloca antes de incubar 
(derecha). 

 

En el control positivo, se usaron 50 μL de ivermectina al 1% 

(Laboratorios Aranda) y 110 larvas infectantes contenidas en 50 μL por pozo. 

 

Posteriormente, la placa se cerró y se agregó una toalla “sanita” 

embebida con agua para mantener la humedad, se cubrió totalmente con papel 

aluminio, se rotuló con fecha y hora de entrada y de salida, se hicierón lecturas 

a 24, 48 y 72 horas (Figura 3.14). 

 

Las placas se incubaron en una estufa a 20°C y 80% de humedad 

relativa, por 24, 48 y 72 horas. 

 

Para realizar las lecturas se colocaron 11 alícuotas de 10 µL en un 

portaobjetos, con un enfoque al microscopio de 10x (Figura 3.15). Se evaluó 

mortalidad en larva desenvainadas y, desenvaine y mortalidad en larva 

envainada.  
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Figura 3.15. Portaobjetos con 10 alicuotas de 10 µL, para realizar las lecturas, 
con un enfoque de 4x. 

 

3.2.6. Cromatografía líquida en columna y cromatografía líquida de alta 

resolución, acoplado a masas 

 

La cromatografía líquida en columna de amberlita para la obtención de 

polifenoles (polvo), se realizó en el laboratorio de Nutrición Animal de la 

Universidad Autónoma Agraria “Antonio Narro”, localizada en Saltillo, Coahuila y 

la cromatografía líquida de alta resolución acoplado a masas, se realizó en el 

laboratorio de Ciencia y Tecnología de Alimentos de la Facultad de Ciencias 

Quimicas de la Universidad Autónoma de Coahuila. 

 

Para purificar los polifenoles de otros compuestos, se usó una columna 

de vidrio con capacidad para 500 mL, que contenia amberlite XAD-16 (sigma-

aldrich, P code:101594718)®, se usó agua destilada para lavar la amberlita, 

empaquetada dentro de la columna, se desecho el agua y se colocó nueva, 

posteriormente se vertió el extracto acuoso, el extracto hizo contacto con la 

amberlita, se dejo reposar por cinco minutos (Figura 3.16). 
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Figura 3.16. Columna de vidrio empaquetada con amberlite XAD-16 (izquierda) 
y columna empaquetada con amberlite XAD-16 en confrontación con el 
extracto acuoso (derecha). 

 

Posteriormente se agregó agua, se desechó el agua de color oscuro, 

hasta que apareció clara nuevamente. Se agregó metanol, para arrastrar los 

polifenoles purificados, y se recuperó el metanol junto con los polifenoles 

obtenidos, el sobrenadante obtenido se vertió en cajas de cultivo y se dejó 

reposar a temperatura ambiente, hasta evaporar el solvente y obtener los 

polifenoles en polvo fino (Figura 3.17). 

 

Los polvos obtenidos se diluyeron en metanol y se inyectaron en el 

HPLC, acoplado a espectrómetro de masas (HPLC/MS) (Varian model 350 RI 

detector), para identificar los compuestos bioactivos con más actividad en las 

dos plantas, y posibles responsables del efecto encontrado (Figura 3.18). 
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Figura 3.17. Obtención de los polifenoles purificados en estado líquido 
(metanol) (arriba izquierda), evaporación del solvente a temperatura 
ambiente en cajas de cultivo, obtención del polvo fino en viales de 
plástico para su conservación. 

 

 

 

Figura 3.18. Cromatrógrafo líquido de alta resolución, acoplado a masas. 
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3.3. TÉCNICAS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACIÓN DE 

POLIFENOLES CONDENSADOS, HIDROLIZABLES Y TOTALES 

 

3.3.1. Extracto acuoso 

 

Se colocarón 10 g de fracción vegetal molida en matraces de 100 mL, al 

mismo tiempo se calentaron 50 mL de agua a una temperatura de 60°C y se 

agregó a la muestra. Posteriormente, se colocarón los matraces dentro de la 

estufa para desecar (Robert sahw) a 60°C, el contenido se removió cada cinco 

minutos, por 30 minutos; el contenido se filtró con tela muselina (separando el 

sólido del líquido). Finalmente, se volvió a filtrar con papel filtro (whatman no.41) 

de poro abierto, el sobrenadante se guardó en viales de plásticos sellados, 

protegidos con papel aluminio y conservados a 4°C (Modificado de Ascacio-

Valdés et al., 2013). 

 

3.3.2. Polifenoles hidrolizables, usando Folin-ciocalteau 

 

Del extracto acuoso fuerón tomados 400 µL con una micropipeta y 

colocados en un tubo de ensayo de 16x50, aquí mismo se adicionarón 400 μL 

del reactivo folin ciocalteau, agitando suavemente para homogenizar, y se dejó 

reposar por cinco minutos. Posteriormente se agregarón 400 µL de carbonato 

de sodio 0.01 mL, fue agitado suavemente y se dejó reposar por cinco minutos.  

Se adicionarón dos mL de agua destilada e inmediatamente leídos en un 

espectrofotómetro de masas a 725 nm. Para dar lugar a una reacción 

colorimétrica, medida en espectroscopia, se registran las lecturas. La curva de 

calibración se elabora con ácido gálico y agua destilada (Modificado de Makkar, 

2000). 
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3.3.3. Polifenoles condensados, usando HCl-butanol 

 

Para la extracción de los polifenoles condensados, se tomarón 0.5 mL 

del extracto acuoso en tubos de ensaye con tapa, se agregaron tres mL de HCl-

Terbutanol (1:9), agregamos 0.1 mL del reactivo férrico. Los tubos fueron 

cerrados herméticamente, posteriormente se introdujeron en baño metabólico a 

100°C durante una hora. Se dejó enfriar a temperatura ambiente; finalmente, se 

leyó en el espectofometro de masas a 460 nm y las lecturas obtenidas fuerón 

registradas. La curva de calibración se elaboró con catequina y agua destilada 

(Porter et al., 1986; Makkar et al., 1993; Makkar, 2000). 

 

3.4. TÉCNICAS DE CULTIVO DE LARVAS, CONTEO Y DESENVAINE DE 

LARVAS DE Haemonchus contortus 

 

Se describen las técnicas, desde la obtención de las heces del cordero 

infectado, cultivo, limpieza, desenvaine y conteo de las larvas infectantes 

envainadas o desenvainadas según el caso, para el montaje de los bioensayos. 

 

3.4.1. Técnica de cultivo de larvas 

 

Se colocó un ovino de pelo previamente infectado con 350 L3/kg de H. 

contortus (Fernández-Ruvalcaba et al.,1994) dentro de una jaula metabólica 

con una palangana de plástico a nivel del recto para que las heces eliminadas 

cayeran dentro. Diariamente, por la mañana, la palangana con la muestra de 

heces fue cambiada por una palangana vacía y limpia. Cada una de las 

muestras se maceró y se le agregó agua corriente hasta obtener una 

consistencia pastosa, después de esto se agregaron pequeños trozos de hule-

espuma (poliestireno) y se homogenizarón con las heces hasta obtener una 

mezcla uniforme. Se tapó la palangana con una tapadera de papel aluminio, 

diseñada con gasas al centro de la muestra para que el aire circulante entrara 

dentro de la palangana, removiendo el contenido cada 24 hr y agregándose 
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agua cada que se necesitaba para mantener la humedad necesaria para el 

desarrollo de los estadios larvarios. Siete días después se formaron muñones 

con gasas y se procedió a realizar la técnica de Baermann para la obtención de 

larvas infectantes de H. contortus 24 hr después (Liébano-Hernández et al., 

1998; Shapiro, 2010).  

 

3.4.2. Técnica de migración larvaria o de Baermann en embudo 

 

Esta técnica es usada para separar las larvas de las heces, el principio 

de este método radica en la capacidad de las larvas de migrar dentro de un 

sustrato líquido debido a su movilidad e hidrotropismo positivo, por el cual 

sedimentan al fondo del recipiente. Con la muestra se elaboran muñones con 

gasas, estos se colocaron en los aparatos de Baermann, se agregó agua 

corriente (a 25°C) hasta cubrir totalmente los muñones, en reposo por 24 hrs a 

fin de permitir la migración larvaria, se debe evitar la evaporación del líquido, 

después se colectaron los tubos con las larvas sedimentadas, se recuperaron 

aproximadamente 10 cm³ del sedimento, debido a que aquí se encontraban las 

larvas (Liébano-Hernández, 2010; Shapiro, 2010), se dejó reposar hasta que 

sedimentó y se procedió a realizar un segundo filtrado. 

 

3.4.3. Técnica de gradientes de densidad con sacarosa para la limpieza de 

larvas infectantes (L3) de Haemonchus contortus 

 

Al obtener el sedimento conteniendo larvas de nemátodos 

gastrointestinales resultado de la técnica de Baermann en embudo, es común 

que junto con las larvas, hayan sedimentado también una gran cantidad de 

detritos, impurezas y materiales diversos contenidos en las heces. 

 

Para obtener una suspensión de larvas de nemátodos libre de estas 

impurezas, se procedió a un filtrado utilizando papel para limpiar los objetivos 

del microscopio “Optical Lens paper” (Thomas Scientific, USA), colocados en un 
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aparato de Baermann con agua de la llave. Las larvas en movimiento 

descendierón pasando a través del “Optical Lens paper” y se sedimentaron 

hasta la base del tubo de ensaye. Las impurezas y materiales residuales de los 

cultivos fecales quedaron atrapados en el tejido del papel de microscopio. 

