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RESUMEN 

 

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antihelmíntica in vitro de un extracto 

hidroalcohólico y fracciones de la leguminosa Prosopis laevigata contra el nematodo de 

ovinos Haemonchus contortus, así como la purificación e identificación de al menos un 

constituyente químico responsable de la actividad nematicida. Se preparó una solución 

hidroalcohólica de Agua-MeOH (70:30) a partir de hojas de P. laevigata y, posteriormente, el 

extracto (E-HA) fue biparticionado con acetato de etilo (AcEt) para obtener dos fracciones: 

una acuosa (F-Aq) y otra orgánica (F-AcEt); los disolventes se eliminaron y finalmente se 

liofilizaron. El fraccionamiento químico de la F-AcEt se realizó por cromatografía de columna 

abierta y de capa fina (CCA-CCF) utilizando diferentes sistemas de elución. El tamizaje 

cualitativo fitoquímico del E-HA y F-Aq y F-AcEt se llevaron a cabo por técnicas de 

reacciones químicas colorimétricas. Se usaron micrografías a partir de una cámara ultra digital 

(AxioCam) acoplada a microscopía láser confocal, microscopía electrónica laser confocal 

(MELC) y microscopía electrónica de barrido ambiental (MEBA). Para el seguimiento en el 

aislamiento e identificación de los compuestos se usaron técnicas por análisis por HPLC 

(high-performance liquid chromatography), espectrometría de gases masas y RMN 1H 13C. 

Finalmente, el material biológico se obtuvo mediante técnicas coproparasitoscópicas usando 

un ovino donador de huevos del parásito H. contortus, previamente infectado con larvas 

infectantes (L3). La confrontación in vitro de huevos y larvas con el extracto hidroalcohólico 

(E-HA), fracciones (Aq y AcEt), subfracciones y compuestos se llevaron a cabo en placas de 

microtitulación de 96 pozos (n=4) a diferentes concentraciones. Se usaron controles negativos 

agua destilada y MeOH al 2% (prueba ovicida) y MeOH al 4% (prueba larvicida), además de 

ivermectina (0.5 mg/mL) como control positivo. Las lecturas se llevaron a cabo a las 48 h 
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(prueba ovicida) y 72 h (prueba larvicida) post-confrontación. Los resultados de las pruebas in 

vitro se analizaron bajo un diseño completamente al azar a través de un análisis ANOVA 

utilizando el modelo lineal general (GLM); se utilizó la prueba de Tukey para identificar 

diferencias significativas entre tratamientos utilizando el programa SAS. Los resultados 

mostrados por el E-HA en la prueba ovicida fueron cercanos al 100% a 25 mg/mL; mientras 

que la F-AcEt mostró un efecto letal ovicida del 100% a 0.75 mg/mL. En contraste la F-Aq no 

fue activa. Por otro lado, en la prueba del porcentaje de mortalidad (larvicida), el E-HA mostró 

un 85% de mortalidad a 150 mg/mL, mientras que la F-AcEt a 50 mg/mL exhibió una 

actividad larvicida del 96%; la F-Aq no mostró ninguna actividad. Los resultados de actividad 

larvicida de las subfracciones evaluadas in vitro contra larvas L3 fueron los siguientes: 

subfracción C1F1 a 15 mg/mL =79.47%; subfracción C2F1 a 7.5 mg/mL =100 %; subfracción 

C2F2 a 7.5 mg/mL= 100 % y con la subfracción C2F3 a 15 mg/mL =100%. Por otro lado, los 

compuestos como la luteolina y 4'-O-metilcatequina resultaron sin actividad ovicida, ni 

larvicida. Por otro lado, la mezcla que correspodía a luteolina e isoramnetina exhibió una 

elevada actividad ovicida del 96% a 0.15 mg/mL; en contraste, esta mezcla no registró 

actividad larvicida. Mientras tanto, la isoramnetina fue la responsable de una actividad 

nematicida del 100% contra huevos del parásito a una concentración de 0.07 mg/mL y contra 

larvas mostró una mortalidad del 100% a 7.5 mg/mL. El tamizaje fitoquímico del E-HA, F-Aq 

y F-AcEt reveló la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, terpenos/esteroles y 

saponinas. En tanto, el análisis por CLAR del extracto, fracciones y subfracciones y 

compuestos revelaron compuestos mayoritarios polares y de polaridad media correspondientes 

a compuestos fenólicos entre ellos al grupo de flavonoides. Por espectrometría de gases masas 

y RMN 1H y 13C se identificaron como luteolina, 4'-O-metilcatequina e isoramnetina. Las 

micrografías tomadas por una cámara digital de alta resolución AxioCam, MELC y MEBA, 
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revelaron daños internos en huevos y larvas del parásito atribuidos al compuesto.  Los 

resultados de esta investigación demuestran que las hojas de la planta P. laevigata contiene un 

flavonoide llamado isoramnetina con actividad antihelmíntica in vitro contra H. contortus. 

Esta investigación es el primer informe detallado a nivel mundial acerca de la caracterización 

química de un flavonoide presente en hojas de la planta P. laevigata con actividad 

antiparasitaria in vitro, lo que podría ser una herramienta potencial prometedora contra la 

hemoncosis ovina. 
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INTRODUCCIÓN 

  

Los nematodos son parásitos que afectan plantas, animales y a humanos, además generan 

pérdidas económicas y están asociadas a la pobreza a nivel mundial (Ruppert and Barnes, 

2000; Matamoros et al., 2017; Coello y Guevara, 2019). En la ovinocultura, los nematodos 

gastrointestinales (NGI) o tricostrongilídosis representan unos de los problemas de salud más 

frecuentes, complejos y persistentes en todo el mundo (Vázquez-Prats, 2004; Hoste et al., 

2011). Los NGI afectan la salud de los animales y son los principales responsables de causar 

daños fisiopatológicos que generalmente van asociados con cuadros de diarrea, anorexia, 

debilidad, mucosas pálidas y presencia de edema submaxilar (Macedo-Barragán et al., 2009; 

Rodríguez-Vivas et al., 2017; Jacobson, 2020). Debido a ello, existen diversos métodos de 

control donde el más empleado es el uso de drogas de naturaleza química (antihelmínticos 

AH) de amplio espectro que incluyen a los benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas 

macrocíclicas que continúan siendo la quimioterapia más usada en animales (Coles et al., 

2006). Se ha comprobado que el uso irracional e indiscriminado de estas drogas ha 

desencadenado problemas de resistencia a nivel mundial (Islam et al., 2018; Lambertz et al., 

2019; Bosco et al., 2020; Bihaqi et al., 2020). Ante el problema de resistencia antihelmíntica, 

surge el interés en buscar otras alternativas naturales e integrales como el uso de plantas o 

extractos de plantas con propiedades antihelmínticas contra los NGI en condiciones in vitro e 

in vivo, y en ese sentido, existe información y evidencia científica sobre la actividad 

antiparasitaria contra los NGI que afectan a los pequeños rumiantes (von Son de- Fernex et al., 

2015; García-Hernández et al., 2017; Olmedo-Juárez et al., 2017). El uso tradicional y 

terapéutico a partir de plantas medicinales se han usado desde tiempos milenarios de manera 

empírica (Salmerón-Manzano et al., 2020). Sin embargo, durante las últimas décadas, la 
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ciencia ha ido más allá en la publicación de una gran cantidad de estudios sobre los principios 

bioactivos de los fitofármacos en el que se han descubierto diversos compuestos bioactivos de 

uso potencial en el tratamiento y control de ciertas enfermedades (Jamshidi-Kia et al., 2018; 

Maldonado et al., 2020). En este sentido, la amplia diversidad de flora mexicana ha sido muy 

apreciada por su riqueza y conocimiento etnobotánico en la medicina tradicional, de modo 

que, en la actualidad, se disponen de numerosas publicaciones en el uso de las plantas con 

propiedades medicinales y antiparasitarias, lo que convierte a este recurso natural en una 

alternativa para el control de NGI en pequeños rumiantes (Phillipson, 2007; Gallegos-Zurita 

2016; Espinosa-Moreno et al., 2016; Escareño-Díaz et al., 2019).  

Prosopis laevigata [(Humb. et Bonpl. ex Willd) M. C. Johnston] es una leguminosa que 

pertenece a familia de las Fabáceas y en México es conocido como “Mezquite”. Esta planta 

arbórea se encuentra en regiones de zonas áridas y semiáridas de México y otras partes del 

mundo (Rzedowski, 2006). Las hojas hervidas de esta planta se usan tradicionalmente para 

tratar problemas en ojos a manera de colirio, dolor de cabeza, como purgante, desordenes 

estomacales, diarrea, disentería, escalofríos, gripe, catarros, sarampión, bronquitis, 

inflamación, comezón, afecciones de garganta y heridas; los frutos cocidos de esta leguminosa 

son usados para disolver cálculos vesiculares (Lewis, 1977; Gómez, 2008; Rzedowski, 2015).  

Este género ha sido ampliamente estudiado en la medicina tradicional por la variedad de 

fitoconstituyentes (flavonoides, alcaloides, taninos, esteroides) con efecto analgésico, 

antipirético, antitumorales, antihiperglicémico, antioxidante y antihipercolesterolémico (Garg 

and Mittal, 2013), antifúngico, antibacteriano y bactericida (Ahmad et al., 1985) y 

propiedades anti-inflamatorias (Martínez-Flórez et al., 2002). La amplia gama de propiedades 

medicinales mostradas por P. laevigata en el control de diversos padecimientos motivó a 
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explorar algún posible efecto antihelmíntico de esta planta y sus fitoconstituyentes en contra 

de H. contortus, que es considerado como uno de los parásitos más importantes que afectan a 

la salud y a la productividad de pequeños rumiantes en granjas en todo el mundo. Por lo tanto, 

en el presente estudio se planteó el siguiente objetivo: Evaluar el efecto antihelmíntico in vitro 

de un extracto hidroalcohólico (E-HA) y dos fracciones (F-Aq y F-AcEt) obtenidos a partir de 

hojas de P. laevigata (Mezquite) contra huevos y larvas de Haemonchus contortus; así como 

la identificación química de algún compuesto responsable de la actividad antihelmíntica. 
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ANTECEDENTES 

 

Haemonchus contortus es considerado como el nematodo estrongílido más patógeno e 

importante que afecta la salud de los pequeños rumiantes domésticos y salvajes en zonas 

subtropicales y tropicales en el mundo (Besier et al., 2016; Selemon, 2018). Este parásito 

habita en el abomaso, se alimenta de sangre causando anemia y en ocasiones puede ser mortal 

especialmente en animales jóvenes (Crilly et al., 2020). Es muy adaptable en diferentes zonas 

climáticas debido quizás al cambio climático, esto podría conducir a un posible aumento en la 

prevalencia de la hemoncosis en aquellas áreas geográficas donde actualmente eran 

consideradas de bajo riesgo, adicionalmente con la creciente resistencia antihelmíntica debido 

al mal uso de los antihelmínticos. Estos factores incrementan más los costos de la producción 

y la necesidad de desarrollar nuevas estrategias preventivas y sostenibles contra la hemoncosis 

ovina (Besier et al., 2016; Munguía-Xóchihua et al., 2018). En el Cuadro 1 se muestra la 

clasificación taxonómica del nematodo H. contortus. 

Clasificación taxonómica de Haemonchus contortus 

 

Cuadro 1. Clasificación taxonómica del nematodo Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) 

Cobb, 1898). 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Taylor et al., 2016 

Taxonomía de Haemonchus contortus 

Reino Animalia 

Filo Nemalthelmintes 

Clase Secernentea  

Orden Strongylida  

Sub-orden Strongylina  

Superfamilia Trichostrongyloidea 

Familia Trichostrongylidae  

Subfamilia Haemonchinae 

Género Haemonchus 

Especie contortus 
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b 

a 

Descripción anatómica de Haemonchus contortus 

 

Los huevos de H. contortus miden de 74 x 44 µm, presentan un borde elíptico con paredes 

laterales en forma de barril y numerosos blastómeros ocupando casi la totalidad del huevo (16 

a 32 células). Los machos adultos miden de 19 a 22 mm y las hembras entre 25 y 34 mm 

(Love and Hutchinson, 2003; Taylor et al., 2007). Este parásito se alimenta de sangre y en 

exámenes en fresco se observa a un característico color rojizo o marrón debido a la sangre 

ingerida. El sistema reproductor presenta un color blanquecino que está enrollado en forma de 

espiral alrededor del intestino que a su vez le dan un aspecto rayado (poste de barbero) (Taylor 

et al., 2007). En los adultos, la cavidad bucal presenta una lanceta dorsal o diente que utilizan 

para erosionar la mucosa gástrica (Figura 1). 

 

 

 

 
Figura 1. Cavidad bucal de un macho y la presencia de un diente en el interior. 

(Fuente: Rodríguez-Vivas, 2015). 

 

Los machos poseen lóbulos laterales y bolsa copulatriz alargados, las espículas presentan una 

apariencia en forma de lengüeta (Figura 2).   

 

 

 

 

Figura 2. Estructura reproductiva de Haemonchus contortus mostrando una bolsa copulatriz (a) y espículas (b). 

(Fuente: González-Garduño et al., 2013) 
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El aparato genital de las hembras, los ovarios están enrollados en espiral alrededor del 

intestino, la vulva se encuentra en la parte posterior del cuerpo expuesta o cubierta (solapa), 

puede presentarse en diferentes tamaños o estar ausente (Figura 3 y 4) (Cordero del Campillo, 

et al., 1999; González-Garduño et al., 2013; Rodríguez-Vivas 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Hembras de H. contortus. La solapa puede estar presente o ausente en la región de la vulva. 

(Fuente: Rodríguez-Vivas, 2015) 

 

 

 

 

 

Figura 4. Se observan los ovarios alrededor del intestino de una hembra de H. contortus.  
(Fuente: Rodríguez-Vivas, 2015) 
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Ciclo biológico 

 

El ciclo biológico de H. contortus (Figura 5) es directo, posee un único hospedero definitivo 

(monoxénico) y presenta dos fases:  exógena no parásita (desde huevo hasta L3) y endógena o 

parásita las larvas infectantes (L3), son ingeridas por los animales durante el pastoreo en pastos 

contaminados. En la fase endógena las larvas L3 atraviesan la capa interna del abomaso 

(estómago verdadero) donde evolucionan a L4. Las larvas L4 o histiotróficas mudan a L5 (pre-

adultos). En su forma adulta los machos y hembras copulan y la hembra producen huevos, 

habitan en el abomaso donde además se alimentan de sangre. Las hembras ovipositan de 5.000 

a 10.000 huevos por día, que se son liberados a través de las heces al pasto. Cuando las 

condiciones climáticas son favorables (suelo cálido y húmedo), los huevos eclosionan a larvas 

L1 (juveniles de la primera etapa). Las larvas L1 evolucionan a las etapas L2 y L3. Un gran 

número de larvas infectantes (L3) pueden acumularse en pastos muy pastoreados (Crilly et al., 

2020).  

 

 

                                        

 

  

 

 

Figura 5. Ciclo de vida de H. contortus 
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Fase de vida libre a fase parasitaria de Haemonchus contortus 

 
 

Esta fase inicia si existen condiciones óptimas de temperatura que oscilan entre 20 y 35°C y 

una humedad relativa del 60%, el desarrollo del huevo a la etapa L1 se inicia entre las primeras 

24 y 30 horas de incubación debido a la activación de enzimas como la quitinasa y la proteasa 

(enzimas de la eclosión) donde ambas son responsables de fracturar las paredes del huevo 

permitiendo la ecdisis de la larva (L1) (Rogers and Brooks 1977; O’Connor et al., 2006). Los 

huevos eclosionan y se desarrollan en las etapas juveniles L1 y L2 en las heces mientras se 

alimentan de bacterias, materia orgánica, agua, son vulnerables a las variaciones de 

temperatura. La etapa L1 puede tardar entre 4 y 6 días en desarrollarse a temperaturas entre 

24°C a 29°C y la etapa L2 se desarrolla luego evoluciona en la etapa L3 que se conoce como 

larvas infectantes (Schnieder et al., 1999). Esta etapa L3 presenta una vaina que le permite 

resistir las variaciones ambientales además de ser muy activa esta tiene la habilidad de migrar 

por los pastos hacia las gotas de rocio (fototropismo a la luz tenue: Figura 6) en espera de ser 

ingerida por un huésped final que se infecta después de la ingestión (Cuellar, 2002). 

Posteriormente, migra hasta llegar al abomaso donde se desarrolla a la etapa L4; esta larva a su 

vez muda su cutícula y se desarrolla en la etapa pre adulta (L5). Los nematodos llegan a una 

etapa madura donde machos y hembras se aparean y viven en el abomaso donde se alimentan 

de la sangre del huésped (Bowman, 2011; Emery et al., 2016; Crilly, 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Larvas infectantes de H. contortus en el interior de una gota de agua sobre una hoja de pasto, con 

fototropismo positivo (ausencia parcial de luz). 
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Ecología de Haemonchus contortus  

 

 

En los climas tropicales en todo el mundo, donde las condiciones de humedad y el crecimiento 

de los pastizales son favorables para el desarrollo de este parásito, las larvas L3 se encuentran 

viables y en optimas condiciones durante todo el año (Rose et al., 2015). En los climas 

templados a cálidos se favorece el desarrollo de H. contortuts durante varios meses del año; en 

cambio, durante la temporada de invierno cuando no son suficientemente fríos no afecta el 

desarrollo sobre las larvas infectantes de acuerdo a O’Connor et al. (2006) ver figura 7.  

 

 

 
 
Figura 7. Las diferentes tonalidades de sombreado indica la adaptación de larvas infectantes a diferentes rangos 

de temperatura. El sombreado más pálido indica los límites del desarrollo larvario. El sombreado más oscuro 

indica el rango de temperatura más favorable y óptima para el crecimiento y desarrollo de larvas infectantes de H. 

contortus y otras especies de nematodos que afectan a los pequeños rumiantes. Haemonchus contortus presenta 

un óptimo desarrollo larvario en temperaturas altas, mientras que a temperaturas bajas es más notable la 

supervivencia que otras especies de parásitos.  

 

Por otro lado, durante en verano cuando existen precipitaciones pluviales frecuentes, el 

contacto de H. contortus con el rebaño se presenta con mas intensidad, por tanto, la 

proliferacón de L3 dependen mas de las condiciones de lluvias con respecto a climas secos 

(Soca et al., 2005). En áreas geográficas donde las condiciones del clima son frias, la 

supervivenvia de H. contortus es sostenible debido a su capacidad de inhibir de manera 

temporal o prolongada el desarrollo de larvas L3 en el ambiente por el fenómeno de hipobiosis 

(Gibbs, 1986). En este sentido, no es raro mencionar que en estos últimos años el cambio 

climático ha contribuido de manera sugnifcativa con la resistencia y adaptabilidad a estos 
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cambios ambientales, no solo de H. contortus, sino también otros nematodos gastrointestinales 

y, por tanto, no deben de limitar su importancia actual (Waller y Chandrawathani, 2005; Van 

Dijk et al., 2010; Rinaldi, et al., 2015). 

 

 

Patogénesis y Enfermedad 

 

 

Las infecciones por este nematodo generalmente son leves, asintomáticas y parcialmente poco 

patógenas, siendo que sólo las infecciones masivas pueden provocar enfermedad clínica 

(Cordero del Campillo et al., 1999). En este sentido H. contortus es un parásito que, debido a 

sus hábitos hematófagos, provoca cuadros clínicos como anemia e hipoproteinemia que 

pueden ser mortales especialmente en animales jóvenes. El principal signo de la hemoncosis 

visible en los animales infectados es la palidez en las mucosas oculares, anorexia, niveles de 

hematocrito inferiores al 15%, va acompañada casi siempre de una debilidad extrema e 

insuficiencia respiratoria el cual indica un grave pronóstico para el animal infectado (Selemon, 

2018). La anemia es la principal característica responsable de la patogénesis, debido a ello la 

causa de muerte por infección aguda de H. contortus produce anemia hemorrágica, 

hipoproteinemia, edema submandibular, diarrea con pérdida de líquidos y por ende la 

deshidratación que conduce a shock hipovolémico (González, 2006; Saminathan et al., 2015). 

