
1168 

https://doi.org/10.22319/rmcp.v12i4.5894 

Artículo 

Variabilidad en el contenido de polifenoles, actividad biológica y 

antihelmíntica de extractos metanol:agua de las hojas de Gymnopodium 

floribundum Rolfe 

 

Guadalupe Isabel Ortíz-Ocampo a 

Carlos Alfredo Sandoval-Castro a 

Gabriela Mancilla-Montelongo b 

Gloria Sarahi Castañeda-Ramírez a 

José Israel Chan Pérez a 

Concepción Capetillo Leal a 

Juan Felipe de Jesús Torres-Acosta a* 

 

a Universidad Autónoma de Yucatán, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Km 

15.5 Carretera Mérida-Xmatkuil, 97315, Mérida, Yucatán, México.  

b CONACYT–Universidad Autónoma de Yucatán, Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia. Km 15.5 Carretera Mérida-Xmatkuil, 97315, Mérida,Yucatán, México.  

 

*Autor de correspondencia: tacosta@correo.uady.mx 

 

Resumen:  

Se determinó el efecto del mes de cosecha y edad de las hojas de Gymnopodium floribundum 

sobre el contenido de compuestos polifenólicos (fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y 

taninos condensados (TC)) de extractos metanol:agua. Además, se determinó la actividad 

biológica de los polifenoles medida como la capacidad de precipitar proteína (PP), inhibir la 

eclosión de huevos (EH), y el desenvaine larval (IDL) de Haemonchus contortus. Se 

cosecharon hojas de G. floribundum en cuatro meses del año: diciembre, marzo, junio y 

mailto:tacosta@correo.uady.mx


Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(4):1168-1187 
 

1169 

septiembre. Se obtuvieron 24 extractos metanol:agua (70:30), 12 producidos de hojas de edad 

variada (EV) y 12 de hojas de 90 días (E90). Todos los extractos ocasionaron similar PP 

independientemente de edad y mes de cosecha. La inhibición de la EH solo fue significativa 

para el extracto EV de diciembre (CE50 = 374.4 μg/ml; P<0.05). Los extractos de hojas E90 

mostraron una CE50 > 1500 μg/ml en diciembre, junio y septiembre. Aunque todos los 

extractos inhibieron el desenvaine larval (IDL), la menor CE50 fue la del extracto de hojas 

EV de junio (CE50 = 80.4 μg/ml; P<0.05). La incubación de extractos con 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) limitó la IDL (P<0.05), pero los polifenoles solo explicaron 

parte de esa actividad. En conclusión, el contenido de TC de los extractos de hojas de G. 

floribundum depende de su edad y mes de cosecha. Los polifenoles mostraron actividad de 

PP y se asociaron parcialmente con la IDL. Sin embargo, los polifenoles no explican la 

actividad contra huevos de H. contortus.  

Palabras clave:  Polifenol, Antihelmíntico, Haemonchus contortus, Precipitación de 

proteína, Extractos, Taninos.  
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Introducción 
 

Los ovinos y caprinos que ramonean en la selva baja caducifolia (SBC) de Yucatán consumen 

cantidades variables de follaje de una amplia variedad de especies de plantas ricas en 

taninos(1). Una de las especies más consumidas es el Gymnopodium floribundum que es un 

árbol de talla baja abundante en la SBC y que ha sido estudiado por su contenido de 

compuestos secundarios (CS)(2). Entre los CS reportados para G. floribundum se encuentran 

los compuestos volátiles (E)-ocimeno, 2-etil-1-hexanol y linalool presentes en sus flores(3). 

Las hojas de esta especie contienen otros CS importantes como los polifenoles, i.e. fenoles 

totales (FT), taninos totales (TT) y taninos condensados (TC)(1,2). Los polifenoles pudieran 

estar involucrados en la defensa de las plantas contra infecciones por bacterias y hongos 

fitopatógenos y también limitan el consumo de las hojas por los herbívoros vertebrados e 

invertebrados(4,5,6). Esto último pudiera estar relacionado con las propiedades astringentes de 

los polifenoles. La capacidad de los polifenoles para limitar el consumo de hojas por parte 

de los herbívoros también ha sido descrita para los pequeños rumiantes pastoreando en 

algunos ecosistemas, ocasionando baja productividad animal(7). Sin embargo, el efecto de 

reducir el consumo no se ha encontrado en los pequeños rumiantes ramoneando en la SBC(8). 

Por el contrario, ovinos y caprinos ramoneando en la SBC buscan consumir el follaje de 

diferentes especies de plantas con elevado contenido de TC posiblemente como una 
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estrategia para bloquear el exceso de nitrógeno en su dieta, favoreciendo un mejor balance 

de nitrógeno y energía, y reduciendo la necesidad de eliminar nitrógeno en la orina(2). Esto 

se debe a que los polifenoles tienen la capacidad de precipitar proteínas (PP) en la dieta(9,10). 

La PP es la propiedad de los polifenoles para formar complejos con proteínas y otras 

macromoléculas que poseen grupos carbonilo y amino, formando enlaces de hidrógeno con 

macromoléculas susceptibles de autooxidación para formar enlaces covalentes(5). Se 

desconoce si la actividad de PP de los polifenoles varía a lo largo del año en las hojas de G. 

floribundum.  