 

Con la finalidad de eliminar el sobrenadante, el material resultante de la 

técnica de filtración se transfirió a tubos de plástico de 50 mL y se dejó reposar 

en el refrigerador a 4°C durante una hora. Las larvas fueron sometidas a 

gradientes de densidad y centrifugación con sacarosa al 40% a una velocidad 

de 3500 rpm durante cinco minutos (Liébano-Hernández, 2010). Para llevar a 

cabo esta técnica, se utilizaron dos tubos de ensaye de 15 cm en donde se 

agregaron 4 mL de sacarosa al 40% por tubo y después se agregó lentamente 

el sedimento conteniendo 2 mL de larvas con ayuda de una pipeta Pasteur, 

deslizando la suspensión larval por las paredes del tubo de ensaye. 

 

Posteriormente, los tubos de ensaye fueron centrifugados a 3500 rpm 

durante cinco minutos. Este proceso, permitió que la mayor cantidad de 

contaminantes y residuos de materiales provenientes de los cultivos fecales 

fueran sedimentados en el fondo del tubo. Transcurrido el tiempo de 

centrifugación, se observó la formación de un anillo de color blanco en la 

superficie de la suspensión, que corresponde a un paquete de las larvas limpias 

concentradas. Con la ayuda de una pipeta de 200 μL se procedió a colectarlas 

para inmediatamente depositarlas en tubos de 10 mL y llevar a cabo tres 

lavados con agua destilada; esto se realizó con la finalidad de eliminar el 

exceso de sacarosa y evitar un desequilibrio osmótico y muerte de las larvas 

(Liébano-Hernández, 2010). Para tal efecto, se utilizó una centrifuga 

convencional y se centrifugó a 3500 rpm, durante tres minutos y así poder 

utilizarlas para diferentes pruebas experimentales (Kennedy et al., 2013). Las 

larvas obtenidas limpias fueron colocadas en cajas de cultivo celular de 30 mL 

aforadas a 10 mL con agua corriente y almacenadas en refrigeración a 4°C 

hasta su cuantificación. 
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3.4.4. Técnica de desenvaine de larvas infectantes (L3) por medio de 

hipoclorito de sodio 

 

Las larvas a desenvainar se colocan en 10 mL de agua destilada. 

Posteriormente se colocan 0.186 μL de hipoclorito de sodio por un lapso de 

ocho a 10 minutos, se monitorean constantemente hasta observar que todas 

hayan desenvainado, se centrifuga y se lavan con agua destilada por tres 

ocasiones o hasta eliminar el exceso de hipoclorito de sodio (Liébano-

Hernández et al., 1996; Liébano-Hernández et al., 2011). 

 

3.4.5. Técnica de conteo de larvas infectantes (L3) de Haemonchus 

contortus 

 

Una vez extraída la caja de cultivo del refrigerador se sumerge en agua a 

37°C durante unos minutos para reactivar las larvas (Liébano-Hernández et al., 

1996). Se extraen 10 alícuotas de 5.0 µL de las cajas de cultivo con una 

micropipeta, entre una alícuota y otra se homogeniza lo más uniforme posible, 

con un vortex. Las alícuotas fueron colocadas sobre un portaobjetos y 

observadas en un microscopio óptico con el objetivo 4x. Se cuantificó el total de 

larvas presentes en cada alícuota, se sumaron las larvas presentes en las 10 

alícuotas y se determinó por medio de una regla de tres simple la cantidad total, 

de acuerdo al contenido de líquido de cada caja de cultivo. Únicamente se 

cuantificaron larvas que fueron viables, presentado motilidad aparente. 

 

3.5. BIOENSAYOS 

 

3.5.1. Extracto hidro-metanólico 

 

Hojas deshidratadas de las plantas se cortan en trozos de tres cm 

aproximadamente y se confrontan con 70% de metanol y 30% agua a 

temperatura ambiente durante 24 hr, posteriormente se filtra con gasa o tela 
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muselina, se filtra nuevamente con papel filtro (whatman No. 41). El extracto 

obtenido se concentró a presión reducida utilizando un rota-evaporador a 30 

rpm y el baño metabólico a 100°C. Posteriormente se liofilizó a una temperatura 

de -45°C (De Souza-Maria et al., 2000), el extracto resultante se colocó en 

frascos de vidrio y se conservó en refrigeración  a 4°C. 

 

3.5.2. Ensayo con larvas envainadas 

 

Se colocan 110 larvas infectantes envainadas (L3) de H. contortus, 

contenidas en 50 μL de agua destilada, en cada pozo de la placa. Luego se 

confrontaron con los extractos hidro-metanólicos de cada planta (50 µL), a cinco 

concentraciones 12.5, 25, 50, 100 y 200 mg/mL, y un control positivo con 

ivermectina 10 mg/mL, se hicieron tres répeticiones de cada concentración y 

ensayo por triplicado, con lecturas a 24, 48 y 72 horas por observación 

microscópica (4x), donde se observaron criterios como la motilidad aparente, y 

principalmente  el desenvaine y la mortalidad (Modificado de Marie-Magdeleine 

et al., 2010; Olmedo-Juárez et al., 2014). 

 

3.5.3. Ensayo con larvas desenvainadas 

 

Se colocan 110 larvas infectantes desenvainadas (L3) de H. contortus, en 

cada pozo de una placa, se confrontaron con los extractos hidro-metanólicos de 

cada planta, a cinco concentraciones 12.5, 25, 50, 100 y 200 mg/mL, y un 

control positivo con ivermectina 1%, se hicieron tres réplicas de cada 

concentración y ensayo por triplicado, las lecturas a tres tiempos 24, 48 y 72 hr 

por observación microscópica (4x), se evalúo la mortalidad de las larvas 

(Modificado de Von-Son de Fernex et al., 2012). 
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3.5.4. Determinación de la concentración letal 50 

 

La concentración letal representa, la concentración del extracto que 

causó 50% de la mortalidad de los organismos de prueba dentro del periodo 

especifico de exposición, y se determinó mediante la exposición del estadio del 

nematodo a las diferentes concentraciones del extracto. Sobre la base de la 

mortalidad de los organismos de prueba registrados en estos bioensayos, la 

concentración letal se calcula junto con sus límites de confianza, a nivel de 

confianza del 95% por análisis probit (Krishnappa et al., 2012). 

 

3.6. TÉCNICAS PARA IDENTIFICAR LOS PRINCIPALES COMPUESTOS 

BIOACTIVOS PRESENTES 

 

3.6.1. Cromatografía en columna utilizando amberlita XAD-16 

 

Se realizó utilizando una columna con capacidad de 500 mL, se utilizaron 

61.2 g de amberlite XAD-16 (sigma) para 100 mL de extracto. Se usó agua 

destilada como eluyente para descartar compuestos indeseables y, 

posteriormente, el etanol se empleó como eluyente para obtener una porción de 

metabolitos totales. El líquido obtenido se fraccionó en cajas de Petri y se dejó 

reposar en la estufa para desecar (marca Robert Shaw) a 65°C para evaporar el 

solvente, finalmente, los metabolitos totales se recuperaron como polvo fino 

(Modificado de Seeram et al., 2005; Ascacio-Valdés et al., 2013). Se 

conservaron en viales de vidrio protegidos con papel aluminio a 4°C. 

 

3.6.2. Cromatografía líquida de alta resolución, acoplado a espectrómetro 

de masas (HPLC/MS) 

 

Se analizó una muestra de polvo de polifenoles totales por cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC/MS), primero se colocaron aproximadamente 6 

mg de la muestra (obtenida de la columna de amberlita) en un vial de plástico y 
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se añadieron 10 mL de metanol (Chapman et al., 2007), se homogenizó 

completamente en un sonicador (Branson 2510). Se tomaron 1.5 mL de esta 

solución, se filtró (Whatmann 0.45 micras) y se colocó en viales de 1.5 mL, para 

ser inyectada por el HPLC/MS con el fin de encontrar algunos compuestos 

bioactivos (Técnica modificada de Seeram et al., 2005; Ascacio-Valdés et al., 

2013). 

 

3.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Para calcular las medias del análisis químico proximal y de los 

polifenoles condensados, hidrolizables y totales (se realizaron seis repeticiones 

del análisis químico proximal, por cada planta y seis repeticiones para 

determinar la concentración de polifenoles condensados e hidrolizables, por 

cada planta), se usó un diseño completamente al azar con igual número de 

repeticiones, mediante el procedimiento Proc GLM y la prueba de comparación 

múltiple de medias de Tukey, usando el paquete estadístico de SAS (Software 

Statistical Analysis System, versión 9.4). 

 

Para determinar el porcentaje de mortalidad de larvas envainadas y 

desenvainadas de H. contortus, en cada una de las concentraciones de los 

extractos hidro-metanólicos de G. sepium y L. tridentata, se usó un análisis de 

varianza (ANOVA) mediante el procedimiento Proc GLM y la prueba de 

comparación de medias de Tukey, usando el paquete estadístico de SAS 

(Software Statical Analysis System, versión 9.4), para analizar los porcentajes 

se les aplicó una transformación a arco-seno, tres repeticiones por 

concentración y ensayo por triplicado, lecturas a tres tiempos (24, 48 y 72 hr). 