Por otro lado, otros de los problemas que provoca la hemoncosis ovina son los relacionados 

con el hígado el cual presenta una degeneración de los hepatocitos e infiltración de células 

mononucleares asociadas a la hipoproteinemia, anemia y finalmente a la hipoxia (Mir et al., 

2007; Zacharias et al., 2008; Kelkele et al., 2012). 
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Diagnóstico 

 
 

El diagnóstico es un complemento necesario para el tratamiento de las parasitosis de manera 

adecuada y oportuna. Existen dos métodos de diagnóstico: los directos e indirectos. El primero 

consiste en observar e identificar por exámenes parasitoscópicos o parasitológicos los 

elementos parasitarios o fases parasitarias como: parásitos adultos, segmentos, larvas y huevos 

eliminados en las heces. Los métodos indirectos determinan los cambios tisulares y humorales 

provocados por los parásitos, que permiten diagnosticar temprana y eficazmente el transcurso 

de la enfermedad particularmente cuando el parásito aún no ha alcanzado la madurez sexual, 

de modo que se utilizan anticuerpos específicos, estudios enzimáticos o hematológicos que 

determina si presenta un mayor o menor grado de acuerdo el tipo y la gravedad de la 

enfermedad parasitaria (Quiroz-Romero et al., 2011; Abbot, 2018; Selemon, 2018). 

 

 

Inmunización 

 

El desarrollo de vacunas para controlar los helmintos comenzó en la década de 1950 mediante 

el uso de larvas atenuadas por radiación de Dictyocaulus viviparus, las cuales demostraron que 

se podía brindar portección a terneros (Nisbet et al., 2016). Ante la dependencia de 

antihelmínticos para hacer frente a la hemoncosis ovina, los metodos de inmunización tendrían 

un papel relevante en la protección continua, ya que esto ayudaría a minimizar el riesgo de 

mortalidad y al mismo tiempo reducir la gravedad en la resistencia antihelmíntica (Besier et 

al., 2016). El desarrollo de vacunas eficaces para controlar la hemoncosis radica en la 

idenficación de moléculas y complejos inmunogénicos a partir de los productos secretores y 

excretores del nematodo y antígenos “ocultos” derivados del intestino (Smith and Zarlenga 
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2006). Sin embargo, durante las últimas dos décadas se han realizado mejoras significativas 

para identificar varios antígenos de H. contortus (Wang et al., 2017). Por otro lado, 

previamente se habían investigado el uso de proteasas intestinales de H. contortus como 

componentes de una vacuna, como la proteasa de cisteína con propiedades fibrinogenolíticas 

(Boisvenue et al., 1992), el complejo de glicoproteínas de membrana intestinal (H-gal-GP) 

(Smith et al., 1994), una aminopetidasa H11 (Smith et al., (1997), una proteasa 

metaloendopeptidasa (Redmond et al., 1997) y la proteasa de aspartilo (Longbottom et al., 

1997) como componentes de una vacuna con posible eficacia. Una glucoproteína de 

membrana integral fue considerada como una candidata durante prubeas de reducción de 

nematodos en abomaso y en el recuento de huevos en heces. Sin embargo, de acuerdo a 

estudios recientes, fue comercializada para su uso en Australia la vacuna llamada Barbervax, 

WormVax, que contiene dos proteínas de membrana intestinal integral nativas de H. contortus 

la H11 y H-gal-GP (Nisbet et al., 2016). Asimismo, para evaluar los posibles riesgos de 

seguridad de la vacuna Barbervax se realizaron estudios de serología y determinaron que los 

títulos de anticuerpos fueron significativos en los animales vacunados y, por tanto, la vacuna 

demostró ser segura (Vanhoy et al., 2018). Los hallazos demostrados sobre la eficacia de la 

vacuna Barbervax fueron llevados a estudios con ovejas periparturientas con suplementos 

nutricionales, lo que mostró una reducción del 80% en el recuento de huevos fecales en las 

ovejas vacunadas y títulos de anticuerpos más altos. Por otro lado, la combinación de la 

vacuna con una mejor nutrición causaría un mejor efecto protector contra la infección por H. 

contortus (Bassetto et al., 2018; Ehsan et al., 2020). 
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Quimioterapia y Resistencia Antihelmíntica 

 

Existen varios tipos de antihelmínticos (AH) disponibles para el tratamiento y control de las 

parasitosis, estos AH se agrupan de acuerdo a su composición química y su efectividad 

dependiendo de la etapa del ciclo biológico del parásito (Sumano y Ocampo, 2006). En la 

actualidad, existen tres grupos antihelmínticos de amplio espectro más utilizados para el 

tratamiento de las nematodiasis en ovinos: los benzimidazoles (BZ), imidazotiazol (levamisol, 

LEV) e hidropirimidinas (pirantel/morantel) y las lactonas macrocíclicas (avermectinas y 

milbemicinas, ML) (Márquez, 2007; Ruiz y Hernández, 2010; Arsenopoulos et al., 2020). Con 

este antecedente, es importante conocer amplia y profundamente la farmacología de este tipo 

de drogas sintéticas, de tal modo, sirvan de fundamento para el uso racional de los fármacos 

antihelmínticos (Pérez-Fernández, 2010). Sin embargo, actualmente nos enfrentamos a un 

aumento progresivo y exagerado en el uso constante e irracional de sustancias químicas de 

origen sintético con el propósito de desparasitar al ganado, lo que implica cambios sobre el 

genoma de los parásitos que como parte de su proceso de adaptativo natural también le 

permite evadir el efecto perjudicial de los antihelmínticos por mecanismos de detoxificación 

(pérdida o disminución progresiva de receptores para el fármaco), lo que se conoce como 

resistencia antihelmíntica. (Köhler, 2001; Lambertz et al., 2019).    

Actualmente existen casos de resistencia antihelmíntica en más de 40 países, en muchos casos, 

los nematodos muestran múltiple resistencia a los antihelmínticos comercialmente disponibles: 

bencimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrocíclicas (Várady et al., 2011). Sin embargo, 

existe evidencia científica acerca de la resistencia antihelmíntica de algunos antiparasitarios de 

uso frecuente en ovinos como en bovinos en México, una muestra de ello, es de acuerdo a los 

datos registrados por Figueroa-Castillo et al., 2000. Estos resultados muestran una clara 
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evidencia de resistencia antihelmíntica a los benzimidazoles (sulfóxido de albendazol), que no 

redujo significativamente la eliminación de huevos en las heces, ni el número de animales 

positivos en ovinos infectados. Por otra parte, los estudios realizados por Encalada-Mena et 

al., 2008 revelan por primera vez en México, sobre la resistencia antihelmíntica a ivermectinas 

en bovinos infectados naturalmente nematodos gastrointestinales, lo cual es seriamente 

preocupante debido a la importancia en la producción ganadera de esta especie. En un 

contexto general, los nematodos gastrointestinales constituyen el principal problema sanitario 

y productivo. Ante este escenario, se han propuesto nuevos antihelmínticos disponibles para el 

control de parásitos resistentes como el monepantel para el control de Haemonchus contortus 

y Trichostrongylus spp. con resistencia múltiple a ivermectina y fenbendazol en pequeños 

rumiantes (Jackson et al., 2012; Cooper et al., 2016). 

 

Mecanismos de acción de los Antihelmínticos 

 

Los principales mecanismos de acción de los antihelmínticos actúan en áreas bioquímico-

fisiológicas específicas compuestas principalmente por proteínas como: canales iónicos, 

enzimas, proteínas estructurales y moléculas de transporte ver cuadro 2. 

Cuadro 2. Modos de acción de los antihelmínticos. 

 

 

 

  

 

 
Fuente: Köhler, 2001 

Canales iónicos Microtúbulos Bioenergéticos Desconocido 
    

Tetrahidropirimidinas 

(pirantel, morantel) 

Benzimidazoles 

(tiabendazol, albendazol, 

mebendazol, netobimin) 

Salicilanilidas 

(closantel) 

Praziquantel 

Imidazotiazoles 

(levamisol) 

 Sulfonamidas clorinadas 

(clorsulon) 

Triclabendazol 

Lactonas macrocíclicas 

(ivermectina, moxidectina) 

   

Piperazina    
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Para comprender los mecanismos de acción de algunas antihelmínticos, tenemos que conocer 

las principales funciones vitales del parásito como la alimentación, crecimiento y reproducción 

(Botana-López et al., 2002). En este sentido, las bases farmacológicas del mecanismo de 

acción de la mayoría de los antihelmínticos generalmente estas asociados a la interferencia de 

las funciones del parásito relacionada con los siguientes procesos: obtención de energía, 

coordinación neuromuscular y reproducción del parásito (Sumano y Ocampo, 2006; Pérez-

Fernández, 2010). 

Los mecanismos de acción de algunos antihelmínticos para producir la eliminación o muerte 

del parásito requieren de un período de contacto prolongado como por ejemplo los 

benzimidazoles como el albendazol (Figura 8a) y fenbendazol (Figura 8b), actúan a través de 

los procesos metabólicos relacionados a la obtención de energía, (Botana-López et al., 2002; 

Sumano y Ocampo, 2006; Pérez-Fernández, 2010; Cooper et al., 2016). Los benzimidazoles 

son los inhibidores en el transporte de glucosa (Sumano y Ocampo, 2006). Al ser ingeridos por 

los helmintos son captados por las células del esófago e intestino donde se une a la tubulina 

inhibiéndo y evitando la captación y utilización de la glucosa (Pérez-Fernández, 2010). 

Ademas produce un efecto letal para huevos y larvas presentando un efecto tóxico para las 

formas adultas y larvas en estado hipobiótico (Köhler, 2001; Jackson et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estructura química de los benzimidazoles más comunes 

a. Albendazol  b. Fenbendazol  
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Por otro lado, los imidazotiazoles (levamisol y tetramisol) y las tetrahidropirimidinas (pirantel, 

morantel) ver Figura 9 a, b ,c y d, actúan como agonistas de los receptores colinérgicos 

nicotínicos activando los receptores nicotina-acetilcolina de las células musculares 

ganglionares (Botana-López et al., 2002); otro modo de acción, es bloquear la acción de la 

enzima fumarato reductasa, disminuyendo síntesis de ATP, afectando la actividad normal de 

las células musculares del parásito, ambas acciones dan resultado una parálisis y 

posteriormente la expulsión del nematodo (Holden-Dye y Walker, 2014; Zajac, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estructura química de los antihelmínticos que actúan como agonistas colinérgicos nicotínicos 

 

Las lactonas macrocíclicas (ej. ivermectinas y milbemicinas) (Figura 10). Su mecanismo de 

acción es a partir del receptor celular de los canales de glutamato de cloro (GluCl), 

ocasionando parálisis en las fibras musculares bloqueando el movimiento faríngeo que 

provocan la muerte del nematodo por inanición (Geary et al., 1993; Alvinerie et al., 1997; 

Martin, 1997; Koetze, 1998).  

 

a. Levamisol 

  d.  Morantel 

b. Tetramisol 

c. Pirantel 
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Figura 10. Estructura química de las lactonas macrocíclicas. 

 

 

Plantas con propiedades antihelmínticas  

 

Desde tiempos remotos y en todas las culturas del mundo las plantas han sido utilizadas por su 

contenido nutracéutico y sus propiedades medicinales, esta última, de gran utilidad para curar 

diferentes enfermedades incluyendo las parasitosis gastrointestinales (Rahmann and Seip, 

2007; Gallegos-Zurita, 2016). En México, existen un vasto número de publicaciones 

etnobotánicas acerca del empleo de los recursos herbolarios como remedios para el cuidado de 

la salud (Espinosa and Centurión et al., 2016). Se ha observado que determinadas plantas de 

otras especies presentan actividad contra nematodos gastrointestinales, principalmente 

aquellas que son capaces de inhibir altos porcentajes en la eclosión de huevos. Por tal motivo, 

el uso de plantas con principios bioactivos podrían desempeñar un papel importante en el 

control de las parasitosis en pequeños rumiantes (Sepúlveda-Vázquez et al., 2018). Por 

ejemplo, un extracto acuoso a partir de hojas de Annona muricata redujo la eclosión de huevos 

de H. contortus en un 84,91% a una dilución del 50% siendo que esta actividad fue cercana al 
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50% incluso a concentraciones del 6.25 % (Ferreira et al., 2013). Otros trabajos demuestran 

las propiedades antihelmínticas de algunas plantas como los realizados por Palacios-Landín et 

al., 2015, que al combinar y evaluar los extractos de Allium sativum y Tagetes erecta fueron 

evaluados contra larvas L3 de H. contortus en gerbos infectados in vivo, mostraron una 

reducción en la carga parasitaria del 87.5% a 40 mg/mL. Este resultado demuestra que los 

metabolitos presentes en los extractos pueden potencializar la actividad nematicida 

(sinergismo), pero por separado. Un trabajo similar realizado por De Jesús Gabino et al., 2010 

demuestra la actividad antihelmíntica in vivo en gerbos infectados de una fabácea P. laevigata 

contra larvas de H. contortus, esta confrontación redujo la carga parasitaria del 42% a una 

concentración de 40 mg/mL. Por otro lado, los estudios realizados por Galicia-Aguilar et al., 

2008 los extractos de Tagetes erecta, Argemone mexicana y Castela tortuosa, contra larvas L3 

de H. contortus, exhibieron una potente actividad con T. erecta (99.7%) y C. tortuosa (85.8%) 

a 20 mg/mL respectivamente. En nuestro país, algunos autores han evaluado algunas plantas 

con propiedades antihelmínticas con resultados muy prometedores como, por ejemplo, algunas 

plantas forrajeras de la familia de las fabáceas bajo condiciones in vitro e in vivo presenta un 

potencial antihelmíntico contra nematodos gastrointestinales en pequeños rumiantes (Torres-

Acosta et al., 2012; von Son-de-Fernex, et al., 2012; Espinosa-Moreno et al., 2015; von Son-

de-Fernex, et al., 2015; Olmedo et al., 2017; González-Cortazar et al., 2018). De acuerdo con 

Githiori et al. (2006) se ha confirmado el uso de plantas con potencial antihelmíntico con un 

enfoque novedoso para el control de enfermedades gastrointestinales en pequeños rumiantes, 

como p.ej, el trébol de patas de pájaro (Lotus corniculatus), la escarola o achicoria (Cichorium 

intybus), el ajo (Allium sativa), hojas de papaya (Carica papaya), neem (Azadirachta indica), 

o algunas arbustivas como: Leucaena leucocephala, Acacia cochliacantha y Lysiloma 

acapulcensis entre otras Githiori et al., 2006; Chagas et al., 2008; von Son-de-Fernex, et al., 
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2015; Castillo-Mitre et al., 2017; González-Cortazar et al., 2018; Islam et al., 2019). En el 

Cuadro 3 se muestra el uso de algunas especies de plantas con efecto antiparasitario en contra 

de diversos padecimientos. 

Cuadro 3. Diferentes especies vegetales y usos tradicionales.  

(Fuente: Adamu et al., 2013) 

 

Los antihelmínticos de origen vegetal han estado a la vanguardia actualmente por toda la 

comunidad científica a nivel mundial incluyendo la veterinaria (Hammond et al.,1997). Una 

razón importante acerca de estos AH podría ser que son de gran ayuda en la categoría de la 

medicina etnoveterinaria de fácil aplicación en el desarrollo (por su aporte nutricional) y la 

preservación de la salud (compuestos activos presentes para una determinada enfermedad) en 

el ganado (McCorkle, 1986; Mathias, 1994). Así que, el estudio de la medicina herbal puede 

servir para revelar pistas sobre remedios naturales con mayor potencial. En consecuencia, la 

contribución de la medicina etnoveterinaria (MEV), ha ofrecido una alternativa en el cuidado 

de la salud animal de generación en generación por los ganaderos y pastores rurales que han 

observado muy de cerca sus animales y su medio. Todo esto incluye en una serie de 

habilidades presentes como el conocimiento de la biodiversidad, la productividad de los 

Especies vegetal Familia Usos medicinales 

Brachylaena discolor Asteraceae Purgativos contra parásitos intestinales, antihelmínticos para terneros, 

ovinos y caprinos. 

Zanthoxylum capense Rutaceae Trastornos gástricos e intestinales, antihelmínticos, tos, bronquitis, 
pleuresía. 

Clerodendrum glabrum Lamiaceae Parásitos intestinales, tos, fiebre y diabetes. 

Heteromorpha trifoliata Apiaceae Gusanos intestinales, cólicos en caballos y vermífugas, enemas para 

trastornos abdominales. 
Apodytes dimidiata Icacinaceae Enemas para parásitos intestinales, purgantes, inflamación del oído. 

Strychnos mitis Strychnaceae Malaria, fiebres. 

Maesa lanceolata Maesaceae Antihelmínticos, tratamiento de heridas e infertilidad. 

Indigofera frutescens Papilionaceae Antihelmínticos. 
Leucosidea sericea Rosaceae Tratamiento de oftalmia, antihelmíntico, astringente y vermífugo. 

Melia azedarach Meliaceae Antihelmínticos efectivos, eméticos, catárticos y tratamiento del eczema. 

Clausena anisata Rutaceae Antihelmínticos, purgantes, reumatismo, fiebres y miasis. 

