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Resumen

El uso de plantas bioactivas representa una alternativa para el control de
Cooperia punctata en el ganado de pastoreo. Los objetivos de este estudio
fueron: (1) evaluar la actividad ovicida de extractos de cuatro especies de
plantas contra C. punctata, (2) determinar la participacion de los compuestos
polifendlicos (cP) en la actividad antihelmintica (AH) y (3) evaluar el mejor
método de extraccién para alcanzar una actividad ovicida. El bioensayo de
inhibicion de la eclosion de huevos (IeH) fue utilizado para evaluar el efecto
ovicida de Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia y
Cratylia argentea; con diferentes métodos de extraccién: acuoso (AQ), aceto-
na:agua (Aw) y aceténico (Ac). Los huevos de C. punctata fueron incubados
por cuadruplicado a 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 mg mL"! de cada uno de los
extractos de plantas. La participacion de los cp fue determinada mediante
el uso de polietilenglicol (PEG). Los 12 extractos de plantas inhibieron la
eclosion de huevos de modo dosis-dependiente, y las mejores concentracio-
nes letales medias (CLs) fueron: 1.03 + 0.17 para G. sepium-AC, y 7.90 %
1.19 mg mL"! para L. leucocephala-aq. Se observaron diferencias en la acti-
vidad AH seguin el método de extraccién (P < 0.05). A mayor concentracion,
L. leucocephala-aqQ inhibid mas del 50 % de la eclosion de C. punctata,
entretanto, el extracto G. sepium-ac inhibid la eclosién en su totalidad. La
adicién de PeG demostrd la participacién de los cp en la actividad AH de la
mayorfa de los extractos; no obstante, con G. sepium-Ac, los cp no fueron los
principales compuestos bioactivos. En general, el mejor método de extrac-
cion fue acetona:agua, pues permitid obtener una buena actividad ovicida,
con un mayor rendimiento del extracto. Las tasas de inhibicion sugieren que
L. leucocephala 'y G. sepium podrian ser evaluadas con la finalidad de reducir
la densidad larvaria en pastos.

Palabras clave: Bovinos, nematodos, Cooperia punctata, efecto ovicida, extractos de plantas.
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Introduccién

Las nematodosis gastrointestinales se clasifican como la principal enfermedad pa-
rasitaria endémica de las unidades de produccién bovina (Fitzpatrick 2013), situa-
cion que afecta la productividad y la salud del ganado (Charlier et al. 2009; Perri
et al. 2011). Dentro de las especies de nematodos gastrointestinales (NGI) que
afectan al ganado, Cooperia spp. se considera el género de NGI con mayor preva-
lencia a nivel mundial (Kenyon 2012; Stromberg et al. 2012). Este parésito hace
que el ganado disminuya el consumo de materia seca y el aprovechamiento de los
nutrientes (Stromberg et al. 2012).

Los antihelminticos de amplio espectro son una herramienta viable para el
control de los Nal, tienen la capacidad de mejorar la productividad y el desempefio
animal (Sutherland 2011). Desafortunadamente, la resistencia antihelmintica (RA)
de los NaI se ha convertido en un problema emergente para el ganado bovino
(Gasbarre 2014). Estudios recientes han reportado la emergencia de cepas de
Cooperia spp., resistentes a lactonas macrociclicas (Lm) (Bartley et al. 2012), ben-
zimidazoles (Arnaud-Ochoa 2012) e imidazotiazoles (Becerra-Nava et al. 2014).
Por ello, se requieren alternativas para el control de helmintos de ganado bovino,
a fin de evitar que los NGI se conviertan en un problema més grave debido a
la diseminacion de cepas resistentes y multi-resistentes dentro de las unidades
de produccion.

Una de las alternativas mas estudiadas ha sido la utilizacion de plantas bioac-
tivas con efecto AH (Hoste et al. 2012). Estudios in vitro e in vivo han expuesto el
efecto aH de algunas plantas utilizando NGI de pequefios rumiantes como modelo
experimental (Alonso-Diaz et al. 2008a; Alonso-Diaz et al. 2008b; Alonso-Diaz
et al. 2010; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. 2010; Von Son-de Fernex et al,
2012); pero existe muy poca informacién referente a la investigacion contra NGI de
ganado bovino.