 

Basándose en la mortalidad de las larvas, se calculó la concentración 

letal 50, a un nivel de confianza del 95%, mediante un análisis probit, usando el 

paquete estadístico SAS (Software Statical Analysis System, versión 9.4). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

  4.1. ANÁLISIS QUÍMICO PROXIMAL 

 

Los resultados del análisis químico proximal de este estudio mostraron 

que G. sepium presentó diferencia significativa (P≤0.05) sobre L. tridentata en 

contenido de PC, EE, FDN y FDA, mientras que L. tridentata presentó diferencia 

significativa (P≤0.05) sobre G. sepium en contenido de cenizas. Por otra parte, 

la FC no presentó diferencia significativa (P>0.94) (Cuadro 4.1). 

 

Cuadro 4.1. Composición proximal (%) de fracción vegetal (hojas) de L. 
tridentata y G.sepium (M+EEM). 

Fracción 
Vegetal 

MS PC EE C FC FDN FDA 

L. tridentata  91.5 17.2b 4.7b 10.9a 14.8a 37.8b 16.3b 

G. sepium  32.01 27.6a 4.9a 9.5b 14.9a 72.6a 32.9b 

EEM - 1.2 11.9 0.9 12.8 22.9 3.4 

Los valores con la misma literal dentro de una misma columna, no presentan diferencia 
significativa (P>0.05). EEM- Error Estandar de la Media. 

 

El mayor porcentaje de PC en G. sepium en el presente estudio, en 

comparación con L. tridentata, pudiera deberse a que G. sepium pertenece al 

grupo de las leguminosas y éstas tienen la capacidad de tomar el nitrógeno 

atmosférico y fijarlo al suelo por medio de nódulos (Ibañez et al., 2016), por lo 

tanto presentan un alto contenido de nitrógeno en sus hojas. Estudios han 

demostrado que las hojas de G. sepium, concentran un alto contenido de PC, 

estos van desde 18.3 hasta un 24.2% de PC, en las hojas de G. sepium, con 

plantas de diferentes edades (Sereshine e Iben, 2003; Archiméde et al., 2010; 

Avilés-Nieto et al., 2013). 

 

Por otra parte, existen pocos estudios que indique la calidad nutricional 

de L. tridentata, aunque Martins et al. (2012), encontraron un 5.8% de PC, 
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empleando el método de extracción de Bradford. Por otra parte G. sepium 

debido a su contenido de PC, es una buena alternativa forrajera en la dieta de 

los rumiantes (Castrejón-Pineda et al., 2016) en el trópico, aunque se sabe que 

ambas plantas ofrecidas como único alimento en la dieta, presentan efectos 

antinutricionales, debido a compuestos secundarios no relacionados con la PC 

que se encuentran presentes principalmente en las hojas (Hernández-Báez et 

al., 2016; Castrejón-Pineda et al., 2016). Aunado a esto, existe información que 

revela que las hojas de G. sepium suministradas en la dieta hasta en un 30%, 

da resultados positivos sobre el aumento de peso en ovinos y no afecta el 

consumo voluntario (Archiméde et al., 2010). En contraparte un estudio reciente 

encontró que L. tridentata, suministrada en un 10% en la dieta, solo disminuyó 

el consumo voluntario y la conversión alimenticia, en un lapso de mas de 20 

días, mientras que la ganancia de peso no fue afectada en comparación con la 

dieta control (Hernández-Báez et al., 2016), por lo tanto, esta planta en la 

alimentación de borregos y cabras, se debe suministrar de forma limitada, 

debido a su alto contenido de aleloquímicos (Lira-Saldivar, 2003). Asi estas 

plantas usadas de forma estratégica (en conjunto con otros ingredientes) 

podrían sustituir alimentos con alto contenido energético y disminuir los costos 

considerablemente (Avilés-Nieto et al., 2013).  

 

Otra de las razones del uso de L. tridentata como posible fuente forrajera, 

es que este arbusto perenne crece en las zonas aridas, no se encuentra 

amenazado, ni es aprovechado actualmente, por lo tanto seria una posible y 

abundante fuente de forraje, cosechando solo la parte superior de las plantas 

(Lira-Saldivar, 2003), además de la fuente de proteina. Existe evidencia de que 

esta planta es consumida por los caprinos en condiciones de pastoreo en el 

norte de México, hasta en un 10% en conjunto con otras plantas sin presentar 

efectos antinutricionales, debido a una adaptación a los metabolitos 

secundarios presentes. Por lo tanto el porcentaje de inclusión de este arbusto 

en la dieta podría incrementarse sin riesgo de toxicidad para las cabras, aunado 

a esto se ha observadó que las cabras en pastoreo en el norte de México, 
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prefieren consumir mas plantas arbustivas que leguminosas (Mellado et al., 

2004; Mellado et al., 2011). 

 

4.2. POLIFENOLES CONDENSADOS, HIDROLIZABLES Y TOTALES 

 

Se determinó la concentración cuantitativa de polifenoles condensados 

(PFC) e hidrolizables (PFH) expresada en mg/g. En los PFC expresado como 

equivalentes de catequina (EC), se observó diferencia significativa (P<0.001) en 

L. tridentata (56.19 mg/g EC), comparado con G. sepium (3.36 mg/g EC).  

 

Los PFH, expresado como equivalentes de ácido gálico (EAG), se 

observó mayor concentración (P=0.002) en L. tridentata (41.68 mg/g EAG), el 

valor más bajo correspondió a G. sepium (3.06 mg/g EAG), finalmente, la 

concentración más alta (P<0.0001) de PFT expresada en mg/g, fue encontrada 

en L. tridentata (97.88), mientras que el valor más bajo en G. sepium (6.42) 

(Cuadro 4.2). 

 
Cuadro 4.2. Concentración cuantitativa de polifenoles condensados, 

hidrolizables y totales, en extractos acuosos de material vegetativo de L. 
tridentata y G. sepium.  

Extracto acuoso 

 

 

 

PFC 

mg/g 

(P<0.0001) 

PFH 

mg/g 

(P=0.0002) 

PFT 

mg/g  

(P<0.0001) 

     

L. tridentata 

  

56.19a 

 

41.68a 

 

97.88a 

 

G. sepium  3.36b 3.06b 6.42b 

Los valores con la misma literal dentro de una misma columna, no presentan diferencia 
significativa. PFC- Polifenoles condensados, PFH- Polifenoles hidrolizables y PFT- Polifenoles 
totales. 

 

En un estudio similar con un extracto a base de acetona:agua (70:30), 

usando hojas frescas de G. sepium, Von-Son de Fernex et al. (2012), 
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encontraron una concentración de 4.3 g/100 g de materia seca, de PFT (Folin-

ciocalteau) y 0.05 g/100 g de materia seca, de PFC (prueba de Vainillin). 

 

Santacoloma-Varón y Granados (2012) encontraron, a partir de plantas 

adultas de G. sepium, colectadas en tres zonas diferentes en agosto, con etanol 

como solvente, PFT (Folin-ciocalteau) 9.96, 10.98 y 10.89 g/kg, PFC (HCl-

Butanol) 10.46, 14.7 y 14.3 g/kg, taninos totales (TT, Folin denis y Folin 

ciocalteau) 9.48, 12.25 y 11.7 g/kg, similar a esto, Seresinhe e Iben (2003), 

usando hojas y tallos tiernos de G. sepium deshidratados por congelación, 

encontraron la siguiente concentración, PFT (ácido tánico) 1.17% en materia 

seca, PFC (HCl-butanol) 0.57% en materia seca y TT 0.78% en materia seca. 

 

En comparación con este estudio, donde se usaron hojas de G. sepium 

colectadas de plantas de 7 semanas de rebrote, y usando agua como solvente, 

con la siguiente concentración, PFC (HCl-butanol) 3.36 mg/g de catequina, PFH 

(Folin ciocalteau) 3.06 mg/g de ácido gálico y PFT 6.42 mg/g, cabe señalar que 

estos resultados se encuentran dentro del rango, de lo encontrado en los 

estudios antes citados. 

 

Por otra parte, un estudio realizado con hojas deshidratadas de L. 

tridentata, colectadas en primavera, calcularon el contenido de PFT (Folin 

ciocalteau-ácido gálico) y los PFC (método colorimétrico-quercetina) en un 

extracto acuoso, donde obtuvierón PFT 68.55 mg de ácido gálico/ gramo de 

peso en seco y PFC 61.5 mg de catequina/gr de peso en seco (Martins et al., 

2012). 

 

Hyder et al. (2005), usando hojarasca de L. tridentata colectada durante 

el invierno, determinaron la concentración de PFT (Folin Denis- ácido tánico) y 

PFC (HCl-Vainillin, catequina) 46.3 mg/g de materia organica y 13.7 mg/g de 

materia organica, respectivamente. 
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Las concentraciones encontradas en este estudio para el extracto acuoso 

a partir de hojas de plantas adultas de L. tridentata, para PFC (HCl-butanol), 

PFH (Folin ciocalteau) y PFT (suma de los anteriores) fueron de 56.19, 41.68 y 

97.88 mg/g, respectivamente. Estas concentraciones son más elevadas con 

respecto a lo encontrado en los estudios citados. 