Cyathea dregei Cyatheaceae Antihelmínticos. 
Milletia grandis Papilionaceae Antihelmínticos y tranquilizantes. 
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animales, el diagnóstico de enfermedades cuando un animal está enfermo y como curarlo. El 

uso de plantas medicinales, principalmente forrajeras, a menudo vienen con un conocimiento 

tradicional o indígena y que ha ayudado a resolver algunos problemas que aquejan al ganado y 

animales domésticos (Molina-Flores, 2004).  Existen antecedentes sobre la importancia de las 

plantas con actividad antihelmíntica de acuerdo a Danø y Bøgh (1999) (ver cuadro 4). El uso 

de las plantas medicinales y sus principios bioactivos para el control de la parasitosis en 

rumiantes también presenta algunas limitantes (Hammond et al., 1997). El primer obstáculo es 

la insuficiente información científica sobre los compuestos activos, su mecanismo de acción, 

la toxicidad y los factores que influyen en su efectividad, debido a ello, es de suma y vital 

importancia realizar estudios in vivo para estandarizar y buscar una adecuada posología para 

encontrar su efecto benéfico (Githiori et al., 2006). Bajo esta perspectiva, el uso de plantas y 

extractos vegetales tienen un papel promisorio como una posible herramienta alternativa 

adicional para el control parasitario bajo un concepto etnobotánico que permita promover un 

cambio en el control de estos parásitos, aminorando el uso de formulaciones químico-sintético 

y potencializando los recursos naturales para la salud y cuidado animal (Hounzangbe-Adote, 

2004; Rochfort et al., 2008). 
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Cuadro 4. Plantas de uso tradicional con actividad antihelmíntica   

 

 

 

Planta Parte 
Compuesto 

activo 
Actividad Animal Referencia 

Acacia albida Semillas   Lombrices Ovejas, cabras 
Nwude and Ibrahim 

(1980) 

Agrimonia eupatori   Antihelmíntico Humanos Farnsworth et al. (1985) 

Alangium lamarckii 
Corteza de 

la raíz 

 
Ascáridos Aves de corral 

Dubey and Gupta 

(1969) 

Albizia anthelmintica 
Corteza y 

Raíz 

 Antihelmíntico, 

Fasciolosis, y 

gusanos pulmonares 

Bovinos, caprinos, 

ovinos, camellos 

Minja (1989) 

ITDG and IIRR (1996) 

Albizia coriavera 

Allium sativum 

Corteza 

Bulbo 

 Fasciolosis, gusanos 
pulmonares, 

lombrices 

intestinales 

Bovinos, caprinos, 

ovinos 
ITDG and IIRR (1996) 

Aloe barteri Hojas  Antraquinona 

 
Nippostrongyllus 

braziliensis 

Ratas Ibrahim et al. (1984) 

Ananas comosus Frutos  Ascaridia galli Pollos Fernández (1991) 

Annona cherimolia 

Annona muricata 

Annona braziliensis 

 

Acetogeninas 
  

Nippostroongylus 
Ratas Bories et al. (1991) 

Annona senegalensis 
Hoja 
Corteza 

Raíz 

Antraquinona 
Nippostrongyllus 
braziliensis 

Ratas 

Ibrahim et al. (1984) 

Anogeissus leiocarpus 
Corteza 

Semillas  
Antraquinona 

Nippostrongyllus 

braziliensis 
Ratas 

Areca catechu Nuez 
Arecolina y 

otros alcaloides 
Taenicida 

Bovinos Caprinos 

Perros 
Roepke (1996) 

Artemisia maritima 

 
Santonin 
Artemisinina 

Neoascaris vitulorum Ternero de búfalo  

Akhtar et al. (1982) 

Farnsworth et al. (1985)  
Sherif et al. (1987) 

Bixa orellana 
Semillas   Ascaridia galli 

Ascaris suum 

Pollos 

Cerdos  
Fernández (1991) 

Boswellia dalzelii 
Corteza  

Antihelmintico 
Ovinos 
Cabras  

Nwude and Ibrahim 
(1980) 

Butea frondosa 
  

Oxiuros  Raton  
Metha and Parashar 

(1966) 

Caesalpina crista 
Semillas   Toxocara vitulorum 

Ascaridia gall 
Terneros de búfalo 
Pollo 

Akhtar et al. (1985) 
Javed et al. (1994) 

Callindra portoricensis 
Raices   

Toxocara canis Perros  
Adewunmi and Akubue 

(1981) 

Carica papaya Látex  

 Ascaridia galli 
Ascaris suum 

Heligmosomoides 

polygyrus 

Pollos 
Cerdos 

Ratones 

 

Mursof and He (1991) 

Satrija et al. (1994) 

Satrija et al. (1995) 

Carissa edulis Semillas   Ascaridia galli Pollos  Fernández (1991) 

Cassia occidentalis Hojas Antraquinona 
Nippostrongylus 

braziliensis 
Ratas  Ibrahim et al. (1984) 

Cassia spectalis 
  Lombrices 

intestinales 
Bovinos, caprinos, 
ovinos 

ITDG and IIRR (1996) 

Chrysanthemum spp.  Piretrina Ascaridia lineata Pollos Rebrassier (1934) 

Chrysophyllum cainito Tallos 
 Haemonchus 

contortus 
Ovinos  Fernández (1991) 
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Cuadro 4. Continuación   

 

 

Cissampelos 

mucromata 
Raíces   Antihelmíntico  Minja (1989) 

Clitorea ternatea Semillas   Ascaridia galli pollos Fernandez (1991) 

Combretum 

mucronatum 

Raíces  
 Gusano de Guinea Humanos Sofowora (1982) 

Croton macrostachys Hojas   Antihelmíntico   Minja (1989) 

Diospyros 

mespilliformis 
Corteza   Antihelmíntico   Minja (1989) 

Diospyros mollis  Diospyrol Necator americanus 
Hamster 
Ratones 

Sen et al. (1974) 

Dodonea viscosa Hojas   Gusanos intestinales   
Sharma and Singh, 

(1989) 

Embelia 
kilimandschiraca 

Raíces   Antihelmíntico   Minja (1989) 

Embelia Schimperi 
Semillas 

Raíces  
 Antihelmíntico  Minja (1989) 

Embelia Schimperi Frutos  Embelin Hymenolepis diminuta Ratas Bøgh et al. (1996) 

Erythrina 

senegalensis 
Corteza  Fasciolosis  Rumiantes 

Nwude and Ibrahim 

(1980) 

Evodia rutaecarpa 
  

Atanine Ascáridos  Cerdos 
Perrett and Whitfield 

(1995) 

Evodia rutaecarpa 
 

 
Ostertagia 

circumcincta 
Ovinos 

 
ITDG and IIRR 

(1996) Hagenia abyssainica Frutos  Lombrices intetsinales  

Bovinos, 

caprinos, 

ovinos 

Lansium domesticum Semillas   

Ascaridia galli 
Ascaris suum 

Haemonchus 

contortus 

Pollo 
Cerdo 

Cabra 
Fernández (1991) 

Lawsonia inermis Hojas   Fasciolosis  
Ovinos y 
caprinos 

Nwude and Ibrahim 
(1980) 

Leucaena 

leucocephala 
Semillas   

Ascaridia galli 

Ascaris suum 
H. contortus 

Pollos 

Cerdos 
Cabras 

Fernández (1991) 

Mangifera indica Semillas   Ascaridia galli Pollos Fernández (1991) 

Mallotus 

philippinensis 

 
 Cestodos  Cabra 

Akhtar and Ahmad 

(1992) 

Mimosa pudica Tallos   H. contortus  Ovinos Fernández (1991) 

Mitragyna stipulosa Raíz   Gusano de Guinea  Humanos Sofowora (1982) 

Momordica charantia Tallos   
Ascaris suum 

Ascaridia gall 

Cerdo 

Pollos 

Fernández (1991); 

Farnsworth et al. 

(1985) 

Peganum harmala Semillas  Tetrahidroharmina 
Infección 
gastrointestinal mixta 

Cabras 
Akhtar and Ahmad 
(1991) 

Tamarindus indica Raíces   Lombrices  

Bovinos, 

caprinos, 

ovinos 

ITDG and IIRR 

(1996) 

Tribulus terestris Planta   Ascaridia galli Aves de corral 
Chakraborty et al. 

(1979) 

Uvaria hookeri 
Corteza de 

la raíz  
Acetogeninas H. contortus  Padmaja et al. (1993) 

Vernonia 

anthelmintica 
  Oxiuros  Ratones 

Metha and Parashar 

(1966) 
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El género Prosopis spp. 

 

El género Prosopis spp. o mezquite es un árbol perteneciente a la familia de las Fabáceas o 

leguminosas de rápido crecimiento, adaptable, resistente, perenne que habita en zonas 

semiáridas en todo el mundo (Chaturvedi y Sahoo, 2013). Uno de los aspectos ecológicos más 

importantes de este género es la capacidad de fijar el nitrógeno mejorando la fertilidad y 

aportando nutrientes al suelo, retiene la humedad además evita la erosión del suelo y por ende 

la desertificación (Villegas-Espinoza et al., 2014). En los ecosistemas desérticos y 

semidesérticos, este árbol proporciona sombra y refugio para la fauna silvestre y doméstica, 

las hojas y frutos aporta nutrientes que son considerados como fuente de alimento (Rodríguez-

Sauceda et al., 2014). Asimismo, algunos autores han manifestado su enorme interés de 

utilizar al género Prosopis como una alternativa de fitorremediación debido a su capacidad de 

disminuir los niveles de sal presentes en el suelo, así como diferentes contaminantes 

provocados por la minería (Prasad, 2007; Solowey, 2007; Haque et al., 2009; Mani y Kumar, 

2013). Otro aspecto a considerar acerca de este género, son los múltiples usos que ofrece p.ej 

su recurso forestal maderable que es usada por los campesinos de las zonas áridas y semiáridas 

de México como material en la construcción y de combustible, donde varios autores han 

recomendado su cultivo para el mejoramiento y aprovechamiento en la producción forestal de 

la madera; las vainas son usadas como forraje y alimento para el hombre y animales; la resina 

que produce este árbol tiene utilidad en la fabricación de adhesivos, en la elaboración de 

barniz, mientras que las flores son fuente importante de néctar para abejas e indispensable en 

la apicultura en la producción de miel (Rodríguez-Sauceda et al., 2014). En el cuadro 5 se 

muestra algunos usos del mezquite. Por otro lado, los conocimientos adquiridos de generación 

en generación acerca de la herbolaria precolombina de algunas plantas con propiedades 
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medicinales incluyendo al género Prosopis, juegan un papel trascendental en la medicina 

tradicional en los pueblos del presente actual. Para confirmar este hecho, un estudio realizado 

por Taisma (2017) en comunidades rurales de la península de Paraguaná Venezuela, acerca del 

uso medicinal de Prosopis juliflora, indicó que es empleada para tratar con mayor frecuencia 

algunos problemas de tipo traumatológico, oftalmológico y de la función sexual masculina 

(afrodisiaco) y con menos frecuencia  en tratamientos para la diabetes, cáncer, enfermedades 

del sistema digestivo y urinario, control del colesterol, revitalizantes, adelgazantes, 

antihelmínticos y paliativos de síntomas de enfermedades virales. Todas las partes de la planta 

excepto las flores eran utilizadas por los pobladores a manera de infusión, decocción, crudos o 

en bálsamos. 

Cuadro 5. Usos del Género Prosopis  

(Fuente: Cervantes, 2002). 

Parte de la 

planta 

Consumo 

humano 
Medicina tradicional Forraje Forestal  

Tronco y ramas  

 
Ungüento (a partir de 

la ceniza mezclada 

con manteca de origen 

animal). 

Desinflamatorio 

 Aperos, arados 
Ruedas para carreta, 

vivienda 

vigas, muebles, leña, 

carbón, cercas en potreros, 
artesanías  

Corteza  

 Trozos de corteza y 

ramas jóvenes 

(infusión) 

Disentería  

Gastritis 

 
Curtiduría 

Corteza 

Hojas  

 

Infusión y emoliente 

Antiséptico  

Colirio  

Disentería 
Gastritis    

Ramoneo verde: 

Asnos 

Bovinos, 

caballos, 
caprinos, cerdos, 

mulas, ovinos  

Fertilizante orgánico 

Vaina  

Fruta fresca 

Fruta en almíbar 
Pinole  

Queso (alimento 

básico 

chichimeca) 
Piloncillo  

Atole  

Vino  

  

  

Harina a partir 

de vainas de 
mezquite 

Pólvora 

Tintes 

Flores Fuente de néctar 

en la producción 

de miel. 
 

   

Goma  Golosinas  Infusión Laringitis   
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Descripción botánica 

 

El mezquite es un árbol espinoso que mide hasta 15 m de altura; su sistema radical puede 

alcanzar a más de 50 m de profundidad y 15 m laterales; el tronco es de corteza oscura o 

negruzca y presentan ramas flexuosas; los tallos son delgados y muy espinosos que hace las 

funciones de hojas atrofiadas o caducas. Presentan hojas compuestas bipinnadas de 5 a 10 cm 

de largo, contiene 12 a 15 pares de foliolos lineares con 5 a 10 mm de largo. Las flores son 

bisexuales, actinomorfas de color amarillo con apariencia verdosa y se agrupan en racimos, 

miden de 4 a 10 mm contiene 5 sépalos y 10 estambres y producen una aroma y néctar para 

llevar la polinización. El fruto es una vaina de color rojizo a violáceo (lomento drupáceo e 

indehiscente) con forma alargada, recta o arqueada y a veces espiralada de 3 a 30 cm de largo; 

cada fruto contiene de 12 a 20 semillas. Su composición química presenta el 13% proteínas y 

35% sacarosa, la madera contiene del 5 al 9% de taninos. Algunas variedades de este género 

son tolerantes a la sal y son capaces de crecer en lugares con niveles de salinidad marina 

(CONAZA, 1994).  

 

 

Localización geográfica de Prosopis en México y en el Mundo  

 

Etiológicamente se trata de un grupo muy primitivo de la subfamilia Mimosoideae 

probablemente originado en África tropical, donde aún permanece Prosopis africana con 

características poco especializadas. No obstante, su distribución actual se cree que algunas 

especies hayan sido introducidas como producto de la actividad humana, no sólo desde la 

llegada de los europeos, sino también el intercambio que hubo en la agricultura en la época 

precolombina. Algunos autores afirman que, en los últimos 200 años, se han introducido o 

reintroducido especies de Prosopis en determinadas zonas de Argentina, Chile, Perú, México 
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y Estados Unidos, así como en algunas regiones de Asia, África, India y Australia, la mayoría 

de las especies introducidas pertenecían a P. juliflora, Prosopis pallida (Humb. & Bonpl. Ex 

Willd.) Kunth., Prosopis glandulosa Torr. y Prosopis velutina Wooton. Las dos primeras 

especies prevalecen en los trópicos, mientras que las dos últimas se encuentran en áreas más 

subtropicales. Especies como Prosopis alba Griseb. (P. alba) y Prosopis chilensis (Molina) 

Stuntz. (P. chilensis) han demostrado estar bien adaptadas y son localmente comunes en 

algunas regiones (Pasiecnik et al., 2001). Sin embargo, las contribuciones de Burkart (1976), 

este género comprende 5 secciones. La sección afroasiática abarca a Prosopis y Anonychium y 

3 se distribuyen en el continente americano. La sección Monilicarpa incluye 1 especie. La 

sección Strombocarpa comprende 7 especies y están distribuidas en Norteamérica y 

Sudamérica. La sección Algarobia incluye 30 especies y tienen una amplia distribución en el 

sur de estados Unidos, México, Centroamérica, Ecuador y Argentina en áreas desérticas o 

semidesérticas. En cambio, este género comprende 44 especies, 42 de ellas se encuentran en el 

continente americano distribuidas en dos grandes centros el norteamericano (mexicano-tejano) 

y el sudamericano (argentino-paraguayo-chileno), 29 especies existen en Argentina 

considerado como el centro de diversidad de Prosopis y el resto son consideradas endémicas 

INE (1994). De acuerdo a Rzedowski (1988) y Palacios (2006), Norteamérica cuenta con 14 

especies de Prosopis distribuidos en casi todo el territorio mexicano (Cuadro 6) y (Figura 11). 

En nuestro país, hay cerca de 4 millones de hectáreas de mezquitales distribuidos en regiones 

áridas y semiáridas, no obstante, su amplia cobertura ecológica le permite adaptarse en zonas 

con temperaturas de 20 a 29°C, con precipitaciones pluviales que oscilan entre 350 y 1200 mm 

anuales, además, pueden estar presentes a nivel del mar hasta los 2200m de altitud. Algunos 

individuos de este género se han localizado en las islas de Hawái y otras islas cercanas la cual 
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se introdujo convirtiéndose en un árbol muy apreciado por sus diversos usos (Andrade-

Montemayor et al., 2011; Rodríguez-Sauceda et al., 2014).   

 
Cuadro 6. Biodiversidad y distribución de los mezquites mexicanos. 

 

  

 

.  

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Distribución geográfica: 

 

 

Género y especie Estados de la República Mexicana 

  
P. articulata Sonora y Baja California Sur 

P. glandulosa 
Coahuila, Chihuahua, Sonora,  Sinaloa, Nuevo León, 

Tamaulipas, Zacatecas y SLP 

P. juliflora Yucatán 

P. laevigata 

Nuevo León, Durango, Tamaulipas, Zacatecas, San 

Luis Potosí, Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, 

Querétaro, Hidalgo, Michoacán, Estado de México, 

Veracruz, Morelos, Puebla, Guerrero, Oaxaca y 

Chiapas 

P. mayana sp. nov. 
Yucatán, Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, 

Coahuila, Nuevo León, Zacatecas 

P. mezcalana sp. nov. 
Guerrero y Michoacán, Nuevo León, Tamaulipas, SLP 

y Veracruz 

P. odorata  
Baja California Norte y Sur, Sonora, Sinaloa 

Chihuahua, Tamaulipas, Nuevo León y Zacatecas 

P. palmeri Baja California 

P. pubescens Chihuahua 

P. reptains var. cinerscens Tamaulipas 

P. tamaulipana Tamaulipas, Nuevo León, San Luis Potosí y Veracruz 

P. velutina Sonora 

P. vidaliana 
Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacán, Guerrero, Oaxaca, 

Chiapas, Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas 

P. yaquiana sp. Nov. Sonora, Baja California Sur y Sinaloa 

P. odorata  P. glandulosa P. laevigata P. velutina P. articulata. * 
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Contenido nutricional de Prosopis spp. 

 
 

De manera general, Prosopis spp. ha demostrado ser una fuente importante de alimento, sin 

embargo, no se utiliza todas las partes de la planta debido a que existe escasa información en 

este aspecto (Choge et al., 2007), de modo que la vaina del mezquite tiene un mayor uso en su 

consumo por su alto valor nutritivo. De acuerdo a Sawal et al. (2004) las vainas contienen 

entre 7-22% de proteína, 30-75% de carbohidratos, 11–35% de fibra cruda, 1–6% de grasa y 

3–6% de ceniza. En cambio, la utilización de esta planta como forraje en la alimentación 

animal puede variar en relación a su valor nutricional. A este respecto se deben tomar algunas 

consideraciones como la especie, parte de la planta, territorio, las condiciones edafológicas, 

estadio fenológico (Andrade-Montemayor et al., 2009). El contenido de nutrientes de 

diferentes especies más comunes del género Prosopis se muestra en el cuadro 7. 

Cuadro 7. Contenido nutricional de diferentes especies de Prosopis. 

Especie País Parte aérea %M.S % M.O  FDN FDA P.C  

P. cineraria India  Hojas  86.1 - 44.6 35.2 15.5 

P. juliflora India  Semillas  90.2 - 29.1 27.6 33.0 

P. juliflora  Etiopia  Hojas  92.3 - 27.1 18.2 21.6 

P. flexuosa Argentina  Hojas y ramas  37.1 34.7 39.7 - 14.1 

P. laevigata México Vainas 91.71 - 26.45 16..91 11.74 

P. ruscifolia  Argentina  Semillas  - - - - 33.81 

P. cineraria - Hojas  - 90.2 53.5 39.5 12.9 

P. palida 

Perú 

Vainas  85.9 - - - 9.1 

P. chillensis  Semillas  - - - - 25.36 

M.S= materia seca, M.O=materia orgánica, FDN=fibra detergente neutro, FDA=fibra detergente acido, 

P.C=proteína cruda, (Fuente: Ruíz-Nieto et al., 2020).  
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Fitoquímica y compuestos químicos del género Prosopis  

 

Existen diferentes clases de metabolitos secundarios que sintetiza la planta con el propósito de 

protegerse del estrés, en heridas, en las enfermedades provocadas por diferentes 

microorganismos y herbívoros (Dahms et al., 2014). De acuerdo con algunos autores, se han 

reportado diferentes metabolitos presentes en la planta con diversas propiedades 

farmacológicas que incluyen los alcaloides, taninos, fenólicos, esteroides, terpenos, 

flavonoides, proteínas, azúcares y ácidos grasos en diferentes estructuras de Prosopis (Prabha 

et al., 2014), como hojas, corteza, vainas, raíces y polen (de Brito-Damasceno et al., 2017). 

Por ejemplo, los alcaloides presentan diferentes propiedades farmacéuticas importantes como 

antioxidante (Tapia et al., 2000; Almaraz-Abarca et al., 2007; Silva et al., 2007; Napar et al., 

2012; Quispe et al., 2014), antipirética (Manikandar et al., 2009), analgésica (Ayanwuyi et al., 

2010), antitumoral (Robertson et al., 2011), actividad antipalúdica (Preeti et al., 2015) y 

antibacteriana (Raghavendra et al., 2009; Othman et al., 2016; Henciya et al., 2017). Los 

taninos (Prabha et al., 2014) son de gran interés en la nutrición animal debido a que pueden 

tener efectos tóxicos o anti-nutricionales; como consecuencia disminuye el suministro de 

nitrógeno en los animales (McSweeney et al., 2001) o altera la población microbiana en el 

rumen (Piluzza et al., 2014). Los terpenos tienen propiedades insecticidas, además, poseen 

actividad farmacológica que incluye las antibacterianas, antifúngicas, molusquicidas, 

antihelmínticas y antipalúdicas (Gurib-Fakim, 2006). Otro grupo de compuestos fenólicos de 

mayor relevancia son los flavonoides que de acuerdo a su actividad farmacológica muestran 

propiedades antioxidantes y anticancerígenas. De hecho, la combinación de taninos y 

flavonoides puede sinergizar el potencial antioxidante y anticancerígeno (Deepa et al., 2013; 

Muhammad et al., 2013). Fitoconstituyentes obtenidos a partir del género Prosopis son 
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mostrados en la Figura 12 (Ruiz-Nieto et al., 2020) y el cuadro 8 se muestra la actividad 

farmacológica de diferentes especies (Ukande et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 12. Compuestos fitoquímicos del género Prosopis spp.   