Las leguminosas tropicales han recibido mayor atencion por su elevada con-
centracion de metabolitos secundarios (Ms) y por los beneficios que ofrecen de
acuerdo con su calidad nutricional. La AH de los Ms ha sido asociada principalmente
a la presencia de taninos, debido a su capacidad para interrumpir fases especificas
del ciclo bioldgico de los NGI, como la inhibicion de la eclosién de huevos, el desa-
rrollo larvario, la motilidad larvaria y el desenvaine larvario (\Violan et al. 2000; Atha-
nasiadou et al. 2001; Alonso-Diaz et al. 2008b; Von Son-de Fernex et al. 2012).
Hoste et al. (2012) han relacionado el efecto AH de los taninos con su capacidad
de unirse a las proteinas estructurales de la morfologia de los nematodos; no
obstante, algunos reportes han identificado otras moléculas bioactivas con efecto
AH, como los flavonoides glicosilados, las flavonas y las lactonas sesquiterpénicas
(Molan et al. 2003; Barrau et al. 2005; Kozan et al. 2013).

Durante la ultima década, se han estandarizado multiples métodos de extrac-
cién de fitoquimicos para la evaluacion de su efecto AH in vitro, utilizando distintas
mezclas de solventes. Al ser los taninos condensados (Tc) los compuestos més
analizados, se ha comprobado que el sistema mas eficiente para su recuperacién
es la mezcla de acetona:agua (Chavan et al. 2001; Chavan 2013); aunque otros
métodos de extraccion (oleosa, acetato de etilo, acuoso y aceténico) también han
revelado bioactividad contra diferentes parasitos (Katiki et al. 2011; Botura et al.
2013; Kozan et al. 2013).
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La evaluacion de diferentes métodos de extraccién de plantas tropicales po-
dria ayudar a estandarizar extractos con posible efecto aH contra NGI de bovinos,
y a identificar las clases de fitoquimicos presentes. Los objetivos de este estudio
fueron: (1) evaluar la actividad ovicida de extractos de cuatro especies de plantas
contra C. punctata, (2) determinar la participacién de los compuestos polifendlicos
(cP) en su actividad AH y (3) evaluar el mejor método de extraccion cuando se
busca obtener un efecto ovicida.

Materiales y métodos
Material vegetal
En marzo de 2013, en el 4rea experimental del Centro de Ensefianza, Investiga-
cién y Extension en Ganaderia Tropical, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, de la Universidad Nacional Autonoma de México, localizada en Martinez
de la Torre (20° 03" Ny 93° 03" O; 151 msnm), Veracruz, México, se cosecharon
hojas frescas de Leucaena leucocephala, Cratylia argentea, Gliricidia sepium y
Guazuma ulmifolia. Estas plantas fueron seleccionadas por su elevada concen-
tracion de ms, y porque algunas de ellas expresan actividad AH contra NGI de pe-
quefios rumiantes (Alonso-Diaz et al. 2008a, b; Von Son-de Fernex et al. 2012).
Estos érboles y arbustos forrajeros predominan en la vegetacion nativa de Ve-
racruz, se encuentran distribuidos en otras areas tropicales del mundo (Flores-Gui-
do 2001), vy representan una alternativa nutricional importante para las unidades
de produccion animal.

Método de extraccion

Para cada especie de planta, se colectd 1.0 + 0.15 kg de hojas frescas y se se-
caron en una estufa de aire a 60 °C por 72 h. Después las hojas fueron molidas
para obtener particulas de un milimetro, y se colocaron en vasos de precipitado de
dos litros con acetona:agua (70:30) y un agitador magnético. Posteriormente, la
mezcla fue sonicada por cuatro horas a bafio Marfa (Branson Sonicator 2510MT®,
Emerson Industrial Automation, Danbury, USA).

Para la segunda extraccién se colocaron 500 + 36.97 g de material vegetal de
cada planta seca y molida en un vaso de precipitado con acetona, que se mantuvo
a temperatura ambiente (24 °C) durante 24 horas. Finalmente, se extrajo la parte
acuosa, del mismo material vegetal utilizado en la extraccién acetdnica, que, una
vez seco se colocd en agua destilada previamente calentada a 58 °C por dos horas.