 

Finalmente, Santacoloma-Varón y Granados (2012), señalan que existe 

una alta correlación entre la conductividad eléctrica y la concentración de 

metabolitos secundarios, particularmente PFC, PFH y PFT, lo cual se atribuye a 

la mayor actividad del metabolismo vegetal en condiciones de alta 

conductividad eléctrica, mientras más elevada sea la concentración de sales 

solubles en el suelo, existe mayor capacidad del agua para transportar la 

corriente eléctrica, por lo tanto esto es un indicador para medir indirectamente la 

salinidad del suelo y el contenido de sólidos disueltos, posiblemente sería una 

de los factores que predisponen la concentración de polifenoles en estas 

plantas. 

 

  4.3. BIOENSAYOS CON LARVA ENVAINADA Y DESENVAINADA 

 

El nemátodo H. contortus, es de hábitos hematófagos afecta a ovejas y 

cabras, en fase adulta se aloja en el abomaso (Achi et al., 2003), e intestino 

delgado (Fontenot et al., 2003). La enfermedad causada por este nemátodo 

está considerada como una de las enfermedades parasitarias más peligrosas, 

ya que ésta afecta directamente la producción como la reproducción del 

huesped (Arece-García et al., 2007), debido a que los nutrientes adquiridos 

durante la alimentación, en condiciones normales son dirigidos al 

mantenimiento, crecimiento, producción, y con una infección parasitaria, estos 

requerimentos serán redirigidos para compensar las pérdidas inducidas por los 

parásitos (Knox et al., 2006), dejando en segundo termino la producción y 

reproducción del hospedero, por lo tanto es de suma importancia para las 

unidades de producción pecuarias debido a las pérdidas que ocasiona (Waruiru 
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et al., 2001), de ahí la importancia y ante este problema real se optó por realizar 

el estudio con este nemátodo. 

 

Por otra parte, el ciclo biológico de H. contortus, tiene dos fases (dentro y 

fuera del hospedero). La fase fuera del huésped comprende desde la liberación 

de huevos en las heces, hasta larvas tres o infectante envainada, la cual esta 

cubierta por una vaina que la protege de las adversidades del medio externo, 

ésta puede ser rigida o elástica y permite el crecimiento (Quiroz-Romero, 1996), 

esta fase larvaria se contempló en el experimento debido a que, posiblemente  

en forma práctica atacando esta fase larvaria, se podría romper el ciclo, y así 

disminuir la carga parasitaria en los pastos (Fontenot et al., 2003). 

 

Asi mismo, la larva infectante envainada al ser ingerida por el rumiante, 

se libera de la vaina en el rumen mediante acción enzimática, y la larva 

infectante ahora sin vaina, migra al abomaso o intestino delgado donde se 

alimenta (hasta 0.05 mL de sangre/día/parásito), una hembra adulta puede 

ovopositar hasta 10000 huevos/día (Quiroz-Romero, 1996), de aquí su rápida 

multiplicación y su alta morbilidad, sin embargo, para controlar la enfermedad, 

es necesario reducir la población de larvas dentro del hospedero y así, reducir 

la producción de huevos, por lo tanto la “contaminación” y la carga parasitaria 

de los pastos disminuirá (Fontenot et al., 2003), de este modo elegimos las 

larvas desenvainadas para confrontarlas de forma in vitro con los extractos de 

las plantas, y observar resultados. Para posteriormente corroborar en estudios 

in vivo, romper el ciclo biológico atacando la larva desenvainada desde dentro, 

disminuir la eliminación de huevos e indirectamente reducir la contaminación de 

los pastos. 

 

Los resultados de la evaluación in vitro confirmaron que las larvas 

envainadas y desenvainadas de H. contortus, presentaron mayor 

susceptibilidad al extracto hidro-metanólico de fracción vegetal (hojas) de G. 

sepium.  
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Con lecturas a 24 hr, G. sepium mostró el menor porcentaje de 

mortalidad (14.7 ± 4.7) en concentraciones a 100 mg/mL, mientras que L. 

tridentata (17.5 ± 4.2) en concentraciones a 25 mg/mL, mientras que el mayor 

porcentaje de mortalidad en G. sepium fue en concentraciones a 200 mg/mL 

(25.2 ± 11.5) y en L. tridentata a 50 mg/mL (21.6 ± 9.5), comparado con la 

ivermectina (99.6 ± 0.6). 

 

El extracto hidro-metanólico de G. sepium mostró el porcentaje de 

mortalidad más baja en concentraciones a 25 mg/mL, con lecturas a 48 hrs 

(11.7 ± 1.9), mientras que L. tridentata presentó menor porcentaje de mortalidad 

a 50 mg/mL con lecturas a 72 hrs (16.5 ± 3.5) (P≤0.05), con referencia con la 

ivermectina que presentó un 99.2 ± 1.0 de mortalidad. 

 

A una concentración de 200 mg/mL con lecturas a las 72 hrs el extracto 

hidro-metanólico de G. sepium, mostró diferencia estadística (P≤0.05) (61.5 ± 

20.4), con referencia a la ivermectina 1% que mostró un porcentaje de 99.6 ± 

0.7. Mientras que L. tridentata, aunque no presentó diferencia significativa 

(P≤0.05), mostró su mayor tasa de mortalidad a una concentración de 12.5 

mg/ml a 48 hrs (36.9 ± 3.0), con respecto con la ivermectina que presentó un 

99.2% de mortalidad (Cuadro 4.3). 

 

Se ha demostrado la efectividad de la ivermectina 1% usada en 

borregos, administrada en cápsulas de liberación prolongada contra nueve 

especies de nemátodos (larva infectante L3 y adultos) de interés pecuario, 

donde encontraron efectividad de 96.5% de mortalidad mínima y 100% máxima 

(Rehbein et al., 2000). Los porcentajes de efectividad de la ivermectina 1% aquí 

encontrados (99.2%-100%), se encuentran dentro de los rangos de efectividad 

antes mencionados. Otro estudio reciente demostró la efectividad de la 

ivermectina en comparación con otros antihelmínticos (levamisol y albendazol), 

donde usaron borregos de entre 7 y 8 meses de edad, naturalmente infectados 

con cepas multiresistentes (Haemonchus spp. y Trychostrongylus spp.), donde 
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encontraron una eficacia de hasta el 80% en la reducción de huevos en heces 

por parte de la ivermectina, en comparación con el levamisol (52%) y el 

albendazol (72%), administrados de forma intrarruminal (Suarez et al., 2014). 

Debido a esto, se eligió a la ivermectina como control en este estudio. 

 

Cuadro 4.3. Porcentaje de mortalidad de larvas infectantes envainadas de H. 
contortus, expuesta a cinco concentraciones de extractos hidro-
metanólicos de G. sepium y L. tridentata, con lecturas a 24, 48 y 72 
horas. 

mg/mL Planta 24 h (%) 48 h (%) 72 h (%) 

     

 

12.5 

 

G. sepium 20.9 ± 10.6 bc 13.8 ± 4.5 cd 30.4 ± 12.1 cd 

L. tridentata 19.1 ± 4.0 bc 36.9 ± 3.0 b 18.9 ± 3.9 ef 

25 
G. sepium 21.6 ± 2.5 bc 11.7 ± 1.9 d 38.7 ± 21.8 c 

L. tridentata 17.5 ± 4.2 bcd 34.7 ± 24.2 b 16.8 ± 3.3 ef 

 G. sepium 16.5 ± 4.7 bcd 22.2 ± 4.1 bcd 19.2 ± 4.8 ef 

50 

 
L. tridentata 21.6 ± 9.5 bc 25.8 ± 16.9 bc 16.5 ± 3.5 ef 

     

G. sepium 14.7 ± 4.7 cd 26.2 ± 7.5 bc 21.6 ± 3.6 de 

100 

 
L. tridentata 21.2 ± 8.0 bc 30.2 ± 21.1 bc 16.7 ± 3.3 ef 

 G. sepium 25.2 ± 11.5 b 29.0 ± 5.2 bc 61.5 ± 20.4 b 

200 

 
L. tridentata 19.0 ± 6.1 bc 30.0 ± 19.7 bc 26.4 ± 7.5 de 

         

Control 

+ 
Ivermectina 1% 99.6 ± 0.6 a 99.2 ± 1.0 a 99.6 ± 0.7 a 

     

Los valores con la misma literal dentro de una misma columna, no presentan diferencias 
significativas (P>0.05). 
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Los extractos hidro-metanólicos de fracción vegetal de hojas de G. 

sepium y de L. tridentata, presentan efecto letal en contra de larvas infectantes 

desenvainadas de una cepa del nemátodo H. contortus en todas sus 

concentraciones (Cuadro 4.4). 