Juliprosopina 

(antiinflamatorio) 
Juliflorina 

(antidermatofítico) 

Prosopis glandulosa 

Prosopis cineraria 

Prosofilina 5,5-oxybis-1,3-benzenediol (Anti-oxidante) 

  

Prosopis juliflora 

Prosopis laevigata 

Isoramnetina 
(antihelmíntico) 

Luteolina 
(neuroprotector) 

4´-O-metilcatequina 

(anticarcinogénica) 

Prosopis africana 
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Cuadro 8. Compuestos bioactivos medicinales de partes aéreas de Prosopis spp. (Leguminosae, Mimosaceae).  

 

 

 

 

Especies 

  

 

Parte aérea 
Actividad 

farmacológica 

Compuesto 

activo 
Referencias 

P. juliflora 

Hojas 

Inhibición de 

acetilcolinesterasa 

Bloqueo de canales de 

calcio. 

Juliflorina Choudhary et al.,  2005 

Hojas 

Vainas  

Disminución de la 

producción de gas 

durante la digestión 

ruminal. 

Juliprosopina 

Prosoflorina 

Juliprosina 

dos Santos et al., 2013 

Frutas 
Actividad contra el 

carcinoma de pulmón. 
Patulitrina Sathiya et al., 2010 

Madera Actividad antioxidante (-) -Mesquitol Sirmah et al., 2009 

Hojas 

Inhibición de hongos 

resistentes a fármacos. 

Activación de las células 

gliales. 

Alcaloides de 

piperidina 

Valli et al., 2014 

Silva et al., 2013 

Semillas y hojas 
Inhibición de H+, K+, 

ATPasa de H. pylori. 

Alcaloides 

Flavonoides 

Taninos 

Antraquinonas 
Quinonas 

Gobinath et al., 2013 

P. cineraria Vainas Actividad antioxidante 
Triterpenoides, 

Prosofilina 
Garg and Mittal, 2013 

P. africana 

Hojas, raíces y 
tallo 

Corteza del tallo 

Actividad 
antitripanosomal 

Taninos 
Flavonoides  

Atawodi et al., 2009 

P. chilensis Hojas  
Actividad de unión al 
ADN 

 

β-fenetilamina 
Triptamina 

 

Astudillo et al., 2000 

P. glandulosa var. 

glandulosa 
Hojas  

Anti-infeccioso 
Antiparasitarios 

Δ1,6-juliprosopina 
Astudillo, 2000 

Rahman, 2011 

 

P. flexuosa 

 

Partes aéreas Antioxidante  Catequina  Tapia et al., 2000 

 

P. tamarugo 

 

Hojas  Antioxidante Catequina  Astudillo et al., 2000 

 

P. alpataco 

 

Semilla  Antibacterial  
Triterpenos 

pentacíclicos 
Mazzuca et al., 2003 

 

P. pallida 

 

Frutos  Antihiperglucemia Compuestos fenólicos  Pinto et al., 2009 

 

P. cineraria 

 

Toda la planta 
Actividad 
anticonvulsiva 

Alcaloides Sachdeva et al., 2014 
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Prosopis laevigata (Mezquite)   

 

Esta planta es una leguminosa arborea perteneciente a la familia de las Fabáceas del género 

Prosopis conocida comúnmente en México como “Mezquite” y se caracteriza por la 

producción de vainas con semillas. Además de ser un género ampliamente distribuido en 

zonas áridas y semiáridas de México y también se le encuentra cerca del nivel del mar 

(Palacios, 2006; Carrillo-Parra et al., 2010). Estos árboles miden desde 40 cm hasta 20 m de 

altura y se adaptan a cualquier condición climática, ya que este puede crecer en lugares con 

lluvias menores a los 100 mm anuales y resistiendo temperaturas máximas de 40°C durante el 

verano (Ríos-Saucedo et al., 2013; Aguilar-Rodríguez et al., 2007). Son un recurso natural de 

gran importancia económica de México y en el mundo por su madera que es usada como 

combustible, como material de construcción, sus frutos (vainas) se usan como forraje y sirve 

para el consumo humano, así como en animales (Rzedowsky 2006).   

 

Taxonomía y descripción botánica  

 
Nombre común: Mezquite 

 

Reino: Plantae 

     División: Magnoliophyta 

          Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas) 

                Subclase: Rosidae 

                       Orden: Fabales 

                             Familia: Fabaceae  

                                   Género: Prosopis  

                                          Nombre científico: Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd). 
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 Prosopis laevigata es la especie que pertenece exclusivamente al estrato arbóreo, mide entre 

de 6 a 12 m de altura (Figura 13) (Rzedowsky 2006). El tronco mide por lo general de 30 a 60 

cm hasta de 1 m de diámetro; su corteza es gruesa de color café-negruzco parcialmente 

fisurada. La raíz es profunda y el tallo ramifica a baja altura, algunas veces a nivel del suelo 

(Rosales et al., 2011). La copa del árbol es más ancha que alta y sus ramas presentan espinas 

de 1 a 4 cm de largo. Las hojas son compuestas, bipinnadas con 10 a 40 pares de foliolos de 5 

a 10 mm de largo; las flores están agrupadas en espigas densas de 5 a 10 cm de largo, con 

pedicelos de 0.5 a 1 mm de largo, cáliz campanulado, la corola presenta 5 pétalos linear-

lanceolados, de 2.5 a 4mm de largo. Contienen 10 estambres, filamentos libres, blancos; 

ovario glabro o lanosos, estilo velloso, estigma truncado son de color blanco-amarillentas 

(Grether, 2007); el fruto (vaina) presenta una coloración amarillenta con tonalidades moradas 

o rojizas, su forma es alargada, recta o arqueada mide de 7 a 20 cm de largo por 0.7 a 1.4 mm 

de ancho y 6 a 8 mm espesor (Figura 14) (Rodríguez-Sauceda et al., 2014). Contiene entre 4-

10 a 20-25 semillas de forma aovada a elíptica, son lisas de color café claro, cada una y miden 

de 4.2 a 5 mm de longitud, de 3.5 a 4.6 mm de ancho y de 2.0-2.5 mm de grosor (Rosales et 

al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Árbol de Mezquite (P. laevigata). 
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Figura 14. Prosopis Laevigata: a. Rama con racimos, b. Hojas; c. Glándula interpeciolar; d. Folíolo; e. Flor y 

bráctea; f. Perianto extendido y estambres; g. Pistilo; h. Fruto. (Tomado de: Grether et al., 2006). 
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Distribución geografía de P. laevigata en México 

 

El mezquite [P. laevigata (Humb. et Bonpl. ex Willd) M. C. Johnston] es la especie 

prominente de las zonas áridas y semiáridas que ocupa una extensa distribución geográfica en 

el territorio mexicano (Figura 15). Tomando en cuenta lo antes mencionado, es importante 

señalar, que esta extensión no es continua, sin embargo, en algunos casos esta interrumpida 

por zona montañosas. Esta especie se distribuye en varios estados de la república mexicana, 

comprende la vertiente del pacífico (Jalisco hasta Chiapas), la del Golfo de México (Nuevo 

León, Tamaulipas y el norte de Veracruz), región centro-norte (Estado de México, Morelos, 

Puebla, Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosí, Durango, Hidalgo, Zacatecas), de 

manera que esta especie es capaz de establecerse en área con una amplia diversidad en 

condiciones climáticas, lo cual coincide con lo referido por Rzedowsky (2006) y Palacios-

Romero et al., (2016). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Distribución de Prosopis laevigata en México (Fuente: Palacios et al., 2016). 
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Uso en la medicina tradicional de P. laevigata 

 

El uso medicinal de esta especie ha sido importante desde la cultura prehispánica hasta 

nuestros días, p ej., en el estado de Guanajuato la corteza de la raíz a manera decocción ha 

sido empleada para curar algunas afecciones de ojos, disentería y como purgante (García-

Moya, 1986; Rzedowski, 1988). Por otro lado, la decocción de la corteza a partir de ramas 

jóvenes, se utiliza como bebida para aliviar los cólicos en bebés. En cuanto a las partes aéreas 

de esta especie, las hojas son utilizadas para padecimientos oculares, en problemas 

gastrointestinales, como antiparasitario y antimicrobiano (Figueiredo, 1990; Argüelles et al., 

1991). Las flores hervidas se emplean con fines curativos durante la ducha para el alivio del 

salpullido, no obstante, los indígenas de Norte América cocían las flores y las usaban como 

vomitivo y purgante (CONAZA, 1994). Los frutos hervidos en agua, se usan para disolver 

cálculos vesiculares. Las hojas y frutos en infusión se usan como anticancerígeno, como 

purgante, gastralgia, escalofríos, diarrea, disentería, excrecencias, ojos, gripe, dolor de cabeza, 

bronquitis, inflamación, comezón, sarampión, garganta, y heridas (González et al., 2004; Ríos-

Saucedo et al., 2011; García-Andrade et al., 2013).  

 
 

Contenido nutricional y aplicaciones de P. laevigata  

 

En lo que respecta a las características nutricionales que ofrece esta planta, existen estudios 

bromatológicos, químicos, físico-químicos acerca de la vaina (frutos) del mezquite que, por su 

alto contenido de proteínas, azúcares y otros nutrientes desempeña un papel primordial como 

suplemento alimenticio para consumo humano y de animales. Y en ese sentido, un estudio 

realizado por Andrade-Montemayor et al. (2011) las vainas de P. laevigata poseen un alto 

contenido de proteína cruda soluble que es rápidamente degradable y asimilable por los 



 

40 

 

animales. De acuerdo a los trabajos realizados por Peña-Avelino et al. (2014), el valor 

nutricional a partir de vainas y semillas de la misma especie vegetal se muestra en cuadro 9. 

 
Cuadro 9. Composición química de vainas y frutos de P. laevigata. 

 

 

 

 

 

 

Materia seca= M.S; Fibra detergente Neutro= FDN; Fibra Detergente Ácido=FDA; Proteína Cruda=P.C. 

 

 

En relación a la cantidad de componentes nutracéuticos encontrados en esta especie, el mismo 

autor realizó un estudio in vivo utilizando las vainas de P. laevigata en dietas de engorde a 

partir de corderos, mostrando que esta mezcla mejoró sustancialmente la ganancia diaria 

promedio. Asimismo, el consumo de este alimento proporcionó una benéfica fuente de 

carbohidratos solubles y tamaño de partícula que mejoró el metabolismo de nitrógeno en el 

rumen (Peña-Avelino et al., 2016). Por otro lado, un trabajo realizado por Carranza-Montaño 

et al. (2003) cerca de 20 especies de plantas forrajeras incluyendo a P. laevigata fueron 

analizados mediante estudios bromatológicos. Las hojas y frutos contenían más del 12% de 

proteína de modo que representa una de las principales especies de plantas forrajeras con un 

alto valor proteico, nutrimentos y minerales, donde evidentemente se convierte en una fuente 

potencialmente valiosa de alimento en zonas áridas y semiáridas en nuestro país. En 

consecuencia, los frutos de esta especie han sido utilizados para el consumo animal, pero en 

algunas zonas rurales, la harina a partir de vainas de mezquite es usada por los pobladores 

Componente  Vaina Semilla 

M.S g/kg 855 950 

FDN, g/kg M.S 307 182 

FDA, g/kg M.S 237 127 

Azúcares, g/kg M.S 198 8 

P.C, g/kg M.S  77 285 

Cenizas, g/kg M.S 39 35 

Grasa, g/kg M.S 27 26 

Taninos mg/g M.S 0.1 0.4 
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como fuente de alimento (Cervantes, 2002). La caracterización nutricional de la harina de 

mezquite como posible suplemento para consumo humano realizado por Barba de la Rosa et 

al. (2006) es mostrada en el cuadro 10. La cantidad de aminoácidos esenciales a partir de las 

vainas del mezquite y los valores mínimos requeridos para adultos y niños por día, así como la 

cantidad de metionina y cisteína, fenilalanina y tirosina según lo estipulado por FAO (1993), 

son mostrados en el cuadro 11. 

 
Cuadro 10. Caracterización nutricional de la harina y postre (muffin) a partir de vainas de P. laevigata. 

 

 

 

 

 
Cuadro 11. Cantidad de aminoácidos esenciales presentes en harina a partir de vainas de P. laevigata en mg 

a.a/g de proteína.  

 

 

   

 

 

Otros estudios revelan las propiedades de esta leguminosa transformada en harina a partir de 

las semillas de P. laevigata, debido a que contienen un elevado valor en fibra (7.73 g/100 g), 

proteína (36.51 g/100 g), grasas 4.83 g/100 g y los aminoácidos presentes en la harina son 

mostrados en el cuadro 12. El valor nutracéutico de esta fabácea es valiosa en su forma cruda 

Características  Harina 
Postre (muffin) 

a base de harina 

Proteína cruda 10.0 9.7 

Grasas  3.6 11.2 

Cenizas 5.8 8.8 

Fibra cruda 26.7 7.8 

Carbohidratos  53.9 62.5 

Aminoácidos (a.a) Harina 
FAO 

Niños Adultos 

Histidina 45 19 16 

Treonina  45 34 9 

Lisina  20 58 16 

Triptófano 53 11 5 

Valina  62 35 13 

Metionina + cisteína  14 25 17 

Isoleucina  26 28 13 

Leucina  56 66 19 

Fenilalanina + Tirosina  28 22 19 
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y extruida la cual es una forma útil de tecnología para aprovecharla en la industrialización 

como lo sugiere Díaz-Batalla et al. (2018). 

Cuadro 12. Perfil de aminoácidos presentes en harina de semillas de mezquite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Norma recomendada por la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) 

para seres humanos mayores de 3 años. 

 

Fitoquímica de Prosopis laevigata 

 

En una búsqueda exhaustiva de la información acerca de los metabolitos secundarios y 

compuestos activos con actividad biológica presentes en esta especie en particular, existe una 

limitada información al respecto. Sin embargo, algunos trabajos han podido revelar 

información muy valiosa y en ese sentido, se han logrado aislar e identificar diferentes 

metabolitos secundarios utilizando diferentes partes de la planta empleando diversos métodos 

de extracción. Por ejemplo, un estudio realizado por García-Andrade et al. (2013), mediante 

Aminoácidos  Harina de semillas *FAO, 2013 

Aspartato  83.4  

Treonina  29.8 25 

Serina  48.1  

Glutamina  177.2  

Prolina  62.6  

Glisina  50.6  

Alanina  43.1  

Valina  34.8 40 

Isoleucina  29.2 30 

Leucina 69.1 61 

Tirosina  22.8  

Fenilalanina 35.6  

Histidina 24.2 16 

Lisina 54.8 48 

Argenina 112.2  

Cisteína 25.9  

Metionina 9.1  

Triptófano 6.5 6.6 

Metionina + Cisteina 34.9 23 

Fenilalanina + Triptófano  58.4 41 
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Ácido cafeico 

una extracción con acetona-acuosa a partir de hojas secas de P. laevigata, la fracción polar se 

obtuvieron e identificaron por HPLC algunos compuestos fenólicos y flavonoides (Figura 16).    

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 16. Metabolitos secundarios identificados a parir de hojas de P. laevigata. 

Ácido gálico Ácido cumárico 

Catequina Galocatecol 

Galato de epicatequina 

Quercetina  

Rutina 

Morina Naringenina Luteolina 
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En una investigación realizada por Delgado-Altamirano et al. (2017), a partir de un extracto 

acuoso utilizando hojas y ramas de P. laevigata, se obtuvieron metabolitos polares como 

alcaloides y algunos compuestos fenólicos como las antraquinonas. Desde una perspectiva 

muy general, los hallazgos fitoquímicos de acuerdo a Ruiz-Nieto et al. (2020) evidencian la 

presencia de varias clases de metabolitos secundarios que incluyen flavonoides, alcaloides, 

cumarinas, taninos, esteroides, terpenos, en diferentes especies de Prosopis (Cuadro 13). 

Cuadro 13. Análisis químico de algunas especies de Prosopis 

 
 
 

Flavonoides=Flvs; Alcaloides=Alcs; Cumarinas=Cums; Taninos=Tans; Triterpenos/Esteroles=Trs/Est 

Saponinas=Saps. Positivo (+), Negativo (-), No detectado (ND).  

 

 

 

 

Fitoconstituyentes 
 

Especie  Parte Flvs Alcs Cums  Tans Trs/Ets Saps Referencia 

P. torquata 
Forraje 

ND - ND + + + Rossi et al., 2007 

Rossi et al., 2007 P. flexuosa ND + ND + + + 

P. flexuosa var. 

depressa (alpataco) 

Hojas 

+ + ND - + + 

Ardoino et al., 2013 Prosopis flexuosa 

var. flexuosa 

(algarrobo) 

+ + ND + + + 

P. laevigata  
Corteza 

y hojas 
+ + + + + - Sánchez et al., 2016 

P. cineraria 

P. juliflora 

Hoja 

Vaina 

Flor 

Tallo 

Raíz 

Semilla 

+/+ 

+/+ 

+/+ 

-/+ 

+/+ 

+/+ 

+/+ 

+/+ 

+/+ 

-/- 

+/+ 

-/- 

ND 

+/+ 

+/+ 

-/- 

-/- 

+/+ 

-/- 

+/+ 

+/- 

-/+ 

+/- 

+/+ 

+/+ 

+/+ 

-/- 

-/- 

-/- 

+/+ 

-/- 

Khandelwal et al., 2016a  

 

Khandelwal et al., 2016b  

P. pallida  Hojas + ND ND + + + 
Cárdenas-Camacho et al., 

2017 

P. velutina Hojas + - ND ND ND - Ramírez-Rojo et al., 2019 

P. laevigata  Hojas + + + + + + Delgado-Núñez et al., 2020 
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Farmacología de P. laevigata 

 

En una revisión profunda de la literatura, no existen estudios fehacientes acerca de la 

identificación de fitocompuestos con actividad biológica de P. laevigata. No obstante, algunos 

autores han reportado actividad antihelmíntica, antimicrobiana, antioxidante, entre otras, 

utilizando extractos orgánicos de esta planta. Como por ejemplo, en un trabajo realizado por 

López-Aroche et al. (2008), se evaluaron in vitro un total de 20 extractos de plantas, incluidos 

tallos y hojas de P. laevigata, utilizando tres disolventes diferentes, contra larvas L3 de H. 

contortus, donde registraron poco más del 85% de actividad antihelmíntica a partir de un 

extracto hexánico. En otro estudio llevado a cabo por De Jesús-Gabino et al. (2010) se 

administró por vía oral un extracto hexánico de P. laevigata a jerbos infectados artificialmente 

de H. contortus en busca de actividad antihelmíntica, sus resultados mostraron una reducción 

del 42% de la carga parasitaria atribuida al efecto nematicida del extracto.  