En cada uno de los métodos de extraccidn, el extracto se obtuvo después
de filtrar el material (Whatman® qualitative filter paper, Grade 1). A 58 °C, los
solventes se evaporaron de los extractos mediante el proceso de destilacion a baja
presion en un rotoevaporador (Rotovapor® R-3, Blichi®, Suiza). Los extractos fue-
ron lavados cuatro veces con 500 mL de n-hexano para la remocion de clorofilas
y lipidos; a través de un embudo de separacion se descartd la fraccién n-hexanica,
y se realizd un andlisis cualitativo para confirmar que las clorofilas y los lipidos
se hubieran eliminado. Finalmente, los extractos fueron congelados v liofilizados.
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Bioensayos

Recuperacion de huevos de Nal

Los huevos de C. punctata se obtuvieron de un becerro donador infectado con una
cepa de C. punctata multi-resistente a las lactonas macrociclicas, benzimidazoles
e imidazotiazoles (cepa CEIEGT-FMVZ-UNAM, México). Los machos adultos de C.
punctata se identificaron mediante claves taxonomicas (Gibbons 1981) y técnicas
moleculares (von Son de Fernex, datos sin publicar). Los becerros se mantuvieron
en corrales con piso de cemento y se les ofrecié heno, concentrado comercial y
agua ad libitum. Diariamente se colectaron las heces utilizando arneses y bolsas
de poliuretano. Las muestras fueron almacenadas y procesadas a temperaturas de
23.37 £ 0.21 °C. A 200 g de heces se les anadio agua corriente (1 L), contamos
los huevos en un promedio de 150 por gramo de heces (HPGH) y ambas partes
fueron mezcladas para crear una suspension relativamente liquida. La suspension
se filtré en una criba de 400 pm para remover residuos vegetales, y la suspensién
obtenida la fue filtrada nuevamente a través de tamices con diferente tamafio de
poro: 1000, 149 y 74 um. Finalmente, los huevos se colectaron en un tamiz de
24 um. El material contenido en este tamiz, se coloco en tubos centrifugos de
50 mL, llenos de una solucién salina saturada, y fue centrifugado a 3000 rpm du-
rante 15 minutos. El sobrenadante fue lavado con agua corriente en una maya de
24 um, de la cual se recobraron los huevos.

Para su cuantificacién, los huevos limpios se concentraron y colocaron en tu-
bos centrifugos de 15 mL. La concentracion final de huevos se estimé por un
conteo directo de alicuotas del 10% con un portaobjetos, entonces se obtuvo una
concentracion final de 500 huevos/mL mediante la concentracién y dilucién de la
suspension de huevos con agua destilada. La recuperacién de huevos se estan-
darizo de forma que se completara en un lapso promedio de 1.25 # 0.08 horas.

Bioensayo de la eclosion de huevos (IEH)

Se colocaron aproximadamente 100 huevos/200 L en cada pozo de una placa
de cultivo celular de 24 pozos, y se les afadieron 200 pL de concentraciones cre-
cientes del extracto de planta correspondiente (1.2, 2.4, 4.8, 9.6y 19.2 mg mL"),
para obtener concentraciones finales de 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 mg mL™". Se utilizo
Levamisol al 10% como control positivo para igualar la concentracion mas elevada
de los extractos (Dobson et al. 1986).

Como control negativo para los extractos 70:30 y acuosos, se empled agua
destilada; mientras que para los extractos acetdnicos, Dimetil-sulféxido al 2.5%
(como solvente para los compuestos de baja/nula polaridad en los bioensayos).
Los pozos control, de igual manera, contenian 200 pL de la suspensién de huevos.
Se realizaron cuatro réplicas para cada dosis, extracto y control; y se incubaron las
placas a 27.7 £ 0.1 °C por 48 horas. Para detener la eclosion, se afiadié una gota
de Lugol a cada pozo, y se contabilizaron los huevos sin eclosionar vy las larvas
(vivas o muertas) en cada uno (Coles et al. 1992).

Para determinar la participacion de los compuestos polifendlicos en el efecto
AH, se incubd una segunda serie con tres tratamientos: i) control negativo (agua
destilada 0 bmso al 2.5%), i) la dosis méaxima del extracto analizado (9.6 mgmL™T)
con PEG (19.2 mg mL™") en un periodo de preincubacién de tres horas para que se
formaran los complejos con los compuestos polifendlicos (previo a la exposicion
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a los huevos), vy iii) la dosis méaxima del extracto analizado sin la adicion de PEG
(Makkar et al. 1995).

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto dosis-dependiente entre los extractos de las diferentes espe-
cies de plantas se utilizd un Modelo Lineal General (MLG) (Yij = p+Tj+Eij), donde la
variable dependiente fue la eclosién de huevos (Yij), la cual representa la jiava ob-
servacion obtenida bajo el javo tratamiento. La variable independiente (Tj) corres-
ponde a las concentraciones crecientes de cada extracto de planta, Y representa la
media general y Eij, la variacién residual del error experimental.