 

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que los extractos del follaje de G. 

floribundum tienen actividad antihelmíntica (AH) in vitro contra huevos y larvas de H. 

contortus(11,12), y se ha demostrado que los polifenoles están involucrados en dicha 

actividad(12). La actividad AH in vitro fue confirmada recientemente en estudios in vivo 

usando follaje de G. floribundum en la dieta de corderos infectados con H. contortus(13). Lo 

anterior permite considerar a las hojas de G. floribundum como un alimento con potencial 

nutracéutico que pudiera ser usado en el control de nematodos gastrointestinales (NGI). Sin 

embargo, se ha reportado variabilidad en el contenido de polifenoles en las hojas de los 

árboles forrajeros ricos en polifenoles de la SBC como Acacia pennatula, Lysiloma 

latisiliquum y Psicidia piscipula(14). Así mismo, las hojas de G. floribundum muestran 

variación en su contenido de polifenoles, siendo mayor en época de lluvias (33.8 %), periodo 

de rápido crecimiento foliar, y menor en época de secas (9.5 %), cuando los árboles pierden 

su follaje(2,13). Recientemente, un estudio anual de las hojas de G. floribundum confirmó que 

la edad de las hojas y el mes de cosecha afectan su composición bromatológica y su contenido 

de polifenoles(15). Lo anterior sugiere que es indispensable estudiar la variabilidad del 

contenido de compuestos bioactivos en las plantas para hacer uso racional de estos recursos 

como nutracéuticos(6,16,17).  

 

Hasta el momento no existen estudios que identifiquen la variabilidad en el contenido de 

polifenoles y su actividad biológica en árboles tropicales. Este estudio determinó el efecto 

del mes de cosecha y edad de las hojas de G. floribundum sobre el contenido de compuestos 

polifenólicos de extractos metanol:agua y la actividad biológica de los polifenoles medida 

como su capacidad de precipitar proteína (PP), inhibir la eclosión de huevos e inhibir el 

desenvaine larval de H. contortus. 

 

Material y métodos 
 

Lugar de colecta de material de Gymnopodium floribundum 

 

El estudio se llevó acabo en el periodo comprendido entre el 18 de diciembre de 2017 y el 

21 de diciembre de 2018. Se realizó en un área experimental de SBC de 12,000 m2 (50  240 
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m) ubicado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma 

de Yucatán, México (20°51'93.2'' N y 89°37'11'' O, a 10 msnm). El área experimental cuenta 

con un clima AW0 (cálido subhúmedo con lluvias en verano). El tipo de suelo se clasifica 

como cambisol y luvisol. La temperatura máxima promedio fue 32 °C y la mínima de 16 ºC 

con una precipitación pluvial anual que varía de 984.4 mm a 1,092 mm, distribuida de junio 

a noviembre(18).  

 

Colecta y producción de extractos de hojas de Gymnopodium floribundum 

 

El material vegetativo se cosechó trimestralmente a mano en las siguientes fechas: (a) 18 al 

21 de diciembre de 2017 y 2018, (b) 18 al 21 de marzo 2018, (c) 18 al 21 de junio 2018, y 

(d) 18 al 21 de septiembre de 2018. Se conformaron tres muestras compuestas en los 

diferentes meses de cosecha. Cada muestra se formó con la totalidad de las hojas de cuatro 

árboles. Las muestras de hojas de edad variada (EV) incluyeron las hojas de ejemplares no 

defoliados previamente. Las muestras de hojas de 90 días de edad (E90) se obtuvieron de los 

mismos ejemplares a los 90 días postcosecha. A las hojas frescas de cada muestra se les 

añadió metanol:agua (70:30 v/v) y se homogenizaron con una licuadora (Oster®, México) 

durante < 1 min, hasta lograr un tamaño de partícula homogéneo. A la mezcla se le adicionó 

ácido ascórbico y se dejó macerar por 24 h. Posteriormente, la mezcla se filtró usando gasa 

y papel filtro de poro grande No. 50 (Tequimec SDRL, México). Para obtener el extracto, el 

disolvente (metanol) se evaporó a 50 °C empleando presión reducida (rotavapor Ika®, 

Alemania). La clorofila y los lípidos se removieron de la fracción acuosa utilizando cloruro 

de metileno (1:1 v/v, 3-7 lavados). Finalmente, el resto de la fracción se liofilizó, se envasó 

y se mantuvo en refrigeración a 4 °C hasta su uso. 

 

Determinación de polifenoles en los extractos 

 

Se cuantificó la cantidad de fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y taninos condensados 

(TC) de cada extracto obtenido de cada edad y mes de cosecha. La técnica de Folin-Ciocalteu 

se usó para determinar los FT(19). El contenido de TT se determinó mediante la técnica de 

Folin-Ciocalteu + PVPP(19). El contenido de TC de los extractos se determinó mediante la 

prueba de vainillina(20). 

 

Producción de huevos y larvas de Haemonchus contortus 

 

Los huevos y larvas en fase infectiva (L3) de H. contortus se obtuvieron de animales 

donadores infectados artificialmente con H. contortus (aislado Paraíso, Yucatán, México). 