 

Cuadro 4.4. Porcentaje de mortalidad de larvas desenvainadas de H. contortus, 
expuesta a cinco concentraciones de extractos hidro-metanólicos de G. 
sepium y L. tridentata, con lecturas a 24, 48 y 72 horas. 

mg/mL Planta 24 h (%) 48 h (%) 72 h (%) 

     

12.5 
G. sepium 19.1 ± 9.2 d 14.6 ± 2.1 ef 17.4 ± 3.3 ef 

L. tridentata 18.1 ± 6.7 e 13.9 ± 3.0 f 10.8 ± 1.9 g 

25 
G. sepium 17.2 ± 5.7 ef 15.8 ± 3.4 ef 19.3 ± 4.3 de 

L. tridentata 16.1 ± 4.0 ef 11.8 ± 2.1 f 9.7 ± 2.3 g 

50 
G. sepium 17.4 ± 4.0 e 17.7 ± 5.1 ef 25.5 ± 6.1 d 

L. tridentata 14.5 ± 3.5 ef 11.6 ± 4.7 f 14.8 ± 6.8 fg 

100 
G. sepium 37.1 ± 14.6 d 35.5 ± 14.2 d 44.7 ± 2.8 c 

L. tridentata 32.0 ± 12.2 d 22.6 ± 7.0 e 31.6 ± 12.0 d 

200 
G. sepium 61.8 ± 15.7 c 62.3 ± 17.0 c 93.8 ± 2.9 b 

L. tridentata 74.0 ± 19.2 b 73.6 ± 6.1 b 44.7 ± 17.5 c 

Control 

+ 

Ivermectina 

1% 
100 ± 0.0 a 99.6 ± 0.7 a 99.3 ± 1.2 a 

Los valores con la misma literal dentro de una misma columna, no presentan diferencias 
significativas (P>0.05). 
 

Con lecturas a 24 horas G. sepium presentó el menor porcentaje de 

mortalidad en concentraciones de 25 mg/mL, mientras que con L. tridentata a 

concentraciones de 50 mg/mL, se observó diferencia estadística (P≤0.05) a 

concentraciones de 200 mg/mL, L. tridentata con relación a la ivermectina (100 

de mortalidad) y G. sepium. Así, con lecturas a 48 horas, se observó el menor 

porcentaje de mortalidad a 12.5 mg/mL para G. sepium (14.6 ± 2.1), y para L. 
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tridentata a (11.6 ± 4.7) concentraciones de 50 mg/mL. Se observó diferencia 

(P≤0.05) a concentraciones de 200 mg/mL, para L. tridentata y G. sepium, con 

relación a la ivermectina. Finalmente, con lecturas a 72 hrs, el menor porcentaje 

de mortalidad registrado para G. sepium fue a 12.5 mg/ml, mientras que para L. 

tridentata fue a 25 mg/mL (Cuadro 4.4). Se observó diferencia (P≤0.05), para G. 

sepium a 200 mg/mL, mientras que concentraciones de 200 mg/mL de L. 

tridentata no presentó diferencia estadística (P≤0.05), en comparación con la 

ivermectina (Cuadro 4.4). 

 

Por otra parte, diversos estudios realizados evidencian el efecto 

nematicida de G. sepium. Pérez-Pérez et al. (2014) encontraron un efecto 

positivo sobre la inhibición de la eclosión de huevos de nemátodos 

gastrointestinales con un extracto metanólico de G. sepium en concentraciones 

de 600 µg/mL, efecto atribuido a las saponinas y taninos contenidos en las 

hojas. Puerto-Abreu et al. (2014) evaluaron la eclosión de huevos y la migración 

de las larvas del tercer estadío de estrongilidos gastrointestinales de ovinos, en 

confrontación con extractos acuoso de hojas de G. sepium, donde se observó 

mayor efecto de inhibición de la eclosión e inhibición de la migración larvaria, a 

una concentración de 25 mg/mL. Posteriormente un estudio similar donde 

usaron tres extractos (acuoso, 70:30, acetónico) contra huevos de Cooperia 

puntacta, reveló una efectividad de inhibición de la eclosión de huevos del 

100% con extractos acetonicos de hojas de G. sepium (Von-Son de Fernex et 

al., 2016). Asi mismo, otro estudio sobre huevos y larvas en estadío 1 y 2 de H. 

contortus, reveló un efecto de inhibición sobre la eclosión de huevos y un efecto 

letal contra larvas 1 y 2, en concentraciones de 1.25 mg/mL, efecto atribuido a 

los taninos presentes (Wabo-Poné et al., 2011). Finalmente, un estudio 

realizado con larva infectante de H. contortus, donde evaluaron desenvaine y 

migración larvaria encontraron, a una concentración de 300 µg/mL inhibición de 

la migración larvaria hasta en un 46.2% y no hubo desenvaine de las larvas 

infectantes, solo disminuyó la motilidad a una concentración de 1200 µg/mL, 

efecto debido a los taninos/polifenoles presentes en el extracto acetona:agua 
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(70:30) de hojas de G. sepium, usado en este estudio (Von-Son de Fernex et 

al., 2012). Finalmente, se sugieren estudios in vivo con esta planta, sobre 

infecciones mixtas de nemátodos gastrointestinales para corroborar la 

efectividad encontrada en este y en otros estudios. 

 

Cabe mencionar que L. tridentata no se ha estudiado como nematicida, 

hay reportes de esta planta usada en la medicina etnobotánica y tradicional 

(Arteaga et al., 2005), y entre otras diversas cualidades (Gnabre et al., 2015), 

como el potencial antioxidante debido a fitoestrógenos presentes en las hojas 

de esta planta (kaempferol, ácido nordihidroguayarético y quercetina), con 

diversas aplicaciones en la industria alimentaria y diversos campos de la 

medicina (Martins et al., 2012). Asi como el uso de esta planta como inibidor de 

hongos de interés en la agricultura (Alternaria tenuissima, Aspergillus niger, 

Penicillium polonicum, Rhyzopus oryzae), con efectividad hasta del 100%, 

donde le confieren la actividad encontrada, a los compuestos ya mencionados, 

contenidos en la resina y hojas de esta planta (Peñuelas-Rubio et al., 2015). 

Vargas-Arispuro et al. (2005), usaron extractos etanólicos de hojas y tallos de L. 

tridentata, contra hongos de interés en la agricultura (Aspergillus flavus y 

Aspergillus parasiticus), encontraron mayor inhibición micelial en extractos de 

hojas (68.7%-86.5%), donde le atribuyen el efecto a dos compuestos, el ácido 

nordihidroguayarético y methyl-ácido nordihidroguayarético. Otra de las 

cualidades encontradas en esta planta, es el efecto contra bacterias de interés 

en la salud publica, donde usaron seis bacterias gram positivas y seis gram 

negativas en confrontación con un extracto y cuatro fracciones de hojas de esta 

planta. Se observó mayor inhibición del crecimiento con la fracción de acetato 

de etilo, contra una cepa evaluada resistente a la meticilina, los compuestos 

responsables del efecto fueron el kaempferol, NDGA y quercetina, en orden de 

importancia (Martins et al., 2013). Otro estudio realizado demostró la actividad 

acaricida (Amblyomma cajennense y Boophilus micropilus) de hojas de esta 

planta donde encontraron mortalidad del 100% con lecturas a 24 horas 

(Salinas-Zárate, 2010). La administración prolongada de esta planta ha causado 
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hepatotoxicidad, debido a un fitoestrógeno y antioxidante contenido en la resina 

de las hojas, el ácido nordihidroguayarético (NDGA) (Brent, 1999). Asi mismo 

se ha reportado disminución en el consumo voluntario, en un 10% adicionado 

en la dieta de borregos en finalización (Hernández-Baez et al., 2016), por lo 

tanto, es necesario realizar otros estudios in vitro contra infecciones mixtas de 

nemátodos gastrointestinales, identificar los compuestos y posteriormente 

usarlo in vivo, y asi corroborar su eficacia. 

 

Aunque los extractos acuosos de G. sepium mostraron menor 

concentración cuantitativa (mg/g) de polifenoles condensados, hidrolizables y 

totales (Cuadro 4.2) con relación con el extracto de L. tridentata, la primera 

presentó mejores porcentajes de mortalidad, lo que hace pensar que 

posiblemente la concentración cuantitativa de polifenoles no es indicativo del 

mayor o menor efecto nematicida. El efecto letal puede ser debido a algun 

compuesto bioactivo en particular o una acción sinérgica de ellos 

(flavonoides/taninos) (Klongsiriwet et al., 2015), compuestos bioactivos que 

posiblemente no están contenidos en el extracto de L. tridentata. 

 

4.3.1. Concentración letal 50 

 

La concentración letal 50, es la concentración necesaria para obtener el 

50% de mortalidad de organismo vivos, en este caso larvas infectantes 

envainadas y desenvainadas, confrontadas por pozo a diferentes horas de 

lecturas (Krishnappa et al., 2012).  

En el presente estudio, se encontró de la siguiente manera. 

 

Contra larva envainada en confrontación con los extractos hidro-

metanólicos de L. tridentata y G. sepium, se encontró la CL50 en 41 mg/ml-1 a 24 

hrs para ambos extractos, mientras que con lecturas a 48 hrs L. tridentata 

necesitó 41 mg/ml-1, mientras que G. sepium 70 mg/ml-1, finalmente a 72 hrs L. 

tridentata necesitó 57 mg/ml-1 para obtener un 50% de mortalidad, mientras que 
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G. sepium necesitó mas concentración (74 mg/ml-1), para obtener los mismos 

resultados (Cuadro 4.5). 

 

Cuadro 4.5. Concentración letal 50 expresada en mg/ml-1 de ambas plantas, en 
contra de larvas infectantes envainadas de H. contortus, en los tres 
tiempos de lecturas. 