Las medias de los tratamientos se compararon las mediante el anélisis de la
diferencia minima significativa (bms), y un valor probabilistico indicativo de signifi-
cancia estadistica de P < 0.05 (prueba-F). Debido a que los datos se distribuyeron
de forma normal y homocedastica, no se requirié de transformacién alguna (STAT-
GRAPHICS, Centurion xvi version 16.1.18, USA).

Cuando no se cumplié con los supuestos del andlisis ANOvA, se utilizd una
prueba de Kruskal-Wallis para: i) comparar las tasas de eclosion obtenidas segun
el extracto de planta aplicado, con y sin la adicion de PEG; ii) comparar la tasa de
eclosion entre los métodos de extraccion y la especie de planta; v iii) evaluar el
rendimiento entre los métodos de extraccion. El valor probabilistico indicativo de
significancia estadistica fue de P < 0.05 (prueba-H).

El porcentaje de inhibicién de la eclosién de huevos (ieH) se calculd con la
siguiente formula:

Inhibicién (%) = 100 (1 - P:/Po)

Donde Py es el nimero de huevos eclosionados en el tratamiento, y P es
el valor obtenido en los controles negativos de agua o pmso (Bizimenyera et dl.
2006). La concentracion letal para inhibir el 50% de la eclosion de huevos (CLs)
de cada extracto se calculé utilizando el Programa de Andlisis Probit (Minitab®
17.1.0, Minitab Inc., USA).

Resultados y discusion

Bioensayo de la eclosién de huevos (IEH)

El porcentaje de eclosion de huevos (£ EE) de C. punctata en los controles nega-
tivos ocurrié en un rango de 92.48 £ 1.97% a 95.29 + 0.76%, y en los controles
positivos, ocurrié de 31.17 £ 4.69% a 35.49 = 4.37%. La eclosién de huevos
en cada uno de los 12 extractos se comporté de manera dosis-dependiente
(P <0.01) (figuras 1 a 3). L. leucocephala-aq inhibid méas del 50% de la eclosion
de huevos de C punctata (P < 0.05; r2 = 69.51%) (figura1). G. ulmifolia alcan-
76 la maxima tasa de inhibicion con la extraccion aw 45.42 + 2.30% (P < 0.01;
r2 = 95.71%), mientras C. argénteq, la alcanzd a los 35.07 + 1.40% (P < 0.01;
r2 = 97.46%) (figura 2). A la concentracién méxima, G. sepium-ac inhibié la eclo-
sién de huevos de C. punctata en su totalidad (P < 0.01; r2 = 94.42%) (figura 3).
Cooperia spp. es uno de los NGI con mayor prevalencia en el ganado de pastoreo.
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Figura 1. Eclosion de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubacion en los extractos acuosos de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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Figura 2. Eclosion de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubacién en los extractos acetona:agua de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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Figura 3. Eclosion de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubacién en los extractos acetonicos de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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Cuadro 1. Concentraciones letales requeridas para inhibir el 50% de la eclosién de huevos de Cooperia punctata
(CLsp), posterior a su incubacion en los extractos bioactivos por 48 h mg mL™.

Analisis Probit (CL50) de la inhibicion de la eclosion
de huevos de C. punctata (IC 95% normal)

Material vegetal Error Estadistico
Acuoso 793 1.19 5.59 10.27
L. leucocephala 70:30 11.77 1.19 9.42 14.12
Aceténico 13.84 1.19 11.51 16.16
Acuoso 15.05 4.44 6.34 23.75
C. argentea 70:30 11.31 0.79 9.78 12.86
Acetodnico 14.79 2.51 9.88 19.71
Acuoso 32.63 16.41 0.47 64.79
G. sepium 70:30 15.12 1.86 11.47 18.76
Aceténico 1.03 0.17 0.69 1.37
Acuoso 16.41 5.35 5.92 26.89
G. ulmifolia 70:30 8.84 0.89 7.09 10.59
Aceténico 29.08 9.31 10.83 47.34

El incremento de su resistencia a la quimioterapia, seguin los reportes, denota la
importancia de desarrollar estrategias de control nuevas y seguras (Bartley et al.
2012; Demeler et al. 2013).