Se colectaron huevos frescos de las heces de cada animal donante. Las heces de los donantes 

se colectaron directamente del recto de los mismos, usando bolsas de plástico nuevas y las 

heces se procesaron en las 3 h siguientes a su recolección. Aproximadamente 10 g de heces 
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fueron macerados en 100 ml de agua purificada. La suspensión se filtró con una gasa. El 

material filtrado se centrifugó (168 xg/5 min/21 °C) usando tubos cónicos de 15 ml. El 

sobrenadante se desechó y el sedimento se mezcló con una solución saturada elaborada con 

azúcar de caña comercial (densidad relativa 1.28). Una vez mezclado, el sedimento se 

homogeneizó mediante un vortex. La suspensión se centrifugó (168 xg/5 min/21 °C). La capa 

superficial de la solución se recuperó con un asa bacteriológica. Los huevos se lavaron tres 

veces con agua purificada para eliminar el azúcar restante y se volvieron a suspender en tubos 

de 15 ml que contenían 10 ml de solución salina de fosfatos (PBS 0.01 M: NaCl 0.138 M, KCl 

0.0027 M, KH2PO4 0.001M, Na2HPO4 0.0081M; pH 7.4; Sigma® USA). Se determinó la 

concentración de huevos y la suspensión se diluyó a 150 huevos / ml de PBS para su uso en 

la prueba de eclosión de huevos (EH)(12).  

 

Para la prueba de inhibición del desenvaine larval (IDL) se recuperaron heces de los animales 

donadores y se enjuagaron en un colador con agua corriente para eliminar la hierba u otros 

desechos. Las heces se colocaron en placas Petri (15 cm de diámetro), se incubaron por cinco 

días a 28 °C y se hidrataron a diario manualmente con un rociador de agua. Las larvas L3 se 

cosecharon usando la técnica de Baermann y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. La edad de 

las larvas empleadas en la IDL fue de entre 2 y 5 semanas(12,21). 

 

Actividad antihelmíntica in vitro contra huevos de Haemonchus contortus 

 

Se prepararon soluciones madre (10,000 μg/ml de PBS) para cada extracto probado. Se usó 

PBS como control negativo. Se prepararon alícuotas de 0.5 ml de las distintas diluciones 

(3600, 2400, 1200, 600, 300 y 150 μg/ml de PBS) a partir de la solución madre de cada 

extracto de planta en placas de 24 pozos. Se adicionaron 0.5 ml de la suspensión de huevos 

(150 huevos / ml) a cada pozo hasta lograr un volumen final de 1 ml. Se utilizaron seis 

réplicas para cada concentración de extracto. Las placas de pozos múltiples se incubaron a 

28 °C (48 h). Al final de dicho proceso, se agregaron dos gotas de Lugol a cada pozo para 

detener la eclosión, además de teñir los huevos y las larvas(22, 23).  

 

Se contaron los huevos no larvados, los huevos larvados y las larvas L1 de cada pozo y se 

calculó el porcentaje de eclosión con la fórmula: 

 

Eclosión huevos%= (100) (larvas L1) / (huevos larvados + huevos + larvas L1) 

 

Para determinar el papel de los polifenoles en el efecto AH de los extractos, se utilizó un 

inhibidor de los taninos, la polivinilpolipirrolidona (PVPP)(11,19). En estos bioensayos se 

incluyó únicamente la concentración de 3,600 µg de extracto / ml PBS (con y sin PVPP) y 

sus respectivos controles PBS(24). 
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Prueba de inhibición del desenvaine larval (IDL) de Haemonchus 

contortus 

 

Se agregaron 1,000 μl de suspensión de L3 (∼1,000/ml) a cada tubo para obtener las 

concentraciones finales de extracto (1,200, 600, 400, 200, 100, 30 μg/ml) a partir de las 

respectivas soluciones madre de G. floribundum. Como control negativo se usó un tubo que 

contenía 1,000 μl de PBS sin extracto. Las larvas se incubaron durante 3 h (24 °C). Se 

colocaron alícuotas de cada suspensión de larvas en microviales (200 μl en cada uno.) con 

cuatro repeticiones para cada concentración y el control PBS. El desenvaine de L3 fue 

inducido  artificialmente  con  una solución  de hipoclorito  (2.2 %) e hidróxido  de sodio  

(0.7 %) (Clorox®) diluido a 1/300, 1/343, 1/400 y 1/480. La cinética del desenvaine se estimó 

contando larvas con vaina y sin vaina con un microscopio (10x), y se registró el desenvaine 

a los 0, 20, 40 y 60 min(23). Se calculó el porcentaje de desenvaine de larvas L3 para cada 

punto de medición usando la siguiente fórmula: 

 

Desenvaine (%) = (100) (total de L3 sin vaina) / (L3 con vaina + L3 sin vaina)  

 

Para determinar el papel de los polifenoles en el efecto AH de los extractos, se utilizó un 

inhibidor de taninos, el PVPP(12,19). Para cada extracto se incluyó únicamente la dosis de 1200 

µg/ml PBS (con y sin PVPP) y sus respectivos controles PBS. 