Extractos Hidro-

metanólicos 
24 h IC 48 h IC 72 h IC 

L. tridentata 41 6-90 41 4-92 57 20-100 

G. sepium 41 10-88 70 33-100 74 46-100 

IC: Intervalo de confianza 95%. 

 

Por otra parte, la CL50, para larva desenvainada quedó de la siguiente 

manera, con lecturas a 24 hrs se necesitaron 36 mg/ml-1 de extracto de L. 

tridentata, mientras que 23 mg/ml-1 de G. sepium. Con lecturas a 48 hrs se 

necesitaron 58 mg/ml de extracto hidro-metanólico de L. tridentata y 40 mg/ml-1 

de G. sepium, finalmente, para obtener una mortalidad del 50% de las larvas 

con lecturas a 72 hrs, se necesitaron 61 mg/ml-1 de L. tridentata y 68 mg/ml-1 de 

G. sepium (Cuadro 4.6). 

 

Cuadro 4.6. Concentración letal 50 expresada en mg/ml-1 de ambas plantas, en 
contra de larvas infectantes desenvainadas de H. contortus, en los tres 
tiempos de lecturas. 

Extractos Hidro-

metanólicos 
24 h IC 48 h IC 72 h IC 

       

L. tridentata 

G. sepium 

36 

23 

6-94 

1-81 

58 

40 

22-100 61 26-100 

8-94 68 32-100 

IC: Intervalo de confianza 95%. 

 

Estudios realizados han mostrado la efectividad del extracto de G. 

sepium, mediante el cálculo de la concentración letal 50, de esta forma 

Krishnappa et al. (2012), usaron fracciones de hojas de G. sepium (acetato de 

etilo y etanol), donde encontraron la minima de 23.23 mg/L y la máxima de 
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30.50 mg/L en contra de larvas en fase tres de mosquito Anopheles stephensi. 

Por otra parte, Von-Son de fernex et al. (2016), usando tres extracciones 

(acuoso, acetonico, 70:30), sobre la inhibición de la eclosión de huevos del 

nemátodo Cooperia punctata, encontraron 32.63 mg/ml-1, 1.03 mg/ml-1 y 15.12 

mg/ml-1, respectivamente. Otro estudio donde usaron hojas de G. sepium sobre 

la inhibición de la eclosión de huevos de nemátodos gastrointestinales, 

encontraron una dosis efectiva del 50% a 394.96 μg/mL (Pérez-Pérez et al., 

2014). 

 

En concordancia con los extractos hidro-metanólicos de las plantas aquí 

usadas, estos dieron como resultado en la CL50, G. sepium contra larva 

envainada la maxima fue de 74 mg/ml-1 con lecturas a 72 hrs, y contra larva 

desenvainada 68 mg/ml-1 a 72 hrs, mientras que para L. tridentata, fueron de 57 

mg/ml-1 y 61 mg/ml-1, respectivamente (Cuadros 4.5 y 4.6). Resultados elevados 

en comparación con los estudios citados, cabe señalar que para L. tridentata no 

se encontraron estudios, es necesario realizar otros estudios in vitro usando 

otros solventes. 

 

Finalmente, los resultados del cálculo de la CL50 aquí encontrados, 

corroboran el potencial nematicida de los extractos hidro-metanólicos de L. 

tridentata y G. sepium, por lo tanto, es necesario realizar otros estudios in vitro 

con diferentes solventes y observar si disminuye la CL50, esto con el fin de ir 

buscando una dosis terapéutica, todo esto encaminado a aplicar estas plantas 

in vivo, usando la dosis necesaria para obtener el efecto nematicida, sin afectar 

al hospedero.  

 

4.3.2. Hallazgos importantes encontrados al realizar las lecturas 

 

Al realizar las lecturas se observaron lesiones a lo largo del cuerpo del 

nemátodo.  
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Estudios realizados, donde evaluaron el efecto nematicida de 

leguminosas in vivo e in vitro, realizaron microscopía electrónica a los 

nemátodos para observar los posibles daños, encontraron agregados en la 

región cefálica y cápsula bucal del nemátodo (Martínez-Ortíz de Montellano et 

al., 2012), en base a esto pudiéramos atribuir las lesiones observadas en el 

extracto de L. tridentata en lecturas a 48 h (Figura 4.1). Posiblemente estos 

agregados impiden o dificultan la alimentación del nemátodo así como la 

motilidad, por lo tanto posiblemente haya muerte por inanición (Martínez-Ortíz 

de Montellano et al., 2012). 

 

 

Figura 4.1. Lesiones observadas en el cuerpo y porción anterior, sobre larvas 
envainadas después de la confrontación con el extracto hidro-metanólico 
de L. tridentata, con lecturas a 48 horas (10x) y concentraciones de 50 
mg/mL. 

 

En concentraciones de 100 y 200 mg/mL en sus tres lecturas, del 

extracto hidro-metanolico de L. tridentata contra larvas desenvainadas, se 

observaron adherencias en la cutícula, posición de rosca del nematodo y 

movimientos aletargados, posiblemente causados por las adherencias en la 

cutícula, cápsula bucal, vulva, ano y en la totalidad del cuerpo del nemátodo 
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(Figura 4.2) posiblemente estas larvas quedan inviables, debido a que no 

pueden alimentarse, ni reproducirse, debido a las adherencias en las diferentes 

partes (Martínez-Ortíz de Montellano et al., 2012), y menos aún para realizar 

una nueva infección. Por lo tanto se sugiere realizar estudios in vivo con las 

larvas resultantes de la confrontación del extracto hidro-metanólico de L. 

tridentata en una concentración de 100 mg/mL y asi corroborar lo antes citado. 

 

 

Figura 4.2. Adherencias observadas en la cutícula de larvas infectantes 
desenvainadas de H. contortus después del contacto in vitro, con el 
extracto hidro-metanólico de L. tridentata en concentraciones de 100 
mg/mL, con lecturas a 72 horas (10x). 

 

Al realizar las lecturas de la confrontación entre el extracto hidro-

metanólico de G. sepium contra larva infectante envainada, se observaron 

lesiones en la cutícula del nemátodo, oxidación de la cutícula (Wabo-Poné et 

al., 2011). Esto puede ser debido a que los taninos condensados penetran la 

pared celular del nemátodo, y causan pérdida de la continuidad celular, al 

mismo tiempo afectan la actividad muscular, e influyen directamente sobre la 

motilidad del nemátodo (Molan Abdul et al. 2000). Las lesiones en la cutícula 
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del nemátodo hechas por el extracto, parecen tener similitud al efecto de 

deformidad producido por la ivermectina 1% (Figura 4.3). 

 

 

Figura 4.3. Cutícula de una larva envainada de H. contortus, después del 
contacto con la ivermectina 1% (izquierda) y con el extracto hidro-
metanolico de G. sepium (derecha), en concentraciones a 200 mg/mL 
con lecturas a 72 horas (10x).   

 

Se observaron otras lesiones como pérdida de la continuidad celular en 

el sistema digestivo del nemátodo, asi como zonas irregulares translúcidas y 

vacuolización (Martínez-Ortíz de Montellano et al., 2012), lesiones observadas 

en concentraciones de 100 mg/mL (48 h) del extracto hidro-metanólico de G. 

sepium (Figura 4.4, imagen superior derecha). Además se observaron, lesiones 

en la estructura externa (cutícula) del nemátodo a 200 mg/mL con lecturas a 48 

horas (Figura 4.4). Esto puede ser debido a que los taninos se unen y penetran 

la cutícula de las larvas, evitando la absorción de la glucosa, provoca una 

parálisis y la muerte del nemátodo, así mismo a nivel intestinal provoca una lisis 

celular (Wabo-Poné et al., 2011), a nivel de la cutícula provocan una pérdida de 

la continuidad normal de las crestas cuticulares y longitudinales, por partes o en 

la totalidad del cuerpo del nemátodo (Martínez-Ortíz de Montellano et al., 2012). 
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Figura 4.4. Daños en cutícula sobre larvas desenvainadas de H. contortus, 
después del contacto in vitro con el extracto hidro-metanólico de G. 
sepium en concentraciones de 100 (arriba) y 200 mg/mL (abajo) con 
lecturas a las 48 horas (10x). 

 

4.4. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN, ACOPLADO A 

ESPECTRÓMETRO DE MASAS (HPLC/MS) 

 

Se realizó el análisis cualitativo para determinar e identificar los 

compuestos bioactivos, como posibles responsables del efecto nematicida tanto 

en larvas envainadas como en larvas desenvainadas de H. contortus. Los 

polifenoles purificados (polvos), obtenidos de la columna de amberlite XAD-16, 

fueron inyectados al HPLC, acoplado al espectrómetro de masas. 

 

Durante el análisis de la cromatografía líquida de alta resolución 

acoplado a masas, fueron identificados seis compuestos químicos activos 

procedentes de un extracto acuoso de material vegetativo de L. tridentata, 

provenientes de tres familias lignanos, flavonoles y antocianinas (Cuadro 4.7), 

polifenoles tanto condensados e hidrolizables. 
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Se registró el tiempo de retención (TR), según como los cromatogramas 

fueron apareciendo, posteriormente identificado el peso molecular (m/z), se 

realizó una búsqueda del compuesto en una base de datos preestablecida, 

donde se identificaron compuestos y familias a las que pertenecen. 