Este trabajo de investigacion provee evidencia del efecto ovicida de extrac-
tos de plantas contra huevos y fases de vida libre de C. punctata. Existen pocos
reportes sobre nuevas tecnologias que permitan controlar las fases de vida libre
de los NGl en ganado bovino (Novobilsky et al. 2011). Evaluaciones in vitro han
demostrado que las leguminosas de clima templado tienen actividad contra las
larvas infectantes de C. oncophora (Novobilsky et al. 2011); no obstante, existen
pocos reportes relacionados con nuevas tecnologfas, que arrojen informacién so-
bre el control de otras fases de vida libre como la eclosion de huevos. Los huevos
son una fase bioldgica de los NGI que poseen una tricapa relativamente gruesa
(Mansfield et al. 1992), la cual les provee de resistencia al estrés medioambiental
(temperatura, humedad, radiacion UV y pisoteo del ganado). Tales caracteristicas
dificultan el desarrollo de estrategias de control efectivas.

Las concentraciones letales, calculadas con los 12 extractos, requeridas para
inhibir el 50% de la eclosién de huevos, se exponen en el cuadro 1. El mejor valor
para una concentracion letal CLs de G. sepium-ac fue 1.03 £0.17 mg mL! y, para
L. leucocephala-aq fue 7.9 + 1.19 mg mL™!. En los extractos Aw, la Clg abarco
de 8.84 a 15.12 mg mL™!. El efecto dosis-dependiente observado en la mayoria
de los extractos de plantas indica una respuesta toxicoldgica de los fitoquimicos
de las cuatro especies de plantas analizadas (Hoste et al. 2012); sin embargo, se
requieren nuevos estudios que permitan la identificacion y el aislamiento de las
moléculas con actividad-aH presentes en los extractos con mayor bioactividad. La
identificacion fitoquimica ayudarfa a comprender los mecanismos de accion invo-
lucrados en su actividad.
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Cuadro 2. Inhibicién de la eclosién de huevos (ieH) obtenida con la concentracién méxima (9.6 mg mL™")
con y sin la adicién de polietilenglicol (PEG), entre especies de plantas y métodos de extraccion.

Inhibicidn de la eclosidn de huevos de Cooperia punctata (%)

Material vegetal
L. leucocephala Acuoso 52.01 1242 1259 +25b
70:30 35.75+ 1.53 3 0.82 £0.90P
Aceténico 29.80 + 1502 276 £ 1.50b
C. argentea Acuoso 2573 £ 4.10° 5.86 + 3.40°
70:30 35.07 + 1.40°2 0.16 +0.20b
Aceténico 26.76 + 4.902 0.67 £ 1.60P
G. sepium Acuoso A 1540+ 1.40° 1.78 £0.90°
70:30 A 19.59 + 1.70 @ 2.40 £ 050°P
Aceténico B 100.0 + 0.00 2 7985+ 12P
G. ulmifolia Acuoso A 2726 £ 34079 248 +3.10b
70:30 B 4542 + 23032 095+ 120P
Aceténico A 21.46 +£3.002 159 £ 1.50b

Las letras mintsculas diferentes en la misma fila y diferentes letras capitales entre métodos de extraccion de la misma planta, representan diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05).

Participacidn de los compuestos polifendlicos en la actividad
ovicida de los extractos de plantas bioactivas

La adicién de PeG evidencid la participacion de los compuestos polifendlicos en la
mayorfa de los extractos de plantas, restaurando los valores de eclosion de huevos
a valores similares a los obtenidos con los controles negativos (agua destilada o
DMSO 2.5%) (cuadro 2). El polimero hidrofilico PEG se ha utilizado para evaluar la
participacion de los compuestos polifendlicos en la bioactividad de los extractos
(Makkar 2003). Tras la adicién de PEG, los valores inhibitorios de la mayoria de los
extractos se restauraron a valores similares a los obtenidos en los controles nega-
tivos, esto indica la predominancia de la participacion de los polifenoles (cuadro
7). Sin embargo, después de afiadir PEG a G. sepium-AC, se observaron valores
inhibitorios de 79.85 £ 1.29%, lo que sugiere la posible participacion de otros fito-
quimicos en la actividad ovicida de los extractos acetonicos.