 

Precipitación de proteína mediante la técnica de difusión radial 

 

Se determinó la PP como un indicador de la actividad biológica de los polifenoles. Se realizó 

mediante el ensayo de difusión radial(25). La técnica identifica la capacidad de los polifenoles 

para unirse a moléculas de proteína (por ejemplo la hemoglobina bovina) en una placa con 

agar. Se preparó gel de agarosa al 1% (Baker®, Alemania) en tampón de acetato y 

hemoglobina bovina (Sigma®, Alemania) (100 mg/L agar). El pH se ajustó a 5.0 con NaOH. 

Se colocaron 10 ml de agar en placas de Petri de 10 cm de diámetro. En el agar de cada placa 

de Petri se formaron cinco pozos de 4 mm de diámetro cada uno (uno en el centro y las cuatro 

restantes en las posiciones de 0, 90, 180 y 270 grados). En estos últimos se adicionaron 15 

μl de una solución de cada extracto y se incubaron durante 48 h a 25 ºC. Al término de ese 

tiempo se midió el halo que se formó alrededor de cada pozo. Este halo es el resultado de la 

precipitación de la hemoglobina por acción de los polifenoles de cada extracto. La PP se 

ponderó por la concentración de TT, FT y TC contenida en cada extracto evaluado. Para esto 

se utilizó la fórmula descrita por Hagerman(25):  

 

PP = ((D22-D12) / T); donde: D1: diámetro menor poceta (mm); D2: diámetro mayor (mm); 

T: Fenoles totales o taninos totales o taninos condensados (mg). 
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Procesamiento de datos y análisis estadísticos 

 

Se determinó el efecto de la edad de las hojas (EV o E90) y el mes de cosecha, así como su 

interacción sobre la composición de polifenoles (FT, TT, TC) mediante respectivos modelos 

lineales generalizados (MLG). Posteriormente la comparación de medias se realizó mediante 

la prueba de Tukey con α<0.05(26). 

 

Para la prueba de la EH, se registró el número de huevos que permanecieron en estado de 

mórula (MOE), huevos que desarrollaron una larva, pero no eclosionaron (LFE) y número 

de larvas que emergieron de los huevos como resultado de su exposición a diferentes 

extractos en la concentración respectiva previamente descrita. Esta información se utilizó 

para determinar la tasa de eclosión de huevos (%EH) y la inhibición de la eclosión de huevos 

(%IEH) de la siguiente manera(24,27): 

 

%EH =
Número de larvas

número de huevos morulados + huevos con larva + número de larvas
× 100 

 

%IEH =  100 − %EH 

 

El porcentaje de huevos morulados que no formaron larva (efecto ovicida) se calculó así: 

%MOE =
Número de huevos morulados

número de huevos morulados + huevos con larva + número de larvas
× 100 

 

El porcentaje de huevos con larva que no eclosionó (%LFE) se calculó así:  

%LFE =
Número de huevos que contienen larvas

número de huevos morulados + huevos con larva + número de larvas
× 100 

 

El porcentaje del desenvaine (%D) y el de inhibición del desenvaine (%IDL) se determinaron 

con las siguientes fórmulas(28): 

%D =
Larvas L3 con vaina

larvas con vaina + larvas sin vaina
× 100 

 

%IDL =  100 − %D 

 

La inhibición de la EH y los resultados de IDL obtenidos para los diferentes extractos se 

analizaron con los respectivos modelos lineares generalizados (MLG) para evaluar las 

diferencias entre el control PBS y las diferentes concentraciones de extracto analizados. Los 

datos obtenidos de las incubaciones de PVPP de cada extracto se analizaron usando un diseño 

completamente al azar (MLG con comparaciones realizadas con el grupo control respectivo 

para cada extracto)(26). 
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La concentración efectiva requerida para inhibir el 50 % de la eclosión de huevos, o el 50 % 

del desenvaine de las L3 (concentración efectiva 50 %; CE50) se estimó con los datos 

obtenidos de las pruebas de EH e IDL respectivamente para cada extracto de planta probado 

usando el software PoloPlus 1.0(29). 

 

Se realizó la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos de PP, EH e 

IDL. Se analizó la actividad biológica respectiva (PP, EH e IDL) mediante un MLG y los 

efectos principales de la edad de las hojas (EV y E90) y el mes de cosecha (cuatro meses de 

cosecha), así como su interacción. La comparación de medias se realizó mediante la prueba 

de Tukey con α<0.05. Adicionalmente se realizaron respectivas correlaciones de Pearson 

para determinar la asociación entre el contenido de polifenoles (FT, TT y CT), y la PP, así 

como de las CE50 de EH e IDL respectivamente(26). 

 

Resultados 
 

En el Cuadro 1 se muestra el contenido de FT, TT y TC, en los extractos de las muestras 

compuestas de hojas de G. floribundum de diferentes edades. El contenido de FT y TT no 

fue modificado por el mes de cosecha, la edad o la interacción (P>0.05). Sin embargo, sí se 

encontraron diferencias significativas en el contenido de TC debidas a la interacción entre la 

edad de las hojas y el mes de cosecha, como se puede apreciar para los extractos de marzo 

(secas) y de junio (lluvias) de las hojas EV (P<0.05). Así mismo, en el mes de junio (lluvia) 

se observó un mayor contenido de TC en las hojas EV que en las hojas E90 (P<0.05). 