 

Cuadro 4.7. Compuestos bioactivos identificados en cromatografía líquida de 
alta resolución, acoplado a masas (HPLC/MS) del extracto acuoso de L. 
tridentata. 

TR (min) m/z Compuesto Familia 

39.84 352.9 Sesamin Lignano 

41.7 304.9 Galocatequina Flavonoles 

42.6 609 Peonidin 3-O rutinosido Antocianina 

44.12 283.9 Metil galangin Flavonoles 

45.85 497.3 Epigalocatequin 7-O-glucurónido Flavonoles 

47.26 305 Epigalocatequina Flavonoles 

TR- Tiempo de retención, m/z- Relación masa/carga. 

 

Del extracto acuoso de hojas de L. tridentata, se identificó sesamin, 

galocatequina, peonidin 3-O rutinosido, metil galangin, epigalocatequin 7-O-

glucurónido y epigalocatequina, pertenecientes a la familias de lo lignanos, 

flavonoles y antocianias, en el cuadro 4.7 se observan el tiempo de retención y 

peso molecular, en la figura 4.5 se observan sus estructuras químicas. 
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Figura 4.5. Estructura química de los compuestos bioactivos identificados en el 
extracto acuoso de L. tridentata. 

 

Existen estudios sobre la actividad en los diversos campos científicos, 

que presentan los compuestos encontrados en el extracto acuoso de L. 

tridentata del presente estudio, a continuación se mencionan. 

 

El primer compuesto encontrado fue un lignano, el sesamin es 

perteneciente al grupo de los polifenoles condensados, a este compuesto se le 

han atribuido propiedades en la reducción de lípidos y colesterol, 

antihipertensivo, neuroprotector, antitumoral y actividad antiinflamatoria (Eitsuka 

et al., 2016).  

 

Por otra parte, al grupo de los lignanos le han atribuido propiedades 

antioxidantes muy potentes, propiedades antifungicas con hongos de interés en 

la agricultura (Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus), al parecer la acción 

antifúngica fue resultado de dos compuestos en sinergia (Vargas-Arispuro et al., 
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2005), de esta manera posiblemente el efecto nematicida encontrado en este 

estudio haya sido una respuesta de la acción sinérgica entre este compuesto, y 

los otros cinco encontrados en el extracto acuoso de L. tridentata. 

 

Por otro lado, la catequina pertenece a la familia de los flavonoles, y al 

grupo de los polifenoles condensados, es un potente antioxidante generalmente 

en forma de galato de epigalocatequina, además de poseer propiedades 

antimicrobiales y antivirales, se encuentra presente en vinos, frutas y algunos 

tés (Ruiz-Martínez et al., 2011). La epigalocatequina se encuentra presente en 

tés, uvas, y algunas semillas de leguminosas, este compuesto tiene diversos 

usos en la salud, y particularmente posee una acción anti-cancerigena (Eitsuka 

et al., 2016). Por otra parte, un estudio in vitro reciente, donde usaron la 

catequina, apicatequina, epigalocatequina y galato de epigalocatequina, en 

sinergia con un tanino condensado (prodelfinidin), sobre dos nemátodos que 

afectan a los bovinos, solo hubo disminución de la motilidad de los nemátodos, 

al parecer la concentración y tamaño de moléculas de taninos condensados, 

predispone al efecto antiparasitario (Desrues et al., 2016), lo anterior podría 

explicar lo observado al realizar las lecturas, los movimientos demasiado 

aletargados por parte de las larvas que se confrontaron con el extracto de L. 

tridentata, posiblemente efecto de estos compuestos (galocatequina, 

epigalocatequin 7-O glucuronido y la epigalocatequina), en sinergia con los 

otros encontrados en el extracto de L. tridentata (sesamin, peonidin 3-O 

rutinosido y metil galangin), y así potencializar el efecto nematicida contra larvas 

envainadas y desenvainadas. 

 

Por otra parte, el peonidin 3-O rutinosido, es una antocianina 

(flavonoide). Las antocianinas confieren pigmento a las plantas, estas tienen 

acción antioxidante, además, se ha reportado acción antitumoral, 

antiarteroesclorisis, antialérgica, hipoglicemiante, antifatiga, protección neuronal 

(Deng et al., 2013). Se tienen reportes del efecto nemáticida de los flavonoides 

en sinergia con otros compuestos (Klongsiriwet et al., 2015), por lo tanto 
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posiblemente el efecto nematicida encontrado en confrontación extracto-larva 

desenvainada, pudiera ser debido a este compuesto, que actuó en sinergia con 

flavonoles y lignanos, encontrados en el extracto acuoso de L. tridentata. 

 

Otro de los compuestos encontrados en el extracto acuoso de L. 

tridentata fue el metil-galangin; este es un flavonol perteneciente al grupo de los 

polifenoles condensados. Algunas de las actividades de los flavonoles, ya se 

enlistaron anteriormente. 

 

Al parecer los taninos condensados, flavonoides y taninos hidrolizables, 

en sinergia, son los responsables del efecto nematicida (Katiki et al., 2013;  

Klongsiriwet et al., 2015), en el extracto acuoso de L. tridentata encontramos 

mortalidad en todas las concentraciones estudiadas tanto para larvas 

envainadas y desenvainadas, que al parecer fueron debido a compuestos de 

las familias de las flavonoles (polifenoles condensados), antocianinas 

(flavonoide) y los lignanos (polifenoles condensados), que actuaron en sinergia 

para potencializar el efecto. Es necesario realizar otros estudios in vitro con 

ensayos biodirigidos, usando los compuestos encontrados en este estudio, en 

forma individual y colectiva, y en base a resultados, comparar con lo encontrado 

por Klongsiriwet et al. (2015) y Katiki et al. (2013).  

 

Por otro lado, durante el análisis de la cromatografía líquida de alta 

resolución acoplado a masas, fueron identificados cualitativamente nueve 

compuestos químicos activos procedentes de un extracto acuoso de material 

vegetativo de G. sepium, provenientes de cuatro familias flavonoles, flavonoide, 

proantocianidinas y ácidos fenólicos (Cuadro 4.8), metabolitos secundarios 

pertenecientes al grupo de los polifenoles tanto condensados e hidrolizables. 

 

Se registró el tiempo de retención (TR), según como los cromatogramas 

fueron apareciendo, posteriormente identificado el peso molecular (m/z), se 
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realizó una búsqueda del compuesto en una base de datos preestablecida, 

donde se identificaron compuestos. 

 

Del extracto acuoso de hojas de G. sepium se identificaron los siguientes 

compuestos químicos bioactivos, vainillin 4 sulfato, prodelfinidin, p-

cumaroilglucosa, kaempferol 3-O- glucosil- ramnocil- glucosido, kaempferol 3-O- 

xilosil- rutinosido, ácido P-coumárico, luteolin 7-O- rutinosido, isoramnetin 3-O- 

glucósido 7-O-ramnosido y ácido dehidrodiferúlico, en el cuadro 4.8 se 

observan, el tiempo de retención, peso molecular y la familia a la que 

pertenecen, en la figura 4.6 se observan las estructuras químicas. 

 

Cuadro 4.8. Compuestos bioactivos identificados en cromatografía líquida de 
alta resolución acoplado a espectrómetro de masas (HPLC/MS) del 
extracto acuoso de G. sepium. 

TR 

(min) 
m/z Compuesto Familia 

    

16.5 233 Vainillin 4 sulfato Flavonoide 

28.7 885 Prodelfinidin Proantocianidinas 

29.6 325 P- coumaroilglucosa Ácido fenólico 

30.7 755 
Kaempferol 3-O- glucosil- ramnocil- 

glucosido 
Flavonoles 

31.8 739 Kaempferol 3-O- xilosil- rutinosido Flavonoles 

33.2 164.9 Ácido P-coumárico Ácido fenólico 

34 593.1 Luteolin 7-O- rutinosido Flavonoide 

35.1 623 Isoramnetin 3-O-glucósido 7-O-ramnosido Flavonoles 

36.6 385 Ácido dihidrodiferúlico Ácido fenólico 

TR- Tiempo de retención, m/z- Relación masa/carga. 
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Figura 4.6. Estructura química de los compuestos bioactivos identificados en el 
extracto acuoso de G. sepium. 

 

Existe evidencia del efecto nematicida de los compuestos encontrados 

en el extracto acuoso de G.sepium. 

 

El prodelfinidin es una proantocianidina perteneciente al grupo de los 

taninos condensados, hay reportes recientes del efecto de los taninos 

condensados sobre nemátodos gastrointestinales, se sabe que actúan en 

conjunto con otros compuestos (Klongsiriwet et al., 2015). Otro estudio donde 

usaron este tanino condensado en combinación con cinamaldehido de forma in 

vitro, encontraron que este TC afecta directamente la motilidad de los 

nemátodos, reduciéndola considerablemente (Ropiak et al., 2016; Desrues et 

al., 2016), sin embargo, en un estudio reciente donde evaluaron la actividad 

nematicida con compuestos en sinergia, también encontraron actividad 

nematicida de un compuesto en particular (prodelfinidin) al parecer este actuó 

de manera individual sobre un nemátodo que afecta a borregos y cabras 
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(Quijada et al., 2015), por lo tanto en base a lo anterior, posiblemente este 

compuesto actuó en sinergia con los flavonoides, taninos hidrolizables y 

polifenoles condensados, encontrados en el extracto acuosos de G. sepium y 

asi potencializar el efecto nematicida de esta planta en contra de las larvas 

envainadas y desenvainadas, pero no podemos descartar la posibilidad de que 

este compuesto actuo de manera individual sobre las larvas infectantes, debido 

a que los taninos condensados tienen diferentes modos de acción contra 

diferentes especies de parásitos (Quijada et al., 2015). Por lo tanto es necesario 

realizar otros estudios in vitro con estos compuestos en forma individual y en 

sinergia e identificar cual o cuales compuestos son los responsables del efecto 

nematicida.  