El anédlisis de cromatografia en capa fina es una de las técnicas mas empleadas
para la identificacion y diferenciacion de fitoquimicos en las plantas medicinales
(Rafi et al. 2011). Las cromatografias obtenidas con cada extracto de planta, asf
como la aplicacion de PeG sugieren que, flavonoides de mediana polaridad tienen
efecto ovicida contra C. punctata.

Nuestros resultados son consistentes con autores que reportan flavonoles
como la querceting, la rutina y el kenferol con propiedades antihelminticas (Barrau
et al. 2005). Por otro lado, el anélisis fitoquimico de G. sepium-Ac reveld poseer,
como componente principal, un fitoquimico de baja polaridad, visible bajo luz UV
de onda corta (254 nm), pero no-reactivo a As y NEU. Ademds, PEG no logro res-
taurar la inhibicion de la eclosién de huevos a los valores control (79.85 + 1.2%),
situacion que sustenta la hipdtesis de la presencia de un fitoquimico no flavonoide
con actividad-aH y difiere de lo reportado por Wabo Poné et al. (2011), quienes
relacionaron la participacién de los Tc de los extractos aceténicos de G. sepium
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Cuadro 3. Rendimiento de fitoquimicos de las cuatro plantas utilizando tres métodos de extraccion
(acuoso, acetona:agua, acetonico).

Rendimiento de extracto (%)

Material vegetal
T S BT
L. leucocephala 6.40 7.31 1.33
C. argentea 6.44 9.79 2.67
C. sepium 5.74 9.53 1.01
G. ulmifolia 5.78 10.62 1.00
Mean + SE 6.09+0.17 ¢ 931 +0.91b 1.50 £ 0.31¢

Las letras diferentes en las medias de cada método de extraccion representan diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

con la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus. En esta investigacién no
fue posible la elucidacion estructural del fitoquimico involucrado en el efecto AH; a
pesar de ello, esta informacion ayudarad a comprender los posibles mecanismos de
accion sobre C. punctata.

Rendimiento de los extractos de plantas

La extraccion fotoquimica arrojo diferencias de rendimiento entre los métodos de
extraccion (P < 0.05). El rendimiento de la extraccién aw fue de 10.04 = 0.91%
(Media + EE). Los rendimientos individuales se presentan en el cuadro 3. En este
andlisis, también se compararon los métodos de extraccién con base en su acti-
vidad ovicida, donde observamos los mejores valores inhibitorios cuando utiliza-
mos las extracciones uni-solventes (G. sepium-AC y L. leucocephala-aq), lo que
nos lleva a la percepcion de que compuestos con polaridades similares pudiesen
incrementar la bioactividad. Sin embargo, el desempefio general de cada méto-
do de extraccion mediante el andlisis de ClLs(, fue (Media & EE): 16.64 + 4.27,
1241+ 1.19y 13.49 + 459 mg mL"! para AQ, AW y AC respectivamente (cuadro 3).
Mas aun, entre los métodos de extraccién, el método Aw tuvo el mayor porcentaje
de rendimiento (P < 0.05).

Los andlisis de esta investigacion permitieron determinar que: i) los flavonoi-
des poseen propiedades ovicidas, y ii) los flavonoides son los fitoquimicos pre-
dominantes en las extracciones aw. Esto es consistente con estudios previos que
sefialan la extraccién acetona:agua como el sistema més eficiente para la recupe-
racion de fenoles (Chavan et al. 2001; Chavan 2013).

También estudios fitoquimicos previos han manifestado efectos agonistas/an-
tagonistas entre componentes del mismo extracto (Biavatti 2009), fenémeno que
explicaria por qué el extracto G. sepium-ac mostré un efecto ovicida excepcional,
pero la bioactividad fue préacticamente nula en la extraccién acetona:agua. No obs-
tante, estas tendencias solo se observaron con una de las cuatro plantas analizadas
(G. sepium) y, en general, la actividad AH en la extraccion aw fue igual o mayor; sin
embargo, se requiere de un fraccionamiento bio-dirigido de los fitoquimicos que
permita la identificacién de las moléculas activas presentes en cada extracto, asi
COMO sus interacciones.
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Conclusiones

Esta investigacion corroboro el potencial ovicida de los extractos acetona:agua de
las plantas contra C. punctata. El uso de PeG afirmoé que los compuestos polife-
nolicos son los fitoquimicos involucrados principalmente con la actividad AH. Leu-
caena leucocephala y Gliricidia sepium fueron los forrajes con mayor actividad
antihelmintica, y se recomienda considerarlos para evaluaciones in vivo posteriores.
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