 

Cuadro 1: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre el contenido de 

polifenoles en los extractos metanol:agua de hojas de Gymnopodium floribundum 

 Fenoles 

Totales (%) 

Taninos  

totales (%) 

Taninos 

condensados (%)* 

Extractos de hojas de edad variable (EV) 

Diciembre  19.3ª 2.9ª 65.9ab 

Marzo  20.2ª 4.4ª 48.7b 

Junio  28.2ª 6.7ª 131.7ª 

Septiembre  26.1ª 10.4ª 106.9ab 

Extractos de hojas de edad de 90 días (E90) 

Diciembre 20.0ª 5.4ª 69.5ab 

Marzo 20.8ª 9.0ª 65.9ab 

Junio  24.5ª 6.4ª 49.8b 

Septiembre  27.6ª 12.9ª 99.2ab 

Error Estándar 1.83 2.80 13.50 
a,b Diferentes literales en la misma columna indican diferencias a P<0.05. 

*: Equivalentes a catequina. 
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Prueba de eclosión de huevos (EH) 

 

El extracto de hojas EV cosechadas en diciembre fue el único que mostró actividad sobre la 

EH de H. contortus (CE50 = 374.4 μg/ml). En el Cuadro 2 se puede observar que los extractos 

de hojas E90 de G. floribundum de diciembre, junio y septiembre mostraron una baja 

actividad sobre la EH (CE50 >1,500 μg/ml), mientras que para el extracto de marzo no fue 

posible calcular la CE50. 

 

Cuadro 2: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre la concentración 

efectiva (CE50) e intervalo de confianza de los extractos metanol: agua de hojas de 

Gymnopodium floribundum sobre la eclosión de huevos de Haemonchus contortus 

 CE50 

(μg/ml) 

IC95%  

(μg/ml) 

Extractos de hojas de edad variable (EV) 

Diciembre 374.4ª 282.08 - 473.66 

Marzo  Sin actividad - 

Junio  Sin actividad - 

Septiembre  Sin actividad - 

Extractos de hojas de 90 días de edad (E90)  

Diciembre  3088.3b 2262.45 - 4192.55 

Marzo  Sin actividad - 

Junio 1907.5b 1783.75 - 2029.55 

Septiembre 1575.0b 981.26 - 2395.96 
a,b Diferentes literales en la misma columna indican diferencias a P<0.05. 

 

En el Cuadro 3 se aprecia el efecto de bloquear los polifenoles mediante PVPP sobre la 

proporción de MOE, LFE y L1 de huevos incubados con los diferentes extractos de G. 

floribundum. Los diferentes extractos mostraron una actividad más orientada a retener a las 

larvas L1 dentro de los huevos (LFE). Sin embargo, al bloquear a los polifenoles se observó 

mayor actividad ovicida para los extractos de hojas EV (diciembre y marzo). Los análisis de 

correlación no mostraron asociación entre el contenido de FT, TT o TC, y la CE50 de 

inhibición de la eclosión de huevos (P>0.05). 
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Cuadro 3: Efecto de la incubación de huevos de Haemonchus contortus en diferentes 

extractos de Gymnopodium floribundum a la concentración de 3,600 μg/ml, con y sin 

polivinilpolipirrolidona (PVPP), sobre la proporción (%) de huevos que permanecieron en 

estado de mórula (MOE), larvas sin eclosionar de sus huevos (LFE) y larvas (L1) 

 Etapa de 

vida 

PBS 

(%) 

3,600 μg/ml 

(%) 

3,600 μg/ml 

+ PVPP (%) 

Error 

estándar 

Extracto de hojas de edad variable (EV) 

Diciembre MOE 5.14a 8.60b 12.97a 4.40 

 LFE 1.60a 66.69b 86.33c 2.65 

 L1 93.25a 24.71b 0.70c 2.52 

Marzo  MOE 4.91a 7.72ª 13.67a 3.56 

 LFE 0.62a 28.60b 82.80c 0.79 

 L1 94.46a 63.69b 3.54c 3.97 

Junio MOE 2.35a 4.62ª 29.27a 8.13 

 LFE 1.22a 22.25ª 33.37b 8.41 

 L1 96.42a 73.13ª 35.37b 8.12 

Septiembre  MOE 7.37a 9.86ª 10.16a 1.11 

 LFE 0.14a 25.11b 26.58b 0.94 

 L1 92.50a 65.03b 63.27b 1.69 

Extractos de hojas de 90 días de edad (E90) 

Marzo  MOE 7.37a 9.86b 10.16c 0.77 

 LFE 0.14a 25.11b 26.58c 0.82 

 L1 92.50a 65.03b 63.27b 1.37 

Junio  MOE 0.37a 3.48b 41.09c 0.77 

 LFE 9.21a 25.83b 83.55c 2.46 

 L1 90.42a 70.69b 2.36c 3.11 

Septiembre  MOE 11.66a 15.91ª 15.28a 3.14 

 LFE 0.14a 37.61b 34.11b 0.90 

 L1 88.20a 46.47b 50.61b 1.90 

Diciembre  MOE 10.95a 19.52b 11.74a 2.02 

 LFE 0.48a 33.13b 34.85b 0.96 

 L1 88.57a 47.35b 53.41c 2.06 
abc Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa entre los grupos PBS, extracto y  

extracto+PVPP (P<0.05). 
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Prueba de inhibición del desenvaine larval (IDL) 