  

Por otra parte, aunque no hay evidencia del posible efecto nematicida del 

kaempferol (flavonol), si hay evidencias de este fitoestrogeno con capacidad 

antioxidante con aplicaciones en la medicina y en la industria (Martins et al., 

2012). Asi mismo, otro estudio demostró que este compuesto puede disminuir e 

inhibir el ensamblaje y la liberación viral (Coelho-dos-Reis et al., 2011), en base 

esta evidencia, posiblemente la capacidad antioxidante y antiviral de este 

compuesto, es la misma responsable del efecto nematicida encontrada en este 

estudio, en sinergia con los demás compuestos. 

 

El luteolin y vainillin 4-sulfato pertenecen a la familia de los flavonoides, 

un estudio reciente le ha atribuido efecto nematicida, mediante la inhibición del 

desenvaine de larvas infectantes de H. contortus, efecto atribuido debido al 

sinergismo de este flavonoide, con los taninos condensados y la quercetina 

(Klongsiriwet et al., 2015), reafirmando esto muy posiblemente estos 

compuestos fueron los responsables de la mortalidad de las larvas, que 

actuaron en sinergia con los taninos condensados, taninos hidrolizables y 

polifenoles condensados encontrados en el extracto acuosos de G. sepium. 
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El ácido dihidrodiferúlico es un ácido fenólico, pertenece al grupo de los 

taninos hidrolizables. Hay reportes del uso de los compuestos de este grupo 

con actividades antitumoral, tratar la diabetes, enfermedades cardiovasculares, 

y desórdenes neurodegenerativos (Eitsuka et al., 2016). Otro estudio afirmó la 

actividad nematicida de los taninos hidrolizables en conjunto con los taninos 

condensados (Katiki et al., 2013), por lo tanto este compuesto posiblemente fue 

uno de los responsables de la actividad nematicida, probablemente en acción 

sinérgica con el prodelfinidin que es un tanino condensado encontrados en el 

extracto acuoso de G. sepium. 

 

Se sabe que los flavonoides actúan de manera sinérgica con los taninos 

condensados, para potenciar el efecto nematicida (Klongsiriwet et al., 2015), 

donde la cantidad contenida de taninos condensados (prodelfinidin) en la 

planta, predispone al mayor o menor efecto nematicida (Desrues et al., 2016), 

así mismo, los taninos condensados tienen diferentes modos de acción contra 

diferentes especies de parásitos (Quijada et al., 2015), en el extracto acuoso de 

G. sepium de este estudio, encontramos la presencia de polifenoles 

condensados, flavonoides, taninos condensados e hidrolizables, por lo tanto, en 

base a lo anterior, muy probablemente haya acción sinérgica entre flavonoides 

(vainillin 4 sulfato, luteolin 7-O- rutinosido) y taninos condensados 

(prodelfinidin). Asi mismo, otro estudio demostró la acción sinérgica oxidativa y 

nematicida de los taninos condensados e hidrolizables (galotaninos y 

elangitaninos), juntos potencializan la acción letal nematicida, que solo uno de 

estos compuestos (Katiki et al., 2013). Por lo tanto, en base a lo anterior, el 

efecto nematicida encontrado en este estudio, podríamos atribuírselo a la 

acción sinérgica entre flavonoides, taninos hidrolizables (ácido fenólico) y 

taninos condensados, presentes en el extracto acuoso de G. sepium. 

 

Finalmente, se sugiere realizar estudios in vitro con ensayos biodirigidos 

con cada uno de estos compuestos, en forma individual y en forma compuesta 

o sinergica, con cepas mixtas de parásitos, y así determinar de manera 
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especifica cual o cuales son los compuestos con la mayor actividad nematicida, 

y caracterizar el modo de acción de cada uno de estos compuestos sobre los 

nemátodos, ya que se sabe que los taninos condensados tienen diferentes 

modos de acción contra diferentes especies de parásitos, debido a que las 

enzimas liberadas de la vaina son diferentes en cada especie de nemátodos y 

eso quizás interfiere en la interacción con los taninos (Quijada et al., 2015), esto 

pudiera explicar, el porqué las lesiones observadas en las larvas fueron 

diferentes en cada uno de los extractos. 

 

4.6. RENDIMIENTO DE LA FRACCIÓN VEGETAL EN EXTRACTO HIDRO-

METANÓLICO 

 

El extracto hidro-metanólico de Larrea tridentata, presentó el siguiente 

rendimiento por cada 100 g de fracción vegetal se obtuvieron 7.4 g de extracto 

integro (rendimiento de 7.4%). Mientras que Gliricidia sepium por cada 100 g de 

fracción vegetal, se obtuvieron 6.8 g (rendimiento de 6.8%) de extracto integro, 

en un estudio Von-Son de Fernex et al. (2016), registraron mediante tres 

procesos de extracción (acuoso, acetona:agua, acetónico) el rendimiento de G. 

sepium, para el extracto acuoso fue de  5.7%, acetona:agua 9.53% y acetónico 

1.01%, los rendimientos de las plantas estudiadas en este estudio fueron mas 

altas que el extracto acuoso, pero más bajas que el extracto acetona:agua, 

como lo expreso el estudio antes citado, sin embargo se encuentran dentro de 

los rangos de los tres procesos de extracción, encontrados por Von-Son de 

Fernex et al. (2016). 
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5. CONCLUSIONES 

 

El material vegetativo de G. sepium, presentó mejor porcentaje de PC en 

comparación con L. tridentata, por lo tanto, éste podría usarse como fuente 

proteica en dietas para rumiantes en el trópico, mientras que L. tridentata 

parece no ser viable como fuente forrajera debido a su alta concentración de 

metabolitos secundarios. Por otro lado, conociendo la concentración de 

polifenoles condensados, hidrolizables y totales de ambas plantas, es posible 

calcular el porcentaje de inclusión en la dieta sin ocasionar toxicidad en los 

animales. 

 

Por otra parte, la concentración cuantitativa de polifenoles condensados, 

hidrolizables y totales, contenidos en las plantas no predispone a mayor o 

menor efecto nematicida. Este efecto se limita a compuestos bioactivos en 

particular que pueden actuar de manera individual o crear sinergismos, por lo 

tanto, es necesario realizar otras pruebas in vitro con los compuestos 

identificados en este estudio, en forma individual y/o en forma compuesta e 

identificar el o los compuestos que presentan el efecto nematicida, asi mismo 

identificar el modo de acción por medio de ensayos con especies de parásitos 

diferentes. 

 

Se observó mortalidad de larvas en todas las concentraciones de 

extractos utilizadas en este estudio y el mayor efecto nematicida se observó en 

concentraciones de 200 mg/mL, en sus tres horas de lectura. Se concluyó que 

el extracto de L. tridentata presenta un efecto letal más lento, tanto en larva 

envainada como desenvainada en comparación con G. sepium. Se sugiere 

realizar pruebas in vitro con tiempos de lecturas más largas y observar si se 

eleva la mortalidad de las larvas. Así mismo, se observaron mútiples 

adherencias en la cutícula del nematodo, se piensa que tales adherencias en 

cavidad bucal del nematodo pueden ocasionar muerte por inanición, y en el 

aparato reproductivo una disminución en la ovoposición; por lo tanto, pudiera 
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disminuir la carga parasitaria. Se sugiere un estudio in vivo e inocular con estas 

larvas a ovinos y observar si ocurre la infección.  

 

Los resultados del cálculo de la CL50 aquí encontrada, corroboran el 

potencial nematicida de ambos extractos (L. tridentata y G. sepium), por lo tanto 

es necesario realizar otros estudios in vitro, con diferentes solventes y observar 

si disminuye la CL50, esto encaminado a aplicar estas plantas de manera in 

vivo, usando la dosis mínima efectiva, sin afectar al hospedero, y así obtener 

una alternativa sustentable y sostenible para el control de nemátodos 

gastrointestinales.  

 

Finalmente, se identificarón nueve compuestos en el extracto acuoso de 

G. sepium (pertenecientes a los grupos de los taninos condensados, taninos 

hidrolizables, flavonoides y polifenoles condensados) y seis compuestos en el 

extracto acuoso de L. tridentata (polifenoles condensados y flavonoides). Se 

piensa que el efecto nematicida observado es debido a la acción sinergica de 

estos compuestos, aunque no se descarta que algún compuesto en particular 

haya actuado de manera individual, por lo tanto, se sugiere realizar otras 

pruebas in vitro, con cada uno de los compuestos en forma individual y en 

sinergia, y asi confirmar la acción nematicida, posteriormente evaluar de 

manera in vivo y corroborar la efectividad de ambas plantas. 
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