Otros estudios han demostrado que algunas plantas medicinales empleadas en la reserva de la 

biosfera Sierra de Huautla Morelos, México, entre ellas P. laevigata a partir de extractos 

orgánicos, exhiben actividad antibacteriana y antifúngica de acuerdo a lo realizado por 

Salinas-Sánchez et al. (2009). Los frutos de esta planta, además de presentar un buen aporte 

nutracéutico como se mencionó anteriormente, también contiene propiedades antioxidantes 

como lo demuestra Gallegos-Infante et al. (2013). Asimismo, el extracto acetónico a partir de 

hojas de P. laevigata mostró un efecto antioxidante y cardioprotector que mediante un análisis 

preliminar por cromatografía líquida de alta resolución se observaron diferentes metabolitos 

secundarios como: compuestos fenólicos como ácido gálico, catequina, galocatequina, galato 

de epicatequina, rutina y luteolina, que probablemente pueden atribuirse estas propiedades 

antioxidantes y biológicas.  
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Por otro lado, existen registros en el uso de extractos de metanólicos de diferentes especies 

vegetales entre ellos P. laevigata contra bacterias nosocomiales; los resultados preliminares de 

las pruebas antimicrobianas revelaron que el extracto de P. laevigata fue el más activo 

obteniendo el mayor diámetro de inhibición (2.8 ± 0.5 cm) contra todos los aislados clínicos 

evaluados Sánchez et al. (2016). En cambio, en un experimento realizado por Delgado-

Altamirano et al. (2017), probaron extractos orgánicos y acuosos a partir de plantas 

ampliamente utilizadas en la medicina tradicional mexicana para comprobar su actividad 

como antiparasitario y citotóxica. El extracto acuoso hojas y ramas de P. laevigata fue el 

segundo más potente en pruebas contra la leishmaniasis (22.8±2.9) y citotóxica (35.2±4.7), 

respectivamente. La presencia de terpenos, muy probablemente, son responsables de la 

actividad leishmanicida. 

  

JUSTIFICACIÓN 

 

El presente estudio ha sido diseñado con la finalidad de buscar compuestos naturales con 

actividad nematicida a partir de la planta Prosopis laevigata (Pl) también conocida como 

“Mezquite”, utilizando como modelo de estudio a Haemonchus contortus (Hc) que es uno de 

los parásitos más patógenos y de mayor repercusión económica en la industria ovina en 

México. La obtención e identificación de moléculas con una elevada actividad nematicida 

contra Hc abre nuevas perspectivas en la búsqueda de alternativas de control contra la 

hemoncosis ovina desde una perspectiva sustentable y natural; sin los efectos indeseables de 

las drogas químicas que actualmente se utilizan como desparasitantes y que dañan el medio 

ambiente al ser eliminados por los animales a través de las heces y la orina; además de que 

causar resistencia en los parásitos.  
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿El extracto hidroalcohólico (E-HA) y fracciones obtenidas a partir de hojas P. laevigata 

ejercen un efecto antihelmíntico contra H. contortus en un modelo in vitro? 

HIPÓTESIS 

Las hojas de P. laevigata poseen compuestos con actividad antihelmíntica in vitro contra H. 

contortus. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad antihelmíntica in vitro de Prosopis laevigata contra huevos y larvas 

infectantes de Haemonchus contortus. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Evaluar la actividad antihelmíntica in vitro del extracto hidroalcohólico a partir de 

hojas de P. laevigata contra huevos y larvas de H. contortus. 

o Fraccionar el E-HA por bipartición y evaluar las fracciones acuosa y orgánica de P. 

laevigata contra huevo y larvas infectantes de H. contortus. 

o Aislar y purificar mediante cromatografía en columna abierta y de capa fina (CCA-

CCF), asimismo, evaluar las sub-fracciones de P. laevigata contra huevos y larvas de 

H. contortus. 

o Identificar la estructura del compuesto(s) activo(s) mediante métodos espectroscópicos 

(RMN 1H, 13C) y espectrométricos (GM). 

o Identificar posibles cambios en la estructura de huevos y larvas expuestos al 

compuesto(s) activos(s) por métodos de microscopia digital de alta resolución 

(AxioCam) acoplada a color, microscopía electrónica de laser confocal (MELC) y 

electrónica de barrido ambiental (MEBA). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Ubicación  

 

Las pruebas de confrontación in vitro y el perfil de metabolitos secundarios se realizaron en el 

Laboratorio de Helmintología del Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en Salud 

Animal e Inocuidad (CENID-SAI-INIFAP), en Progreso Jiutepec, Municipio del Estado de 

Morelos, México. La obtención y purificación de compuestos bioactivos se realizaron en el 

Centro de Investigación Biomédica Sur (CIBIS-IMSS), en Xochitepec, Morelos, México. Las 

micrografías fueron tomadas en el Departamento de Biotecnología, en el Centro de Desarrollo 

de Productos Bióticos del Instituto Politécnico Nacional, Yautepec, Morelos, México. 

Colecta del material vegetal 

 

Hojas de P. laevigata (4.6 kg) se colectaron en la comunidad de Huixastla, Municipio de 

Tlaquiltenango, ubicado al Sur del Estado de Morelos (18°28'45" N y 99°8'41" W) 

perteneciente a la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) durante estación seca 

de abril-mayo 2017 (Figura 17). Las hojas fueron depositadas en el herbario del Centro de 

Investigación en Biodiversidad y Conservación (CIByC-UAEM) e identificadas 

taxonómicamente por M.C. Gabriel Flores Franco con código voucher 34873. 
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Comunidad de Huixastla, Morelos 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Mapa del Estado de Morelos México muestra la reserva de la biosfera sierra de Huautla la 

(REBIOSH) perteneciente al Municipio de Huixastla y la imágen un árbol de Prosopis laevigata 

 

 

 

Obtención del E-HA y fraccionamiento químico a partir de hojas de Prosopis laevigata. 

 

Las hojas frescas de P. laevigata se secaron en condiciones de oscuridad a 25-28 oC durante 5 

días. Las hojas secas (4,6 kg) se trituraron en un molino Pulvex Plastic Grinder® a un tamaño 

de partícula de 4–6 mm y se colocaron en recipientes de cristal de 46 L. Las hojas secas y 

molidas se maceraron con agua-etanol (70:30%); se mantuvieron durante 24 horas a 

temperatura ambiente (18-25 oC). El extracto hidroalcohólico se filtró con el propósito de 

eliminar restos de material vegetal a través de varios tamices que fueron tela gasa, algodón y 

papel filtro Whatman no. 4. Los disolventes se eliminaron por destilación a baja presión 

utilizando un rotaevaporador (40-50 oC, Büchi R-300, Flawil, Suiza) para obtener un extracto 

semisólido que finalmente se liofilizó. El extracto se mantuvo a 4 oC para ensayos biológicos y 

fitoquímicos. El extracto hidroalcohólico (726.34 g), se biparticionó usando acetato de etilo 

(Merck, Alemania) en relación 1:1 v/v (1000 ml cada uno), obteniendo dos fracciones: una 

18°28'45" N y 99°8'41" W 

745 m.s.n.m 
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acuosa (F-Aq) y otra orgánica de acetato de etilo (F-AcEt). Los disolventes de ambas 

fracciones se eliminaron por destilación a presión reducida usando un rotaevaporador (Buchi 

R-300, Flawil, Suiza) a temperatura de 40-50 ºC y posteriormente se secaron mediante por 

procesos de liofilización (Labconco, Kansas, MO, EE. UU.). Las pruebas de actividad 

antihelmíntica in vitro de ambas fracciones y del E-HA se evaluaron utilizando huevos y 

larvas de H. contortus como modelos biológicos. 

 

Aislamiento, purificación e identificación de fitoconstituyentes a partir de la F-AcEt de P. 

laevigata. 

 

La fracción más activa (F-AcEt 18 g) se procesó mediante técnicas cromatográficas con sílice 

gel en una columna abierta (200 g, malla 70-230; Merck, Darmstadt, Alemania). Luego, la 

solución se eluyó usando un sistema de gradiente con n-hexano/acetato de etilo/ MeOH, con 

polaridad creciente en fase móvil comenzando con 100% de n-hexano y terminando con 100% 

de metanol. Se obtuvieron un total de cuarenta y cinco fracciones de 300 ml. Las fracciones se 

agruparon en función de su similitud química usando técnicas de cromatografía en capa fina 

(CCF), los disolventes se eliminaron mediante un rotaevaporador a baja presión. Como 

resultado, se obtuvieron cuatro subfracciones finales y se registraron de la siguiente manera: 

C1F1 (5.7 g), C1F2 (6.0 g), C1F3 (3.5 g) y C1F4 (1.5 g). Todas las fracciones y subfracciones se 

analizaron mediante CCF en un gel de sílice 60 F254 (Merck, Alemania) usando luz UV a 254 

y 360 nm. Todas las fracciones se evaluaron mediante ensayos antihelmínticos in vitro. La 

fracción más activa (C1F1, 5.7 g) se sometió a fraccionamiento cromatográfico en columna 

abierta con gel de sílice fase normal en gel de sílice (30 g, malla 70-230; Merck, Darmstadt, 

Alemania). Después, se utilizó un gradiente de n-hexano y acetato de etilo como fase móvil, 
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de la cual se obtuvieron un total de 74 fracciones. Estas fracciones se agruparon de acuerdo a 

su similitud química según lo determinado por análisis de CCF, resultando en tres 

subfracciones (C2F1, C2F2 y C2F3), las cuales fueron evaluadas contra larvas L3 de H. 

contortus. Estas tres subfracciones resultaron con la misma elevada actividad larvicida. El 

análisis de CL50 de estas tres subfracciones resultaron sin ninguna diferencia estadística entre 

ellas; así que se seleccionó la sub-fracción (C2F2, 2 g) de las otras dos, porque teníamos un 

poco más de muestra de esta sub-fracción para seguir adelante con su proceso cromatográfico 

usando una columna de fase normal (30 g, 70-230 mesh; Merck, Alemania). Por otro lado, 

para el aislamiento y purificación de compuestos a partir de esta subfracción, se utilizó un 

sistema fase reversa por cromatografía en columna abierta con sílice gel polygoprep® 60-50 

C18 usando un gradiente agua/acetonitrilo como fase móvil, comenzando con 100% de H2O y 

terminando con 100% de CH3CN obteniendo un total de 41 fracciones. 

Las fracciones 14, 15 y 16 se combinaron usando CCF para producir un polvo amarillo sólido 

(1, 40 mg). Las fracciones 17 y 18 produjeron una mezcla de compuestos (1, 376.0 mg y 2, 

157.7 mg dando un total de 533.7 mg), la fracción 22 contenía el compuesto 2, (60 mg), 

mientras tanto, la fracción 26 produjo el compuesto 3 (45 mg). La identificación de los 

compuestos se realizó mediante técnicas y análisis de RMN de 1H y 13C, utilizando un 

espectrómetro Agilent DD2-600 a 25 °C como disolventes se usaron CD3OD y DMSO-D6 

(Cambridge Isotope Laboratories Inc., Tewksbury, MA, EE. UU.), y el TMS fue usado como 

como referencia. 
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Tamizaje cualitativo fitoquímico del E-HA y fracciones de P. laevigata. 

 

El E-AH y sus fracciones (Aq y AcEt) se caracterizaron fitoquímicamente para determinar la 

presencia de alcaloides, cumarinas volátiles, flavonoides, taninos condensados, terpenos/ 

esteroles y saponinas mediante reacciones químicas y colorimétricas. 

Identificación de alcaloides 

 

La presencia de alcaloides se determinó utilizando reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner. 

La solución de Dragendorff (a) se preparó con 4.25 mg de nitrato de bismuto (III) y 50 g de 

ácido tartárico disueltos en 200 ml de agua. La solución de yoduro de potasio (b) se preparó 

utilizando 80 g de yodo disuelto en 200 mL de agua. Los reactivos se mantuvieron a 4 ºC hasta 

su uso. El reactivo de Mayer (a) se preparó utilizando 2.72 g de cloruro de mercurio disuelto 

en 120 mL de agua y (b): 10 g de yoduro de potasio disuelto en 20 mL de agua. Ambas 

soluciones se mezclaron y diluyeron con agua hasta completar 200 mL. El reactivo de Wagner 

se preparó utilizando 2.54 g de yodo y 4 g de yoduro de potasio disueltos en 10 mL de agua. 

La solución se añadió con agua hasta completar 200 ml. La técnica para identificar la 

presencia de alcaloides fue la siguiente: se colocaron 50 mg de extracto hidroalcohólico en un 

tubo de ensayo y se agregaron 6 mL de HCl (10%). La mezcla se calentó durante 10 min a 100 

ºC. Después de eso, el tubo se enfrió y se filtró. La solución se dividió en tres tubos de ensayo 

y se añadieron 10 gotas de los reactivos (reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner). El 

precipitado y una ligera turbidez, así como el cambio de color a un precipitado rojo, naranja, 

blanco o marrón, se consideran una evidencia de la presencia de alcaloides (Ringuelet and 

Viña, 2013). 



 

53 

 

Identificación de cumarinas volátiles 

 

Se colocó un volumen de 3 mL del extracto hidroalcohólico en un tubo de ensayo para 

analizar cumarinas volátiles. La abertura del tubo de ensayo se revistió con papel de filtro 

impregnado con una solución de NaOH 1N. El tubo de ensayo se colocó en un baño de agua a 

100 ºC durante 10 min. El papel de filtro se observó bajo luz ultravioleta para visualizar la 

presencia de fluorescencia de color amarillo indicativa de cumarinas (Rivas-Morales et al., 

2016). 

Identificación de flavonoides 

 

Se colocaron 2 mL del extracto hidroalcohólico en un tubo de ensayo y se adicionó un 

pequeño trozo de banda de magnesio (5 x 5 mm) y 20 mL de ácido clorhídrico (36%) y se 

incubó a temperatura ambiente (25-28 ºC). Después de 24 h, un cambio de color (rojo) indicó 

flavonoides (Domínguez, 1973). 

Identificación de taninos 

 

Para identificar la presencia de taninos, se prepararon las siguientes soluciones: (a) solución de 

cloruro férrico al 20%; (b) solución de gelatina al 1%; (c) solución de gelatina y sal (500 mg 

de gelatina y 5 g de cloruro de sodio en 50 mL de agua destilada); (d) solución salina al 10%. 

La presencia de taninos en P. laevigata se determinó disolviendo 100 mg de extracto 

hidroalcohólico en 10 mL de agua destilada, y se colocaron 3 mL del extracto resultante en un 

tubo de ensayo y se agregaron de 1 a 3 gotas de solución de cloruro férrico al 20%. Para 

confirmar la presencia de taninos, el extracto restante se dividió en tres partes iguales de 10 

mL. En cada tubo de ensayo se añadió 1 ml de cada solución de gelatina, solución de gelatina 

+ sal y solución salina. La presencia de un precipitado en los tubos con solución de gelatina y 
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gelatina + sal indica la presencia de taninos. Se obtiene un resultado negativo cuando se 

observa la formación de un precipitado en el tubo de ensayo con solución salina (Rivas-

Morales et al., 2016). 

Identificación de triterpenos y esteroles 

 

Para identificar la presencia de triterpenos y esteroides se solubilizaron 50 mg del extracto 

hidroalcohólico en el tubo de ensayo de vidrio de 30/100 mm usando 10 mL de cloroformo y 

luego se filtraron usando papel Whatman (No. 4). La solución se dividió en dos tubos de 

ensayo para reaccionar con los reactivos de Liebermann-Burchard y Salkowski. El primero se 

preparó utilizando 1 mL de anhídrido acético al que se le adicionó 0.5 mL de reactivo de 

Salkowski (ácido sulfúrico concentrado) manipulando la solución en agua fría. Ambas 

soluciones se agregaron individualmente a cada tubo que contenía la fase clorofórmica. El 

cambio de color a amarillo/rojo se consideró positivo a la presencia de triterpenos o esteroides 

(Kuklinski, 2000). 

 

Identificación de saponinas 

 

La presencia de saponinas se determinó de la siguiente manera: se depositaron 5 mL del 

extracto hidroalcohólico y fracciones en tubos de ensayo por separado y luego se colocaron en 

agua hirviendo durante 2 minutos. Después de enfriar, cada tubo se agitó vigorosamente. La 

presencia de espuma persistente indica la presencia de saponinas (Ringuelet and Viña, 2013). 
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Análisis de extractos, fracciones y compuestos 1-3 por CLAR 

 

El análisis cromatográfico por HPLC se realizó utilizando un módulo de HPLC Waters 996, 

equipado con un detector de matriz de fotodiodos y el software EmpowerPro (Waters 

Corporation, Milford, MA, EE.UU.). La separación química se logró utilizando una columna 

Supelcosil LC-F (4,6 mm 50 mm), con un tamaño de partícula de 5µm, (Sigma-Aldrich, 

Bellefonte, PA, EE. UU.). La fase móvil consistió en una solución acuosa de ácido 

trifluoroacético al 0,5% (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) en un sistema de gradiente 

(0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20 min, 30 % B; 21 a 23 minutos, 50% B; 24 a 25 minutos, 

80% B; 26 a 27 100% B; 28 a 30 minutos, 0% B). El flujo se mantuvo a 0,9 ml/min. El 

volumen de inyección fue de 10µL. El detector de matriz de fotodiodos se fijó a una longitud 

de onda de 310 nm para la identificación de compuestos fenólicos. 

 

Análisis por espectrometría de masas de los compuestos 1–3 

 

Los pesos moleculares de los compuestos aislados (1-3) se determinaron en el espectrómetro 

de masas triple cuádruple (MS) de Waters (Milford MA, EE. UU.), equipado con una 

ionización por electrospray (ESI). La fuente de ionización se calentó a 150oC. La temperatura 

de desolavatación fue de 450 oC y la tasa de flujo de gas nitrógeno fue de 900 L/h. El argón se 

utilizó como gas de colisión a una velocidad de flujo de 0.10 mL/min (Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Alemania). 

Obtención de huevos y larvas de Haemonchus contortus 

 

Los huevos del parásito se obtuvieron de un cordero infectado artificialmente por H. contortus 

(cepa INIFAP). Un cordero macho de 3 meses de edad, libre de parásitos, con 22 kg de peso 
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corporal, fue infectado por vía oral con aproximadamente 350 larvas infectadas de H. 

contortus por kg de peso corporal. Después de un período prepatente de 21 días, las heces se 

recolectaron directamente del recto del animal. El procedimiento de extracción de huevos se 

realizó de acuerdo a von Son-de Fernex et al. (2015). Las larvas infectantes del parásito se 

obtuvieron por cultivos fecales mediante la técnica de embudos de Baermann en un periodo de 

incubación de 7 días a temperatura ambiente (18-25 oC) de acuerdo a la metodología descrita 

por Zarza-Albarrán et al. (2020). Las larvas se desenvainaron con una solución de hipoclorito 

de sodio al 0.187% durante 10 minutos, después se lavaron con agua destilada por 

centrifugación para eliminar los residuos de hipoclorito de sodio. Las larvas desenvainadas 

limpias se resuspendieron en agua destilada estéril y se utilizaron inmediatamente para las 

pruebas de mortalidad. 