 

La CE50 obtenida con los diferentes extractos de G. floribundum de hojas EV y E90 con la 

prueba de IDL, se presenta en el Cuadro 4. Se observó un efecto significativo de la interacción 

entre edad de hojas y mes de cosecha. En el caso de los extractos de hojas EV, todos los 

meses de cosecha mostraron diferente actividad, siendo el extracto de junio el más activo y 

el de marzo el menos activo (P<0.05). Por su parte, los extractos de hojas E90 también fueron 

diferentes para cada mes (P<0.05), siendo el más activo el de septiembre y el menos activo 

el de junio. 

 

Cuadro 4: Efecto de la edad de las hojas y del mes de cosecha sobre la concentración 

efectiva (CE50) e intervalo de confianza de los extractos de hojas de Gymnopodium 

floribundum sobre el desenvaine de L3 de Haemonchus contortus 

 CE50  

(μg/ml) 

IC95% 

(μg/ml) 

Extractos de hojas de edad variada (EV) 

Diciembre 199.9ef 136.67 - 279.12 

Marzo 283.5gh 207.27 - 382.01 

Junio 80.4ª 55.83 - 104.55 

Septiembre 146.1bc 119.93 - 175.37 

Extractos de hojas de 90 días de edad (E90)  

Diciembre 168.3de 134.10 - 205.21 

Marzo 146.1cd 119.93 - 175.37 

Junio 263.6fg 245.33 - 281.28 

Septiembre 108.4ab 81.41 - 139.02 
abcdefgh Diferentes letras en la misma columna indican una diferencia significativa (P<0.05). 

 

En el Cuadro 5 se presenta el efecto de los extractos de hojas de G. floribundum de diferente 

edad y mes de cosecha sobre los porcentajes de IDL de las L3 de H. contortus, con o sin la 

adición de PVPP para bloquear a los polifenoles. El uso de PVPP mostró que la inhibición 

del desenvaine se debe parcialmente a los polifenoles, y hace evidente que otros CS 

participan en la IDL. Además, los análisis de correlación no mostraron asociación entre los 

contenidos de FT, TT o TC, y la CE50 de IDL. 
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Cuadro 5: Efecto de la incubación de L3 de Haemonchus contortus en diferentes extractos 

metanol:agua  de Gymnopodium floribundum con y sin polivinilpolipirrolidona (PVPP) 

sobre el porcentaje de inhibición del desenvaine 

 PBS  

(%) 

1,200 μg/ml 

(%) 

1,200 μg/ml + PVPP 

(%) 

Error 

estándar 

Extractos de hojas de edad variada (EV) 

Diciembre 0.2ª 100.0b 60.0c 6.75 

Marzo 0.0a 100.0b 65.5c 9.94 

Junio 3.4ª 100.0b 45.7a 20.80 

Septiembre 2.9a 100.0b 79.3b 13.25 

Extractos de hojas de 90 días de edad (E90) 

Diciembre 2.1a 92.0b 36.6a 9.24 

Marzo 3.1 a 100.0b 53.5b 11.18 

Junio 0.3a 100.0b 76.1c 3.34 

Septiembre 0.4a 100.0b 86.7b 2.51 
abc Diferentes letras en la misma columna indican una diferencia significativa (P<0.05). 

 

Prueba de difusión radial para medir la precipitación de proteína (PP) 

 

La PP obtenida con los extractos de hojas de G. floribundum no mostró diferencias debidas 

a la edad de las hojas o el mes de cosecha (Cuadro 6). El análisis de correlación demostró 

que un mayor contenido de FT, TT o TC en los extractos no influyó sobre la PP. 

 

Cuadro 6: Efecto de la edad y mes de cosecha de hojas de Gymnopodium floribundum 

sobre la precipitación de proteína (PP) medida por el método de difusión radial y su 

relación con el contenido de fenoles totales (FT), taninos totales (TT) y taninos 

condensados (TC) 

 
PP-FT 

(mm/mg) 

PP-TT 

(mm/mg) 

PP-TC 

(mm/mg) 

Extractos de hojas de edad variada (EV) 

Diciembre 9.29ª 64.65ª 2.75ª 

Marzo 9.23ª 43.15ª 4.38ª 

Junio 8.29ª 34.96ª 1.87ª 

Septiembre 9.37ª 40.69ª 2.29ª 

Extractos de hojas de 90 días de edad (E90) 

Diciembre 10.05ª 42.65ª 2.09ª 

Marzo 11.95ª 40.69ª 3.79ª 

Junio 7.93ª 38.14ª 4.68ª 

Septiembre  9.57ª 28.34ª 2.68ª 

Error estándar 1.03 11.05 0.63 
a Valores en columnas con la misma literal no difieren significativamente P>0.1 
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Discusión 
 