 

Prueba de la mortalidad larval mediante un ensayo biodirigido 

 

El ensayo se realizó en placas de microtitulación de 96 pozos (4 pozos por tratamiento). Este 

experimento fue realizado por triplicado. Los tratamientos se establecieron de acuerdo con los 

siguientes pasos: Paso 1) E-HA (100, 125, 150 mg/mL) F-Aq y F-AcEt (10, 20, 30, 40 y 50 

mg/mL); Paso 2) subfracciones correspondientes a la columna 1 (C1F1-C1F4) a 3.75 a 15.00 

mg/ml, subfracciones de la columna 2 (C2F1-C2F3) a 1.80 a 15.00 mg/ml y compuestos (1, 2 y 

3, así como una mezcla de 1 y 2) a 0.60–15.00 mg / mL. Se utilizaron dos controles negativos: 

agua destilada para disolver el F-Aq y MeOH al 4% para disolver la F-AcEt, subfracciones y 

compuestos) y un control positivo (ivermectina, 0.5 mg/mL). En cada pozo se depositaron 50 

µL de una suspensión acuosa que contenía aproximadamente 150 larvas infectantes 

desenvainadas de H. contortus (n=4 pozos). Además, se añadieron 50 µL de fracciones, 
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subfracciones, compuestos y controles a cada pozo. Las placas se incubaron a temperatura 

ambiente (18-25 oC) durante 72 h.  Después de la incubación, se extrajeron diez alícuotas de 

10 µL de cada pozo y se depositaron en un portaobjetos para su examen microscópico. Tanto 

las larvas vivas como las muertas se contaron según los criterios descritos por Olmedo-Juárez 

et al. (2017). La tasa de mortalidad se expresó como un porcentaje de mortalidad y se calculó 

de acuerdo con la siguiente fórmula: 

%Mortalidad= [(larvas muertas) / (larvas vivas + larvas muertas)] × 100 

 

Prueba ovicida utilizando compuestos de P. laevigata 

 

Esta prueba se llevó a cabo en placas de microtitulación de 96 pozos. Los tratamientos se 

establecieron de la siguiente manera: compuestos (1, 2 o 3) 0.3, 0.15 y 0.07 mg/mL. Se 

depositaron 50 µL de los compuestos (1, 2 o 3) en cada pozo, más 50 µL de una suspensión 

acuosa que contenía ±100 huevos de H. contortus (n=4 pozos por tratamiento). El experimento 

se realizó por triplicado. Se utilizó agua destilada y 2% MeOH como control negativo y 0.5 

mg/mL de ivermectina como control positivo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente 

(18-25 oC) durante 48 hrs. El porcentaje de la prueba de inhibición de la eclosión de huevos 

(IEH) se estimó utilizando la siguiente fórmula. 

% EHT = [(número de huevos) / (número de larvas + número de huevos)] × 100 
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Observación de huevos y larvas de H. contortus usando microscopía electrónica laser confocal 

(MELC) y microscopía electrónica de barrido ambiental (MEBA) 

Los cambios morfológicos en huevos y larvas expuestos a los compuestos se visualizaron en 

detalle utilizando dos técnicas de microscopía: MEBA y MELC. Primero, la MEBA se realizó 

usando un microscopio CarlZeiss, Modelo EVO LS10 (Munich, Alemania). Las muestras se 

montaron sobre tubos de aluminio y se unieron con cinta conductora de carbono de doble cara 

y un detector de electrones retrodispersos ajustado a 20 kV y 20 Pa de presión. Las imágenes 

se capturaron a 200 y 1000x de aumentos en formato TIFF (2048 x 1536 píxeles). La MELC 

se realizó usando un microscopio Carl Zeiss, modelo LSM 800 (Munich, Alemania). Las 

muestras se montaron en portaobjetos de vidrio y se observaron en modo lambda en el que se 

recogió una secuencia de imágenes a longitudes de onda láser de 405 nm, 488 nm, 561 nm y 

640 nm (4% de capacidad). Se utilizó el software de edición ZEN 2.6 Zeiss Blue. Las 

imágenes fueron tomadas a 20 y 40x aumentos con el Plan Apocromático, 1.3 apertura pinhole 

de 1 Unidad Airy (AU); se obtuvieron imágenes con una resolución de 2048 x 2048 pixeles en 

formato TIFF. Para fotografías en color las muestras fueron montadas en portaobjetos de 

vidrio y observadas mediante el equipo de microscopía confocal como se describió 

anteriormente, y se tomaron usando una cámara HD acoplada (AxioCam, Carl Zeiss, Modelo 

305, color, Göttingen, Alemania). 

 

Análisis estadístico 

 

Los resultados de las pruebas in vitro obtenidos en la prueba de IEH y el % de mortalidad de 

larvas, se analizaron bajo un diseño completamente al azar mediante un análisis ANOVA 

utilizando el modelo lineal general (GLM). Se utilizó la prueba de Tukey (p <0,05) para 
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identificar diferencias significativas entre tratamientos, además, se determinaron las 

concentraciones letales 50% y 90% (CL50 y CL90) con el procedimiento PROC PROBIT 

incluido dentro del paquete estadístico SAS. 

 

RESULTADOS  

 

Rendimientos de E-HA y fracciones 

 

El extracto hidroalcohólico crudo (E-HA) produjo 726.34 g (15.79%) de un polvo café 

marrón. En cambio, cuando se dividió el E-AH, las subfracciones F-Aq y F-AcEt produjeron 

rendimientos de 2.48% (18 g) y 97.52% (708.34 g), respectivamente. 

 

Estudio cualitativo fitoquímico de E-HA y fracciones  

 

Las fracciones E-HA, F-Aq y F-AcEt a partir de hojas de P. laevigata contenían alcaloides, 

flavonoides, taninos, triterpenos / esteroles y saponinas (Cuadro 14). 
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Cuadro 14.  Grupos de metabolitos identificados de las hojas de Prosopis laevigata mediante reacciones química general. 

 

 

(-) No detectado (+) reacción positiva débil (++) reacción moderada (+++) reacción positiva fuerte. 

 

  

Metabolitos Reacción  Reacción colorimétrica  E-HA F-Aq F-AcEt 

Alcaloides  

Dragendorff 

Mayer 

Wagner 
Turbidez o precipitación 

(rojo a naranja, blanco a crema y marrón) 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+ 

+ 

+ 

Cumarinas Bornträger Fluorescencia amarilla (U.V.) - - - 

 

Flavonoides 

 

Mg2+ y HCL 
 

Rojo, naranja y violeta 
 

++ 

 

- 

 

+++ 

Taninos 

 

Cloruro férrico 

 

Confirmación 

 

Taninos hidrolizados (azul)  

Taninos condensados (verde) 

 

 

 

- 

+++ 

 

- 

+ 

 

- 

+++ 

Solución de gelatina Precipitado + + + 
Gelatina y solución salina Precipitado + + + 
Solución salina  

 

Precipitado - - - 

Triterpenos/esteroles 

Liebermann-Burchard 

Salkowski  

Salkowski (modificado) 

Verde, azul-rojo (esteroles) 

Amarillo a rojo (saponinas triterpenoidales/esteroidales) 

Amarillo, rojo a púrpura (triterpenos) 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 
 

Saponinas 

 

Agua 

 

Formación de espuma 
 

+ 

 

++ 

 

- 
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Prueba de la actividad larvicida del E-HA y fracciones Aq y AcEt 

 

La prueba del porcentaje de mortalidad de larvas infectantes de H. contortus a partir de la F-

Aq y la F-AcEt se muestra en el Cuadro 15. La F-Aq no registró actividad contra el parásito a 

las concentraciones probadas. Mientras tanto, la F-AcEt produjo el mayor efecto larvicida del 

96.01% a 50 mg/mL. 

Cuadro 15. Resultados de la evaluación in vitro de la fracción acuosa (Aq-F) y fracción de acetato de etilo 

(EtAc-F) a partir de hojas de Prosopis laevigata contra larvas infectantes de Haemonchus contortus a las 72 post-

confrontación. 

Nota: medias dentro de la misma columna con literal diferente indica diferencias estadísticas (p < 0.05); 

MeOH=Metanol; DE=Desviación Estándar. 

 

 

Tratamientos 

Promedio de larvas 

recuperadas   

larvas muertas/total 

% de Mortalidad 

(±DE)  

   

Primer paso (Fraccionamiento: actividad larvicida) 
   

Extracto hidroalcohólico (E-HA) (mg/mL) 

150 

125 

100 

 

84/97.3 

52/84.62 

21.6/83.22 

 

85.68 (± 5.68)c 

62.08 (± 1.16)d 

26.68 (± 1.42)f 

 

Fracción acuosa (F-Aq) (mg/mL) 

50 

40 

30 

 

 

0.75 / 105.62 

0.62 / 104.4 

0/ 104.25 

 

 

0.72 ± 0.67g 

0.60 ± 49g 

0g 

20 0/ 104.62 0g 

10 0/ 103.87 0g 

Fracción de acetato de etilo (F-AcEt) (mg/mL) 

50 

40 

30 

20 

10 

 

72.5 / 75.3 

93.5 / 101.25 

81.8 / 101.55 

82.5 / 109.87 

34.3 / 110.55 

 

96.01 ± 0.75b 

92.32 ± 0.87c 

80.45 ± 0.83d 

75.13 ± 0.81e 

31.12 ± 0.76f 

   

Agua destilada 0.7 / 86.7 0.9
g
 

MeOH (4%) 1.5 / 69.4 2.98 ± 0.26f 

Ivermectina (0.5 mg/mL) 81 / 81 100
a
 

Coeficiente de variación  1.17 

R2  0.99 
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Actividad larvicida de las subfracciones y compuestos 

 

Los porcentajes de mortalidad correspondientes a las subfracciones C1F1, C1F2, C1F3, C1F4, 

C2F1, C2F2, C2F3 y los compuestos 1 isoramnetina, 2 luteolina, 3 4'-O-metilcatequina y la 

mezcla de compuestos 1 y 2 así como la CL50 se muestran en el Cuadro 15. Las subfracciones 

C1F1, C1F2, C1F3 y C1F4 registraron mortalidades del 79,4%, 24,4%, 6,8% y 5,7%, 

respectivamente. Por otro lado, las subfracciones C2F1 y C2F2 mostraron el %100 de 

mortalidad larvicida a 7.5 mg/mL. Mientras tanto, la C2F3 mostró una mortalidad cercana al 

95% a la misma concentración. Finalmente, el compuesto 1 mostró un defecto larvicida total a 

7.5 y 15.00 mg/mL. Asimismo, las concentraciones más bajas también dieron lugar a una alta 

mortalidad de larvas a 3.7 mg/mL = 88.2% y 2.5 mg/mL = 68.15%. En contraste, el 

compuesto 2 y 3 así como la mezcla (1 y 2) tenían un efecto larvicida nulo (Cuadro 16). 
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Cuadro 16. Porcentajes de mortalidad in vitro y concentraciones letales (95%) atribuidos al efecto de cuatro 

subfracciones y compuestos derivados de la F-AcEt de Prosopis laevigata contra las larvas L3 de Haemonchus 

contortus. 

Medias dentro de la misma columna con literal diferente indica diferencias estadísticas Tukey (p < 0.05); 

MeOH=Metanol; DE=Desviación Estándar; IC=Intervalo de Confianza. 

 

Subfracciones y compuestos 

(paso 2) 

Promedio de larvas 

recuperadas 

larvas muertas/total 

% de Mortalidad 

±DE 

Concentraciones letales 

95% 
(IC limites inferior-superior) 

C1F1 (mg/mL)   CL50 (mg/mL)   CL90 (mg/mL) 

15 67.5 / 84.75 79.47b   

7.5 18.15 / 76.75 24.12d   

3.7 8 / 77.2 10.47d   

C1F2 (mg/mL) 

15 
11.2 / 70 24.45 ± 2.44d   

C1F3 (mg/mL) 

15 
4.5 / 66.25 6.82 ± 0.72e 

  

C1F4 (mg/mL) 

15 
3 / 78.5 5.75 ± 2.56e   

C2F1 (mg/mL)     

15 127.5 / 0 100a 

2.82 

(2.72 - 2.92) 

3.82 

(3.69 - 3.96) 

7.5 126.5 / 0 100a 

3.75 107.5 / 122.5 87.8 ± 3.46b 

1.87 2 / 120 2.27 ± 0.45e 

C2F2 (mg/mL)     

15 120.0 / 0 100a 

2.68 

(2.45 - 2.86) 

3.84 

(3.67 – 4.02) 

7.5 121 / 0 100a 

3.7 101.5 / 115 88.2 ± 0.47b 

1.8 10.75 /107.5 10.0 ± 0.77d 

C2F3 (mg/mL)     

15 117 / 0 100a 

3.04 

(2.89 – 3.19) 

5.66 

(5.32 – 6.07) 

7.5 109.7 / 116.5 94.22 ± 1.63b 

3.7 77.7 / 115.2 67.47 ± 1.29c 

1.8 2.5 / 115.2 2.15 ± 0.51e 

Isoramnetina (mg/mL) (1)    

15 126 / 0 100a 

2.07 

(1.98 – 2.16) 

3.79 

(3.60 – 4.02) 

7.5 127 / 0 100a 

3.7 101.5 / 115 88.25 ± 0.47b 

2.5 73.25 / 107.5 68.15 ± 4.46c 

1.2 14.5 / 106.75 13.6 ± 3.19d 

0.6 2.25 / 105.75 2.15 ± 0.50e 

Isoramnetina y luteolina  

(2.5 mg/mL) (1,2) 
0 / 103.82 0f 

 

Luteolina  (2.5 mg/mL) (2) 0.5 / 107.2 0.47 ± 0.95f  

4’-O-metilcatequina (2.5 mg/mL) (3) 0 / 104.2 0f  

    

Agua destilada 0 / 71.25 0f  

MeOH (4%) 0 / 69.87 0f  

Ivermectina (0.5 mg/mL) 73.5 / 73.5 100a  

Coeficiente de variación  3.56  

R2  0.99  
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Prueba ovicida de los compuestos identificados 

 

La luteolina y la 4ʼ-O-metilcatequina no mostraron ninguna actividad ovicida. Sin embargo, la 

mezcla de isoramnetina/luteolina presentó el 100% de actividad ovicida. Mientras tanto, el 

compuesto puro requirió únicamente 0.07 mg/mL para obtener la misma actividad total 

(Cuadro 17). Esta diferencia indica que la isoramnetina pura era 5.2 veces más potente que la 

F-AcEt. 

Cuadro 17. Resultados de la IEH y concentraciones letales (CL50 y CL90) de compuestos obtenidos a 

partir de hojas de Prosopis laevigata a diferentes concentraciones contra huevos de Haemonchus 

contortus después de 48 h de interacción. 

 

Medias dentro de la misma columna con literal diferente indica diferencias estadísticas Tukey (p < 0.05); 

MeOH=Metanol; DE=Desviación Estándar; IC=Intervalo de Confianza. 

 

Tratamientos %IEH ±DE 
Concentraciones letales 95% 

(IC limites inferior-superior) 

  CL50 (mg/mL) CL90 (mg/mL) 

 
Isoramnetina (mg/mL) (1)   

0.3 100ª 

0.15 100ª 

0.07 100ª 

    

Mezcla de isoramnetina y luteolina (mg/mL) (1,2)    

0.3 100a  

0.10 

(0.09 - 0.10) 

 

0.13 

(0.13 - 0.14) 
0.15 96.03 ± 1.36b 

0.07 4.18 ± 1.23c 

  

  

Luteolina (mg/mL) (2)  

0.3  0c 

0.15 0c 

0.07 0c 

  

4'-O-metillcatequina (mg/mL) (3)  

  0.3  0c 

0.15 0c 

0.07 0c   

 

MeOH 2% 1.50 ± 0.6c 
  

Ivermectina (0.5 mg/mL) 100a 

Coeficiente de variación 2.92   

R2 0.99   
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Análisis químico de Prosopis laevigata por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) 

 

Los cromatogramas por CLAR del E-HA, F-AcEt y compuestos de P. laevigata responsables 

de la actividad antihelmíntica se muestran en la Figura 18. El análisis por CLAR duró 30 

minutos para su registro; en los cromatogramas se aprecian diferentes tiempos de retención p. 

ej, el E-HA contenía compuestos polares, de polaridad intermedia y de baja polaridad y al 

menos seis compuestos que incluyeron algunos compuestos fenólicos con tiempos de 

retención de 4.5 y 8.3 min y cuatro flavonoides (8.6, 8.9, 9.5 y 25.6 min). La F-AcEt revelaron 

compuestos de tipo flavonoide en diferentes tiempos de retención (8.7, 9.0, 9.5, 10.0, 10.3 y 

15.7 min) (Figura 18b). El cromatograma de la subfracción C1F1, así como los compuestos 

identificados (isoramnetina, luteolina y 4’-O-metilcatequina) a partir de la F-AcEt se muestran 

en la Figura 18 c-f. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Perfil fitoquímico por HPLC de a) extracto hidroalcohólico (E-HA), b) fracción de acetato de etilo (F-

AcEt), c) sub-fracción (C1F1), d) 4'-O-metilcatequina, e) luteolina y f) isoramnetina. 
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Estructuras químicas de compuestos identificados por RMN 1H y 13C y espectrometría 

acoplado a masas. 

 

 

El análisis por RMN 1H y 13C permitió identificar los compuestos presentes en la subfracción 

C2F2, la cual reveló la presencia de tres flavonoides, la isoramnetina, una mezcla de 

isoramnetina-luteolina, luteolina y 4'-O-metilcatequina (Figura 19).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
Figura 19. Estructuras de compuestos químicos (1, 2 y 3) obtenidas de las hojas de P. laevigata. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) R1= R3 = H, R2=CH3, Isoramnetina 

(2) R1= R2 = R3= H, Luteolina 

(3) 4’-O-metilcatequina 
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El compuesto (1) fue aislado con características de un polvo amarillo. El espectro UV reveló 

que el compuesto tenía un λmax a 254 y 373 nm, característico de un flavonoide. Además, los 

datos registrados por espectrometría de gases masas, el ion negativo EI-MS, produjo picos de 

iones cuasimolares a m/z 316 [M+H]- (cal. para C16H12O7, 316.05) (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Espectrometría de gases masas del compuesto (1) correspondiente al flavonoide isoramnetina. 

 

Adicionalmente, los espectros por RMN 1H registraron dos sistemas aromáticos: un sistema 

AB [δ 6.19 (1H, d, 1.9 Hz, H-6) y 6.47 (1H, d, 2.4 Hz, H-8)] y un sistema ABX [δ 7.75 (1H, d, 

2.3 Hz, H-2'), 6.94 (1H, d, 8.4 Hz, H-5') y 7.68 (1H, dd, 2.4, 8.4 Hz, H-6')]. Además, se 

observó una señal correspondiente a un protón de base oxigenada en δ 3.8, que integra tres 

protones mostrado por HSQC con la señal del carbono en δ 55.7, que es característico de los 

grupos metoxilos en la posición C-3'. A partir de estos datos, el compuesto (1) se identificó 
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como isoramnetina, de modo que las comparaciones de acuerdo a la literatura son similares a 

los descritos por Manivannan and Shopna (2015). 

El aislamiento del compuesto (2) produjo un polvo naranja, que de acuerdo a la señal en el 

espectro UV presentó una λmax a 205, 255 y 368 nm, característico de los flavonoles. Por otro 

lado, el ion negativo EI-MS reveló un ion cuasimolar pico atm/z de 286 [M-H]- (cal. para 

C15H10O6, 286.05) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Espectrometría de gases masas del compuesto (2) identificado como luteolina. 

 

Por otra parte, el análisis de los espectros de RMN de 1H y 13C del compuesto (2) mostró 

cierta similitud al compuesto (1), ya que presentaba las mismas señales de desplazamiento 

químico, excepto que el compuesto (2) carecía de una señal correspondiente al grupo metoxilo 

en C-3', lo que indicaba la característica del flavonoide luteolina (2). De acuerdo con los datos 
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revelados por RMN de 1H y 13C, las señales del desplazamiento químico y las constantes de 

acoplamiento son muy similares a los descritos por Rahate and Rajasekaran (2018). 

El aislamiento del compuesto (3) dio como resultado la producción de un polvo rosa. Este 

compuesto mostró un espectro de absorción de UV entre valores de λmax 236 y 279 nm; 

característica de un flavonoide llamado catequina. Los registros por espectrometría de gases 

masas, el ion negativo EI-MS del compuesto 3, se observó un pico de ion cuasimolar en m/z 

304 [M-H] - (calculado para C16H16O6, 304,09) (Figura 22). El análisis de los espectros de 

RMN de 1H y 13C mostró señales características de la 4´-O-metilcatequina (3). De acuerdo a la 

literatura, estos resultados son muy similares a los reportados por Dueñas et al. (2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Espectrometría de gases masas del compuesto (3) identificado como una catequina. 
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Isoramnetina (1): 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6);  6.19 (1H, d, 1.9 Hz, H-6), 6.47 (1H, d, 

2.4 Hz, H-8), 7.75 (1H, d, 2.3 Hz, H-2’), 6.94 (1H, d, 8.4 Hz, H-5’), 7.68 (1H, dd, 2.4, 8.4 Hz, 

H-6’), 3.8(OCH3), 12.4(1H, s, 5-OH); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 146.6 (C-2), 135.8 
(C-3), 175.8 (C-4), 160.6 (C-5), 98.2 (C-6), 163.9 (C-7), 93.5 (C-8), 156.1 (C-9), 103.0 (C-

10), 121.9 (C-1’), 111.7 (C-2’), 147.3 (C-3’), 148.7 (C-4’), 115.5 (C-5’), 121.7 (C-6’), 55.7 

(3’-OCH3). 

 

Luteolina (2): 1H NMR (600 MHz, DMSO- d6);  6.19 (1H, d, 2.0 Hz, H-6), 6.44 (1H, d, 2.0 

Hz, H-8), 6.67 (1H, s, H-3), 7.39 (1H, d, 2.0 Hz, H-2’), 6.89 (1H, d, 8.6 Hz, H-5’), 7.41 (1H, 

dd, 2.0, 8.1 Hz, H-6’), 12.9(1H, s, 5-OH); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 146.6 (C-2), 

102.8 (C-3), 181.6 (C-4), 161.4 (C-5), 98.8 (C-6), 164.1 (C-7), 93.8 (C-8), 157.2 (C-9), 103.7 

(C-10), 121.5 (C-1’), 113.3 (C-2’), 145.7 (C-3’), 149.6 (C-4’), 116.0 (C-5’), 118.9 (C-6’).  

 

4’-O-metilcatequina (3): 1H-NMR (600 MHz, DMSO- d6);  4.51 (1H, d, 7.5 Hz, H-2), 3.82 

(1H, m, H-3), 2.65 (1H, dd, 5.1, 15.9 Hz, H-4a), 2.35 (1H, dd, 8.3, 15.9 Hz, H-4b), 5.69 (1H, 

d, 2.3 Hz, H-6), 5.89 (1H, d, 2.3 Hz, H-8), 6.76 (1H, d, 1.9 Hz, H-2’), 6.87 (1H, d, 8.3 Hz, H-

5’), 6.72 (1H, dd, 1.9, 8.3 Hz, H-6’), 3.75 (OCH3); 
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 80.7 

(C-2), 66.3 (C-3), 27.8 (C-4), 156.1 (C-5), 93.8 (C-6), 156.4 (C-7), 95.14 (C-8), 155.2 (C-9), 

99.0 (C-10), 132.2 (C-1’), 114.3 (C-2’), 146.1 (C-3’), 147.1 (C-4’), 111.8 (C-5’), 118.2 (C-6’), 

55.6 (4’-OCH3). 

 

Análisis por microscopía por AxioCam, microscopía electrónica láser confocal (MELC) y 

microcopia electrónica de barrido ambiental (MEBA) de huevos y larvas de H. contortus  

 

Las características generales y las diferencias estructurales de huevos no expuestos y 

expuestos a la isoramnetina (a 7.5 mg/mL) se muestran en la figura 23. Las imágenes tomadas 

por una cámara digital de alta resolución acoplada a microscopía confocal (AxioCam) y 

microscopía electrónica láser confocal (MELC) revelaron que los huevos sin exposición a la 

isoramnetina tenían estructuras internas y externas normales, la mórula ocupaba casi todo el 

espacio interno del huevo (Figura 23 A, C). Por otro lado, los huevos expuestos a la 

isoramnetina mostraron cambios estructurales significativos, que incluyeron la interrupción de 

su desarrollo embrionario y una reducción de la masa celular del huevo (mórula) de 

aproximadamente un 30% (Figura 23 D-1). Además, algunos huevos tenían bordes irregulares 
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y deformaciones que producían una apariencia arrugada (Figura 23 B, D). Las micrografías 

tomadas por MELC a partir de huevos expuestos a la isoramnetina revelaron una 

autofluorescencia que producía la mórula a longitudes de onda entre 515 y 560 nm (Figura 23 

D). En una muestra en fresco de huevos sin exposición al compuesto, esta fluorescencia no fue 

vista. Esta característica nos permitió identificar una superposición entre la fluorescencia 

emitida por la mórula y la fluorescencia emitida por la isoramnetina en fragmentos 

(cromóforos) presentes en la muestra y fijados en la superficie de la mórula (Figura 23 D-2). 

Es importante señalar, que la MELC permitió visualizar la fluorescencia de color naranja de la 

isoramnetina la cual emitía longitudes de onda entre 560 nm y 600 nm (Figura 23 D-3). El 

análisis de los huevos sin exposición al compuesto vistos por microscopia electrónica de 

barrido ambiental (MEBA), tenían una superficie lisa en la membrana del huevo si daños ni 

alteraciones. En el interior del huevo la mórula no se observó sin ningún cambio aparente en 

las células que conforman la mórula su arquitectura permanece normal característico de un 

huevo sano. (Figura 23 E). Por el contrario, los huevos expuestos a la isoramnetina exhibieron 

una pérdida de la estructura arquitectónica celular (Figura 23 F-1). Las deformaciones 

observadas en estos huevos incluían la presencia de grietas en la mórula, así como espacios 

intracelulares anormales (Figura 23 F-2). 
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Figura 23. Micrografías tomadas con AxioCam (A, B), microscopía electrónica láser confocal (MELC, C, D) y 

microscopía electrónica de barrido ambiental (MEBA, E, F), muestran huevos Haemonchus contortus expuestos 

a la isoramnetina (B, D, F) y huevos sin exposición al compuesto (A, C, E). 
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Los cambios estructurales externos e internos de larvas no expuestas y las expuestas a la 

isoramnetina (a 7.5 mg/mL) fueron observados utilizando microscopía AxioCam, MELC y 

MEBA, ver Figura 24. Las larvas no expuestas mostraron una nitidez y profundidad, ya que la 

luz emitida por microscopía podía atravesar libremente sus cuerpos. Además, no se observaron 

cambios aparentes en la estructura del nematodo, así como la organización de las células 

intestinales o en la cutícula externa (Figura 24 A, C, E). Por el contrario, los cuerpos de las 

larvas expuestas a isoramnetina mostraron algunos cambios en sus órganos internos, incluida 

la pérdida de la integridad arquitectónica de las células intestinales (Figura 24 B). 

Asimismo, se observaron algunos cambios morfo-anatómicos en las larvas expuestas a 

isoramnetina. Las imágenes revelaron la presencia de un color oscuro irregular que se difunde 

a lo largo de la longitud del cuerpo larval, así como algunos espacios pálidos irregulares entre 

la capa superficial y la capa interna, también se observaron ondulaciones anormales en la 

cutícula interna que recubre los órganos internos del nematodo (Figura 24 B, D). Las imágenes 

observadas por MEBA de larvas no expuestas a la isoramnetina mostraron una superficie 

cuticular lisa normal sin ningún cambio anormal aparente sano (Figura 24 E). Por el contrario, 

los cuerpos de las larvas expuestas a isoramnetina parecían deformadas, con pérdida de la 

integridad estructural de sus órganos internos (Figura 24 F). Además, las larvas también 

mostraron cambios en su cutícula externa, la cual se observaba un aspecto rugoso y recto con 

formaciones onduladas principalmente en los cordones nerviosos laterales a lo largo del 

cuerpo (24 F-1). 
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Figura 24. Micrografías tomadas por microscopia acoplada confocal AxioCam (A, B), microscopía electrónica 

láser confocal (MELC, C, D) y microscopía electrónica de barrido ambiental (MEBA, E, F) se observan larvas de 

Haemonchus contortus expuestas (B, D, F) y no expuestas a la isoramnetina (A, C, E). F1 muestra las 

formaciones onduladas en el cordón nervioso lateral. 
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50 µm 50 µm 

B 

Daño interno 

C D 

50 µm 50 µm 

30 µm 30 µm 

E F 

1 



 

75 

 

DISCUSIÓN  

 

Los resultados del presente estudio revelaron que las hojas de P. laevigata poseen compuestos 

activos contra las larvas infectantes de H. contortus. A este respecto, es importante comentar 

que la isoramnetina pura mostró el 100% de mortalidad larvaria (ML) a las concentraciones de 

15 y 7.5 mg/mL e incluso a 2.5 mg/mL provocó el 68.15% de ML. En contraste, los otros dos 

compuestos (luteolina y 4’-O-metilcatequina) a 2.5 mg/mL tuvieron una actividad del 0% de 

ML. A nuestro parecer, aunque la isoramnetina no es el compuesto principal, los resultados 

del presente estudio indican claramente que este flavonol es definitivamente el compuesto 

responsable del efecto antihelmíntico contra larvas L3 de H. contortus. Por otro lado, cuando 

se evaluó la mezcla isoramnetina + luteolina en la misma concentración (2.5 mg/mL), se 

registró un efecto nulo, lo que sugiere que la luteolina actúa como un antagonista de la 

isoramnetina, lo que inhibió el efecto de mortalidad larvaria de este compuesto.  

Asimismo, es importante señalar que la actividad ovicida mostrada por la isoramnetina pura en 

concentraciones muy bajas también fue muy alta. Es interesante destacar el hecho de que la 

luteolina mostró dos efectos diferentes: cuando se combinó con la isoramnetina, la luteolina 

inhibió la mortalidad larval de la isoramnetina, pero no influyó en la elevada actividad ovicida 

de la isoramnetina. Una posible explicación de este hecho podría ser que quizás los receptores 

de membrana del huevo y los receptores de la cutícula de larvas L3 podrían interferir a favor o 

en contra de la actividad de este compuesto; aunque esta es solo una propuesta hipotética 

habría que ser estudiado con más profundidad. El hecho de que la isoramnetina provoca el 

100% en la IEH en concentraciones tan bajas, es una característica muy buena que convierte a 

este compuesto en un candidato potencial para futuros estudios in vivo.  
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En una revisión extensa de la literatura, encontramos poca información sobre la actividad 

antihelmíntica de los extractos de P. laevigata y hasta donde sabemos, el presente estudio es el 

primer reporte de la actividad ovicida del E-HA y la fracción de acetato de etilo de P. 

laevigata contra H. contortus. Se identificaron varios metabolitos secundarios de otras 

familias de fabáceas que pertenece Prosopis utilizando diferentes partes de la planta, 

asimismo, la actividad nematicida de estos grupos de metabolitos se han descrito en otras 

plantas de otros géneros (Cuadro 18). Cabe mencionar que las plantas de otros géneros y 

especies mostraron actividad nematicida frente a diferentes nematodos de importancia para la 

agricultura y la ganadería (Cuadro 19). En este contexto, es claro que independientemente del 

género/especie, las plantas responden con un patrón de actividad biológica diferente, 

independientemente del sistema de separación utilizado. 

Cuadro 18. Metabolitos con actividad nematicida presentes en diferentes extractos de plantas 

de la familia Fabaceae contra diferentes nematodos. 

 

 

 

Metabolito (s) Nematodo 
Planta/parte de la 

planta 
Solvente Referencias  

Cumarinas  

Actividad AH  

(no 

especificado) 

Psoralea 

corylifolia/Frutos 

No 

registrado 
Sardari et al., 2000 

Taninos H. contortus 
Laguncularia 

racemoa/Hojas  

Acetona–

agua 

Vargas-Magaña et al., 

2014 

Alcaloides, 

saponinas, 

taninos  

H. contortus Prosopis juliflora/Hojas Etanol Rechab et al., 2014 

Taninos H. contortus Acacia pennatula/Hojas 
Acetona–

agua 

Castañeda-Ramírez et al., 

2017 

Cumarinas  
Cooperia 

punctata 
Gliricidia sepium/Hojas Acetona 

von Son-de Fernex et al., 

2017 
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Cuadro 19. Actividad antihelmíntica de diferentes extractos de plantas/plantas contra nematodos de 

importancia agrícola y ganadera. 

 

La F-AcEt de P. laevigata registró una mortalidad del 96% a 50 mg/mL contra larvas L3 H. 

contortus a las 72 horas de exposición. Estas mortalidades fueron similares a otros resultados 

obtenidos a partir de una fabácea Lysiloma acapulcensis. La F-AcEt causó el 100% de 

mortalidad contra larvas L3 de H. contortus a la misma concentración y al mismo tiempo de 

exposición (González-Cortazar et al., 2018). Estos autores reportaron la misma ineficacia 

larvicida de la F-Aq de L. acapulcensis que encontramos con P. laevigata. El análisis 

fitoquímico mostró varios grupos de compuestos, incluyendo flavonoides, taninos, alcaloides 

y cumarinas, ante este análisis, el compuesto con mayor actividad antihelmíntica fue un 

Planta /partes de la 

planta 
Solvente Nematodo 

Actividad 

(%) 
Referencias 

Prosopis juliflora/ Metanol Pratylenchus coffeae 97.0 
Sundararaju and Cannayane, 

2002 

Tagetes erecta 

Castela tortuosa 

Acetona 

n-hexano 
H. contortus L4 

99.7 

85.8 
Galicia-Aguilar et al., 2008 

Prosopis laevigata 
Acetona 

Metanol 

Spodoptera 

frugiperda 

96.0 

33.0 
Salinas-Sánchez et al., 2009 

Lysiloma 

latisiliquum 

Laguncularia 

racemosa 

Rhizophora mangle 

Avicenna germinans 

Theobroma cacao 

Coffea arabica 

Acetona-agua H. contortus (IEH) 

19.5 

47.8 

94.3 

47.9 

50.5 

94.7 

Vargas-Magaña et al., 2014 

Prosopis juliflora Etanol 
H. contortus 

(ovicida) 
95.0 Rechab  et al., 2014 

Prosopis juliflora Etanol H. contortus  (IEH) 90.7 Cheruiyot et al., 2015 

Acacia pennatula Acetona-agua H. contortus 99.8 
Castañeda-Ramírez et al., 

2017 

Acacia 

cochliacantha 
Hidroalcohólico 

H. contortus 

Cooperia punctata 

Haemonchus placei 

97.7 

99.2 

97.0 

Olmedo-Juárez et al., 2017 

Acacia 

cochliacantha 
Hidroalcoholico H. contortus 100 Castillo-Mitre et al., 2017 

Gliricidia sepium Acetona Cooperia punctata 100 
von Son-de Fernex et al., 

2017 
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flavonoide. El análisis por CLAR reveló que E-HA contenía compuestos fenólicos (Figura 18 

a), mientras que F-AcEt contenía compuestos de tipo flavonoides (Figura 18 b). 

Es importante mencionar que la isoramnetina es un flavonoide que se ha aislado previamente 

de varias especies de plantas, entre ellas la Persicaria glabra (Manivannan and Shopna 2015) 

y Cleome africana (Rahate and Rajasekaran 2018). 

La isoramnetina posee varias actividades biológicas, incluyendo citotóxica (Jaramillo et al., 

2010), antimicrobiana (Jnawali et al., 2016), antiviral (Dayem et al., 2015), antioxidante 

(Pengfei et al., 2009; Zuo et al., 2011), hepatoprotectora y cardioprotector (Igarashi and 

Ohmuma 1995; Katan, 1997), neurológica (Watanabe et al., 2001), anticancerígeno (Li et al., 

2014), antiinflamatorio (Kim et al., 2012; Seo et al., 2013) y antidiabético (Lee et al., 2005). 

Sin embargo, el presente trabajo de investigación parece ser el primer informe de la actividad 

antihelmíntica de la isorhamnetina contra los nematodos parásitos que afectan a los pequeños 

rumiantes. 

El uso de técnicas por microscopía AxioCam, MELC y MEBA apoyó la hipótesis de que la 

isoramnetina es el compuesto responsable de producir los cambios estructurales morfológicos 

contra los huevos y las larvas del parásito asociados a la presencia de la isoramnetina. 

Asimismo, el mecanismo de la actividad antihelmíntica de la isoramnetina contra los huevos y 

larvas de H. contortus sigue siendo incierto y será motivo de estudio a futuro. Existe 

información acerca del mecanismo celular de los flavonoides, en este sentido generalmente 

pueden actuar como sustratos en el transporte de proteínas, interfieren con las propiedades 

eléctricas de las membranas, interactúan con las capas lipídicas de las membranas y pueden 

favorecer o afectar los procesos biológicos y fisiológicos (Hendrich, 2006; Zhao, 2015). En 

este sentido, algunos autores han reportado que los compuestos fenólicos, incluidos los taninos 
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condensados y los flavonoides, que son capaces de unirse a las proteínas de membrana en 

huevos de nematodos y estas son vitales para el desarrollo óptimo y actividades biológicas de 

las larvas (Molan and Faraj et al., 2010).  

Sin embargo, las membranas de nematodos como H. contortus están constituidas por tres tipos 

diferentes de capas que incluyen una capa externa compuesta por de proteínas, una capa media 

compuesta de fibrillas y quitina (para los huevos y las larvas, respectivamente) y una capa 

basal compuesta de lípidos semipermeable (Mansfield et al., 1992; Thompson and Geary 

1995). Como preámbulo, los procesos de eclosión de huevos se inician como resultado de un 

estímulo ambiental que promueve un proceso mediado por proteínas y enzimas que 

desencadena la liberación de la larva del huevo. Las proteínas que promueven la eclosión del 

huevo se llaman "enzimas de eclosión" e incluyen proteasas, lipasas, beta-glucosidasas, 

quitinasas y leucina-aminopeptidasas, que actúan directamente para estimular la eclosión del 

huevo (Sommerville and Rogers 1987; Mansfield et al., 1992).  

A este respecto, se cree que estas interacciones entre los compuestos y las proteínas pueden 

causar importantes cambios estructurales que afectan a la permeabilidad de las membranas, 

como el intercambio de oxígeno y la liberación de sustancias intra y extracelulares, así mismo 

los compuestos pueden interactuar directamente en la inhibición de algunas enzimas 

relacionadas en la eclosión de huevos evitando la liberación de las larvas (Rogers and Brooks 

1977; Molan and Faraj 2010; Vargas-Magaña et al., 2014). Por esa razón, puesto que la 

isoramnetina es un compuesto fenólico del grupo de los flavonoides, podría actuar de manera 

similar al unirse a los receptores de membrana del parásito para causar daños en los tejidos 

internos de huevos y larvas de H. contortus; sin embargo, ésta es sólo una propuesta de 

hipótesis que debe ser validada mediante técnicas más avanzadas. 
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Molan and Faraj (2010) y Lakshmi et al. (2010) demostraron que los compuestos fenólicos, 

incluidos los taninos condensados y los flavonoides, poseen importantes actividades 

antihelmínticas. Por ejemplo, Barrau et al. (2005) mostraron que los flavonoles tri-glicosilados 

aislados de Onobrychis viciifolia Scop. inhibió la migración de larvas en H. contortus en 

condiciones in vitro. Posteriormente, Klongsiriwet et al. (2015) demostraron los efectos 

sinérgicos de una combinación de taninos condensados y flavonoides, que incluían quercetina 

y luteolina, razón por la cual esta combinación mejoró la actividad antihelmíntica. Una de las 

principales hipótesis sobre el mecanismo de acción de estos compuestos es que pueden 

estimular la permeabilidad de la membrana de huevo y de la cutícula de las larvas (Castelli et 

al., 1999; Vargas-Magaña et al., 2014). Sin embargo, el modo de entrada de los compuestos 

fenólicos en la membrana depende de su estructura química. Esto se produce mediante la 

formación de enlaces de hidrógeno que contienen en la cabeza polar lipídica y porciones 

hidrófilas de flavonoides, así como con grupos hidroxilo que interactúan con las membranas 

parasitarias (Van Dijk et al., 2000; Engström et al., 2016). La confrontación de huevos y 

larvas con la isoramnetina mostraron alteraciones internas observadas por microscopía y en 

ese sentido, el hecho de que la superficie externa de la membrana del huevo no se observan 

cambios estructurales, sugiere que la entrada de isoramnetina por si sola o combinada con 

luteolina logró cruzar la membrana del huevo para causar la muerte del embrión y larvas 

infectantes. Por último, nuestros ensayos se utilizaron como objetivos blanco huevos y larvas 

infectantes de H. contortus bajo condiciones in vitro que corresponden a etapas de vida libre, 

por tal motivo es necesario diseñar pruebas complementarias in vivo que monitoreen el 

impacto de la isoramnetina en la etapa endógena del parásito. 
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CONCLUSIONES 

 

o La fracción de acetato de etilo obtenido de un extracto hidroalcohólico a partir de hojas 

de la planta P. laevigata posee actividad antihelmíntica contra huevos y las larvas 

infectantes de H. contortus considerado el parásito económicamente más importante 

que afecta a los pequeños rumiantes a nivel mundial.  

o Los métodos cromatográficos facilitaron la separación, aislamiento y la identificación 

de tres compuestos flavonoides (1-3). De estos, la isoramnetina obtuvo una elevada 

actividad antihelmíntica contra este parásito.  

o Las técnicas por MELC y MEBA revelaron importantes características anormales en la 

estructura de los parásitos atribuidos a la isoramnetina. Por tanto, este es el primer 

reporte a nivel mundial de la actividad antihelmíntica in vitro de la especie P. laevigata 

y el flavonoide isoramnetina contra el parásito de ovinos H. contortus.  