Composición de polifenoles en los extractos de Gymnopodium floribundum 

 

Los valores reportados en el presente estudio para FT y TT son semejantes a los reportados 

previamente para extractos metanol:agua y acetona:agua elaborados con hojas de la misma 

especie de planta(11,12). Un aspecto interesante del contenido de FT y TT es que se 

mantuvieron relativamente constantes para los diferentes extractos independientemente de la 

edad de las hojas o el mes de cosecha. En el caso de los FT, esto pudiera deberse a que la 

planta necesita una cantidad constante de estos compuestos ya que son intermediarios de 

diferentes rutas biosintéticas de la planta(30). En el caso de los TT, que son compuestos más 

complejos, la semejanza en su contenido pudiera deberse a que estos son afectados por 

variables distintas a las dos evaluadas en el presente estudio. 

 

En cuanto al contenido de TC, solo se tiene un estudio previo de un extracto de G. 

floribundum elaborado con hojas EV obtenido en época de seca(11) y en éste se reportó un 

valor semejante al de hojas EV de marzo del presente estudio. Sin embargo, el presente 

estudio mostró que existen diferencias en el contenido de TC debidas a la interacción entre 

edad de hojas y mes de cosecha. La variación en el contenido de TC de hojas de G. 

floribundum debidas al mes de cosecha ya habían sido sugeridas previamente(1,13,31). La 

diferencia en el contenido de TC fue solo evidente entre las hojas EV de marzo (mes de 

sequía) y junio (mes de lluvias), y de éstas últimas con respecto a las hojas E90 de junio. El 

mayor contenido de TC en las hojas EV de junio pudiera deberse a que las plantas usan los 

TC como una herramienta para defenderse de hongos y bacterias que proliferan en lluvias. 

Por otro lado, las hojas E90 no presentaron un mayor contenido de TC, en comparación con 

las hojas EV. Esto pudiera deberse a que los árboles de donde se cosecharon las hojas E90 

fueron completamente defoliados 90 días antes. Por lo tanto, las hojas E90, que estaban en 

pleno crecimiento, tal vez no podían invertir más recursos de la planta en producir sustancias 

de defensa. 

 

Actividad antihelmíntica de extractos metanol:agua 

 

Prueba de inhibición de la eclosión de huevos (EH) 

 

El extracto de hojas EV de diciembre inhibió significativamente la eclosión de huevos de H. 

contortus y esa inhibición se logró a una CE50 menor que la reportada previamente para el 

mismo tipo extracto de hojas EV(11). Por otro lado, tres de los extractos de hojas E90 (junio, 

septiembre y diciembre) inhibieron la EH, aunque estos extractos tuvieron una CE50 más alta 

que la reportada para hojas EV de este estudio y el reporte previo(11). Con excepción del 

extracto de hojas EV de marzo, la nula o baja actividad sobre la EH por parte de los extractos 
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metanol:agua de G. floribundum es similar a la reportada para otras plantas ricas en 

polifenoles y se ha sugerido que esta baja actividad contra huevos se debe a que los CS que 

se obtienen utilizando metanol o acetona como disolventes orgánicos(11,24,27). El presente 

estudio confirmó también que la actividad contra huevos de H. contortus en los extractos 

metanol:agua de G. floribundum se manifiesta como la presencia de larvas atrapadas dentro 

de los huevos (LFE), tal como había sido reportado(12,24,27). Así mismo, el uso de PVPP 

confirmó que los polifenoles no explican la actividad de inhibición de la EH, sino que el 

bloqueo de polifenoles incrementó el efecto de LFE en los meses de diciembre, marzo y junio 

para los extractos de hojas EV (P<0.05), y en los meses de marzo y junio para los extractos 

de hojas E90 (P<0.05).  

 

Prueba de inhibición del desenvaine larval (IDL) de Haemonchus contortus 

 

Todos los extractos de hojas de G. floribundum inhibieron el desenvaine de L3 de H. 

contortus. Estos resultados coinciden con los estudios previos usando extractos de G. 

floribundum, ya sea metanol:agua(11) o acetona: agua(12,13). La mejor CE50 se observó para el 

extracto de hojas EV del mes de junio (P<0.05), que a su vez fue el extracto con la mayor 

concentración de TC. Esta mayor actividad AH coincide con el momento en que G. 

floribundum empieza su mayor producción de hojas (época de lluvias)(15). Como se 

mencionó, en la época de lluvias la planta pudiera usar los TC de sus hojas para defenderse 

del ataque de insectos, hongos y bacterias(4). El alto contenido de TC en los meses de lluvia 

pudiera también limitar el ataque de herbívoros vertebrados como es el caso de los rumiantes, 

ya que estudios recientes demuestran que los pequeños rumiantes consumen menos follaje 

de G. floribundum en época de lluvias comparado con la época de seca(1,2). 

Coincidentemente, es en la época de seca que las hojas de G. floribundum contienen menos 

TC(15). 

 

Los extractos de G. floribundum disminuyeron su actividad de IDL cuando los polifenoles 

fueron bloqueados con el PVPP (P<0.05). Sin embargo, el PVPP solo bloqueó parcialmente 

la actividad de IDL de los extractos. Esto pudiera deberse a dos fenómenos: (a) no se usó 

suficiente PVPP para bloquear a todos los polifenoles en la solución, y (b) existen otros CS 

que son parcialmente responsables de la actividad IDL. Cualquiera de los dos fenómenos 

pudieran explicar la ausencia de correlación entre la actividad de IDL y los contenidos de 

FT, TT y TC. Esto sugiere que se deberían explorar dosis crecientes de PVPP cuando se 

realiza la prueba de IDL, para confirmar que la dosis usada sí bloquea a la mayoría o totalidad 

de los polifenoles. Por otro lado, sería necesario explorar qué otros CS pudieran ayudar a 

explicar la actividad de IDL no asociada a los polifenoles. Esto requeriría de un proceso de 

fraccionamiento biodirigido. Este tipo de proceso ha pemitido identificar la actividad de 

cromenona(32) y de derivados de ácidos fenólicos (cafeico, cumárico) sobre la inhibición de 

la eclosión de huevos de NGI de rumiantes(33,34). 
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Ensayo de precipitación de proteína 

 

Se observó que todos los extractos precipitaron la proteína hemoglobina. Esto corrobora la 

actividad de PP que se ha reportado para otros árboles forrajeros ricos en polifenoles de 

Yucatán(14). Sin embargo, estos autores determinaron que el extracto acetona:agua de A. 

pennatula tuvo fuerte asociación entre FT y la PP. En el caso de G. floribundum no se 

encontró correlación entre contenido de polifenoles y la PP. Lo anterior pudiera representar 

una oportunidad para que futuros trabajos de investigación pudieran ayudar a seleccionar 

individuos que den lugar a variedades de plantas con diferente contenido de polifenoles o 

con diferente actividad biológica de PP. Es necesario identificar qué factores adicionales 

influyen sobre la expresión de polifenoles en las hojas o su capacidad de PP. En este estudio 

se confirmó que los extractos de G. floribundum precipitan proteínas independientemente del 

mes de cosecha, edad de hojas o su contenido de polifenoles. Por lo tanto, los ovinos y 

caprinos pudieran aprovechar la actividad biológica (PP) de las hojas de G. floribundum 

como parte de una estrategia para sobrevivir en un ambiente donde predominan plantas ricas 

en proteínas (leguminosas). Esto es consistente con la hipótesis de que ovinos y caprinos 

pudieran consumir el follaje de G. floribundum para bloquear parte de la proteína de la dieta 

y ayudar a reducir la vía de eliminación de nitrógeno en la orina que es muy costosa para el 

animal(2,8). 

 

Dado que los extractos mostraron una buena PP medida con hemoglobina, se sugiere evaluar 

esta actividad de PP empleando otras proteínas que pudieran estar más cercanamente 

relacionadas con la actividad AH contra H. contortus. Por ejemplo, se podrían obtener 

proteínas directamente de las L3 (con o sin vaina) de H. contortus ya que estas fases de vida 

estarían en contacto con los polifenoles en el tracto gastrointestinal. Este contacto con los 

polifenoles se produce desde que entran en la boca del rumiante y se mantienen en contacto 

a lo largo del esófago, retículo-rumen, omaso y abomaso, hasta que realizan la invasión de la 

mucosa abomasal para establecerse y pasar a L4. También pudiera evaluarse la PP usando 

proteína de huevos de H. contortus, ya que estos están en contacto con los polifenoles a lo 

largo de todo el tránsito desde su salida del útero del gusano hembra, pasando por el abomaso, 

intestinos delgado y grueso hasta llegar a las heces. Estas evaluaciones pudieran servir como 

modelo para estudiar la interacción parásito-hospedero-planta.  

 

Conclusiones e implicaciones 
 

Existen diferencias en la composición de TC asociadas a la interacción entre la edad de las 

hojas y el mes de cosecha en los extractos metanol:agua de hojas de G. floribundum. La 

actividad de inhibición de la eclosión de huevos fue evidente solo en el extracto de hojas EV 

de diciembre, y tres extractos de hojas E90 presentaron actividad a altas concentraciones. 

Todos los extractos mostraron actividad de inhibición del desenvaine de larvas L3, siendo el 
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extracto de hojas EV de junio el que tuvo mejor actividad. Los polifenoles de los extractos 

mostraron actividad de PP y se asociaron a la inhibición del desenvaine larval de H. 

contortus. Sin embargo, no explican la actividad contra huevos de H. contortus. La principal 

implicación del presente trabajo fue demostrar por primera vez que los FT y TT de extractos 

de hojas de G. floribundum no son modificados significativamente por la edad de las hojas y 

mes de cosecha, en tanto que los TC sí varían. Además, se demostró que la actividad 

biológica de los polifenoles es fuerte para la PP, es parcial para la IDL y es independiente de 

la EH. Esta información sirve como base para la toma de decisiones con respecto a la 

aplicación de las hojas de G. floribundum en la nutrición de rumiantes y para la evaluación 

del potencial nutraceútico contra H. contortus. La variabilidad encontrada también indica que 

existe potencial para la selección de individuos de esta especie que se orienten hacia un mayor 

o menor contenido o actividad de TC. 
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