 

PERSPECTIVAS 

o Los resultados del presente estudio sugieren llevar a cabo estudios in vivo con animales 

infectados de forma experimental con el parasito, para evaluar la posible actividad 

antihelmíntica de la fracción orgánica. 

o Se sugiere llevar a cabo pruebas de toxicidad en animales experimentales para 

determinar la inocuidad del compuesto isoramnetina, con la finalidad de poder explorar 

el uso de este producto como una alternativa contra la hemoncosis ovina. 

o Realizar estudios in vivo sobre el consumo de hojas de esta planta en ovinos, para 

determinar su beneficio nutricional y adicionalmente su efecto antiparasitario. 
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Abstract: Haemonchus contortus affect small ruminants all over the world. Anthelmintics cause
resistance, contamination, and a risk of public health. Prosopis laevigata is a plant used as a home
remedy against many diseases in Mexico. This study arose from a preliminary study where a P. laevigata
hydroalcoholic extract (Pl-hae) showed anthelmintic activity (aa) against H. contortus. Searching for
bioactive compounds (bac) with high aa, the Pl-hae was fractioned obtaining an aqueous (Aq-F) and an
ethyl acetate fraction (EtAc-F), and a flavonoid with aa identified as isorhamnetin was obtained from
EtAc-F. Both fractions were in vitro assessed by the egg hatch test (eht) and larval mortality (lm) assays.
The bac obtained from EtAc-F were characterised by NMR analysis. The highest aa were recorded
with EtAc-F, resulting in 100% eht and 80.45% lm at 0.75 and 30 mg/mL, respectively. Alterations
in eggs and larvae attributed to isorhamnetin were recorded by environmental scanning electron
microscopy, confocal laser scanning and by high-resolution digital-coupled camera. This flavonoid
caused 100% eht at 0.07 mg/mL after 48 h and 100% lm at 7.5 mg/mL after 72 h exposure. Isorhamnetin
has promising potential as an anthelmintic against sheep haemonchosis.
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1. Introduction

Haemonchus contortus is the most pathogenic parasitic nematode; it feeds on the blood of animals
and causes severe anaemia capable of killing animals [1]. The regular administration of anthelmintic
chemical drugs to animals is a common practice used by farmers to control this parasite [2]. However,
this strategy has disadvantages; for instance, it promotes anthelmintic resistance in parasites [3].
Furthermore, drug residues can remain in the milk and meat of treated animals [4,5], and once the
drugs are eliminated through the urine or faeces of treated animals they can contaminate the soil or
water, which is hazardous to the environment [6]. Plants with medicinal properties are increasingly of
interest to farmers, who are searching for alternative methods to control the parasites that do not contain
the undesirable features possessed by chemical anthelmintic drugs [7]. Prosopis laevigata (Fabaceae),
also called “Mezquite”, is a leguminous tree found throughout a wide region of arid and semi-arid
zones of Mexico and other parts of the world [8]. Medicinal properties, such as antibacterial [9],
antimicrobial [10], fungicidal [11], antioxidant [12], and anti-inflammatory [13] activities of the plant
were previously recorded. On the other hand, the genus Prosopis has been used to treat several
diseases including ulcers and parasitosis [14] and it has been also used as a traditional remedy by rural
communities of the Paraguaná peninsula in Venezuela to control gastrointestinal parasitic worms [15].
There are only a few studies about the nematocidal activity of P. laevigata extracts against ruminant
parasitic nematodes. In a study by López-Aroche et al. [16] an important in vitro activity against
H. contortus infective larvae was reported; and later on, the anthelmintic efficacy of a P. laevigata
n-hexane extract reduced the H. contortus parasitic burden in gerbils that was used as an in vivo
model of study [17]. This information opened new expectations to keep ahead with exploring the
potential anthelmintic effect of extracts/fractions/compounds of this plant. The objectives of the present
study were to evaluate the in vitro nematocidal activity of fractions obtained from a hydroalcoholic
extract from P. laevigata leaves against eggs and larvae of H. contortus as well as and to identify main
compounds associated with anthelmintic activity.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material

The P. laevigata leaves (4.6 kg) were collected in the community of Huixastla, Morelos State, Mexico.
This area belongs to the Sierra de Huautla Biosphere Reserve, Morelos (18◦28′45′′ N and 99◦8′41′′ W).
Samples were collected in April and May of 2017. A specimen was deposited at the Herbarium of
the Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM) (Voucher number: 34873), and it was
taxonomically identified by MSc Gabriel Flores Franco, at Centro de Investigación en Biodiversidad y
Conservación (CIByC-UAEM).

2.2. Prosopis laevigata Hydroalcoholic Extract Obtaining and Chemical Fractioning

Fresh P. laevigata leaves were dried under dark conditions at 25–28 ◦C for 5d. The dry leaves (4.6 kg)
were ground and placed in 46 L crystal containers. Extraction using ground leaves was performed
using water-ethanol (70:30%), which was maintained for 24 h at room temperature (18–25 ◦C). Extracts
were filtered through a Whatman no. 4 paper and the solvent was removed by low-pressure distillation
using a rotatory evaporator (45–50 ◦C, Büchi R-300, Flawil, Switzerland) to obtain a semi-solid extract
that was finally lyophilised. The extract was kept at 4 ◦C for biological and phytochemical assays [18].
The hydroalcoholic extract was partitioned using liquid-liquid fractionation (1:1 v/v) with an immiscible
mixture of water and ethyl acetate (1000 mL each, Merck, Germany) giving two fractions: an aqueous
(Aq-F) and an ethyl acetate (EtAc-F). Both fractions were dried using low-pressure distillation and were
totally dried using the lyophilisation process (Labconco, Kansas, MO, USA). The in vitro anthelmintic
activities of the two fractions were evaluated using H. contortus eggs and larvae as biological models.
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2.3. Isolation, Purification and Identification of Isorhamnetin from the P. laevigata Active Fraction (EtAc-F)

The most active fraction (EtAc-F, 18 g) was processed using chromatographic techniques with
silica gel in an open column (200 g, 70–230 mesh; Merck, Darmstadt, Germany). Then, the solution was
eluted using a gradient system with n-hexane/ethyl acetate/MeOH, with growing polarity as mobile
phase starting with 100% n-hexane and ending with 100% methanol. Forty-five, 300 mL fractions
were obtained. Fractions were grouped depending on their chemical similarity, which was monitored
using thin layer chromatography (TLC) and were concentrated using a rotatory evaporator at low
pressure. As a result, four final sub-fractions were obtained and recorded as follows: C1F1 (5.7 g),
C1F2 (6.0 g), C1F3 (3.5 g), and C1F4 (1.5 g). All fractions and sub-fractions were analysed via TLC on a
silica gel 60 F254 (Merck, Germany) using UV light at 254 and 360 nm. All fractions were assessed via
in vitro anthelmintic assays. The most active fraction (C1F1, 5.7 g) was subjected to chromatographic
fractionation in a glass column with silica gel. The sample (30 g) was placed on a silica gel column
(200 g, 70–230 mesh; Merck, Darmstadt, Germany). A gradient of n-hexane and ethyl acetate was used
as a mobile phase, from which 74 fractions were obtained. These fractions were grouped according to
their similarity as determined by TLC analysis, resulting in three sub-fractions (C2F1, C2F2 and C2F3),
which were evaluated in the bioassays. These three sub-fractions resulted with the same high larval
mortality activity. After the LC50 analysis, these three sub-fractions resulted without any statistical
difference among them; so sub-fraction (C2F2, 2 g) was selected from the other two, because we had
a bit more amount of sample of this sub-fraction to keep ahead with its chromatographic process
using a normal phase column (30 g, 70–230 mesh; Merck, Germany). A water/acetonitrile gradient
system was used as mobile phase, starting with 100% of H2O and ending with 100% CH3CN to elute
the column polygoprep® 60–50 C18, and 41 fractions were collected. Fractions 14, 15 and 16 were
combined to eventually yield a solid yellow powder (1, 40 mg). Fractions 17 and 18 produced a mixture
of compounds (1, isorhamnetin 376.03 mg and 2, luteolin 157.70 mg giving a total of 533.73 mg),
fraction 22 contained compound 2, (60 mg), meanwhile, the fraction 26 produced compound 3 (45 mg)
(See Scheme 1). Compound identification was carried by 1H and 13C NMR analysis, using an Agilent
DD2-600 spectrometer with one NMR probe at 25◦C in CD3OD and DMSO-D6 (Cambridge Isotope
Laboratories Inc., Tewksbury, MA, USA) as a solvent and TMS as reference. Note: 1, 2 and 3 NMR
spectra are available as Supplementary Materials.

2.4. Chemical Group Identification in P. laevigata Hydroalcoholic Extract (HA-E) and Fractions

The P. laevigata HA-E and its fractions were phytochemically characterised to determine the
presence of alkaloids, volatile coumarins, flavonoids, condensed tannins, terpenes/sterols and saponins
(see Chemical group identification as Supplementary Materials).

2.5. Analysis of Extracts, Fractions and Compounds 1–3 by HPLC

Chromatographic analysis by HPLC was performed using a Waters 996 HPLC module, equipped
with a photodiode array detector and EmpowerPro software (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
Chemical separation was achieved using a Supelcosil LC-F column (4.6 mm × 50 mm), with a 5-µm
particle size, (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA). The mobile phase consisted of 0.5% trifluoroacetic
acid aqueous solution (solvent A) and acetonitrile (solvent B) in a gradient system (0–1 min, 0% B;
2–3 min, 5% B; 4–20 min, 30% B; 21–23 min, 50% B; 24–25 min, 80% B; 26–27 100% B; 28–30 min, 0% B).
The flow rate was maintained at 0.9 mL/min. The injection volume was 10 µL. The photodiode array
detector was set at a wavelength of 310 nm for the identification phenolic compounds.
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Scheme 1. Bio-guided fractioning process to identify compounds with anthelmintic activity from
Prosopis laevigata leaves against Haemonchus contortus eggs and larvae (L3).

2.6. MS Analysis of Compounds 1–3

Molecular weights of the isolated compounds (1–3) were determined in Waters triple quadruple
mass spectrometer (MS) (Milford MA, EE. UU), equipped with an electrospray ionisation (ESI).
The ionisation source was heated to 150 ◦C. The desolvation temperature was 450 ◦C and the nitrogen
gas flow rate was 900 L/h. Argon was used as a collision gas at a flow rate of 0.10 mL/min (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Germany).

2.7. Haemonchus contortus Eggs and Larvae Obtaining

The eggs of the parasite were obtained from a H. contortus artificially infected lamb (INIFAP
strain). One 3-month-old, parasite free, with 22 kg body weight, male lamb, was orally infected with
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approximately 350 H. contortus infective larvae per kg body weight. After a 21-day, pre-patent period,
faeces were collected directly from the rectum of the animal. The parasite egg extraction procedure
was performed according to von Son-de Fernex et al. [19]. The infective larvae of the parasite were
obtained from faecal cultures, using the Baermann technique [20]. After a 7-day incubation period at
room temperature (18–25 ◦C), infective larvae were recovered from faecal cultures using a Baermann
funnel apparatus for 12 h. The recovered larvae were washed using differential gradient centrifugation
with 40% saccharose solution. Larvae were exsheathed with 0.187% sodium hypochlorite solution.
Then, exsheathed larvae were washed by centrifugation with water to eliminate sodium hypochlorite
residues. Clean larvae were re-suspended in sterile distilled water and immediately were used
for mortality assay. The egg-donor lamb was maintained under controlled conditions according to
principles of animal welfare and the elimination of unnecessary animal suffering, which are Good
Management Practices policies well established at INIFAP. The Norma Oficial Mexicana (Official
Mexican Standard) with official rule number NOM-052-ZOO-1995 (http:/www.senasica.gob.mx),
as well as the Ley Federal de Sanidad Animal (Federal Law for Animal Health) DOF 07-06-2012
(https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/118761/LFSA.pdf) were strictly abided and all the
procedures performed in this study were carried out in accordance with the ethical standards outlined
by INIFAP.

2.8. Assessment of Larval Mortality by A Bio-Guided Assay

The assay was performed in 96-well microtiter plates (4 wells per treatment). This experiment
was performed by triplicate. Treatments were established according to the following sequential
steps: Step 1) Aq-F and EtAc-F (10, 20, 30, 40, and 50 mg/mL); Step 2) sub-fractions corresponding to
column 1 (C1F1-C1F4) at 3.75–15.00 mg/mL, sub-fractions of column 2 (C2F1-C2F3) at 1.80–15 mg/mL
and compounds (1, 2 and 3, as well as a mixture of 1 and 2) at 0.60–15.00 mg/mL. Each step was
assessed using two proper negative controls (distilled water to dissolve Aq-F and 4% methanol to
dissolve EtAc-F, sub-fractions, and compounds) and an anthelmintic (ivermectin, 0.5 mg/mL) as a
positive control.

Fifty microliters of an aqueous suspension containing approximately 150 H. contortus exsheathed
infective larvae were deposited into each well (n = 4 wells). Additionally, 50 µL of the corresponding
fractions, sub-fractions, compounds, and controls were added to each well. Then, the plates were
incubated at room temperature (18–25 ◦C) for 72 h [21]. After incubation, ten 10-µL aliquots were
removed from each well and deposited onto a slide for microscopic examination. Both dead and live
larvae were counted according to criteria described by Olmedo-Juárez et al. [18]. The mortality rate
was expressed as a mortality percentage and was calculated according to the following formula:

Mortality= [(dead larvae mean)/(live larvae mean + dead larvae mean)] × 100

2.9. Assessing the Egg Hatch Test Using P. laevigata Compounds

This assay was carried out in 96-well microtiter plates. Fifty microliters of an aqueous suspension
containing approximately 100 H. contortus eggs were deposited in each well of the plate (n = 4 wells
per treatment). The experiment was performed by triplicate. Fifty microliters of the corresponding
compound (1, 2 or 3) were also deposited in their corresponding well. Treatments were established at
0.3, 0.15 and 0.07 mg/mL. Proper controls were used throughout the experiment, which included 2%
MeOH and distilled water as negative controls and 0.5 mg/mL of ivermectin as positive control. Plates
were incubated at room temperature (18–25 ◦C) for 48 h [22]. The egg hatch test percentage (EHT) was
estimated using a formula described by Coles et al. [23].

% EHT = [(number of eggs)/(number of larvae + number of eggs)] × 100

http:/www.senasica.gob.mx
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/118761/LFSA.pdf
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2.10. Examination of H. contortus Eggs and Larvae Using Environmental Scanning Electron Microscopy
(ESEM) and Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Morphological changes in eggs and larvae post-exposure to bioactive compounds were visualised
in detail using two microscopy techniques: ESEM and CLSM. First, ESEM was performed using a Carl
Zeiss microscope, Model EVO LS10 (Munich, Germany). Samples were mounted on aluminium stubs
and attached using double-sided carbon conductive tape and a retro-disperse electron detector set at
20 kV and 20 Pa pressure. Stubs were directly observed and images were captured at 200× and 1000×
magnification in TIFF format (2048 × 1536 pixels). Second, CLSM was performed using A Carl Zeiss
microscope, Model LSM 800 (Munich, Germany). Samples were mounted on glass slides and were
observed in lambda mode in which a sequence of images was collected at laser wavelengths of 405 nm,
488 nm, 561 nm and 640 nm (4% capacity). The ZEN 2.6 Zeiss Blue edition software was used. Images
were taken at 20× and 40×magnification with the Apochromatic Plan, 1.3 numerical opening and 1
Airy Unit (AU) of a pinhole opening. The images were obtained at a 2048 × 2048-pixel resolution in
TIFF format. For colour photographs of samples mounted on glass slides and observed via confocal
microscopy as previously described were taken using a coupled HD camera (AxioCam, Carl Zeiss,
Model 305, colour, Göttingen, Germany)

2.11. Statistical Analysis

Egg hatch test and larval mortality percentages were normalised using the square root
transformation and analysed based on a completely random design through an analysis of variance
(ANOVA). Differences among means were compared using the Tukey test (p < 0.05). In addition, 50%
and 90% lethal concentrations (LC50 and LC90) were determined with the PROC PROBIT procedure
included within the SAS statistic package [24].

3. Results

3.1. HA-E and Fraction Yields

Crude hydroalcoholic extract (HA-E) yielded 726.34 g (15.79%) of a brown powder. Additionally,
when HA-E was partitioned, EtAc-F and the Aq-F sub-fractions produced yields of 2.48% (18 g) and
97.52% (708.34 g), respectively.

3.2. Preliminary Phytochemical Screening of HA-E, Aq-F and EtAc-F

HA-E, Aq-F and EtAc-F fractions from P. laevigata leaves contained alkaloids, flavonoids, tannins,
triterpenes or sterols, and saponins (Table 1).
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Table 1. Groups of metabolites identified from Prosopis laevigata leaves using general chemical reaction assays.

Metabolite Group Reagent Colorimetric Reaction AH-E Aq-F EtAc-F

Alkaloids
Dragendorff +++ +++ +

Mayer Turbidity or precipitate +++ +++ +

Wagner (red to orange, white to cream and
brown) +++ +++ +

Coumarins Bornträger Yellow fluorescence (UV) - - -
Flavonoids Mg2+ and HCL Red, orange and violet ++ - +++

Tannins

Ferric chloride Hydrolysable tannins (blue) - - -
Condensed tannins (green) +++ + +++

Confirmation
Solution of gelatine Precipitate white + + +

Gelatine and saline solution Precipitate white + + +
Saline solution Precipitate white - - -

Triterpenes/sterols
Liebermann-Burchard

Salkowski
Salkowski (modified)

Green, blue-red (sterols)
Yellow, red to purple (triterpenes)

Yellow to red
(triterpenoidal/steroidal saponins)

-
-
+

-
-
+

+
+
+

Saponins Water Foam formation + ++ -

(-) Not detected (+) light positive reaction (++) positive reaction (+++) strong positive reaction.
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3.3. Assessment of the Larvicidal Activity of Aq-F and EtAc-F

The nematocidal activity of Aq-F and EtAc-F against H. contortus larvae is shown in Table 2.
The Aq-F did not show activity against the parasite at the tested concentrations. On the other hand,
the EtAc-F produced the highest larvicidal effect and the concentration of 50 mg/mL resulted in
96.01% mortality.

Table 2. Results of the in vitro lethal assessment of two fractions from Prosopis laevigata leaves, aqueous
fraction (Aq-F) and ethyl acetate fraction (EtAc-F) against Haemonchus contortus infective larvae (L3)
after 72 h confrontation.

Treatment Mean of Recovered Larvae
Dead Larvae/Total % Mortality (±SD)

First step (Fractioning for larvicidal activity)
Aqueous fraction (Aq-F) (mg/mL)

50 0.75/105.62 0.72 ± 0.67 g

40 0.62/104.4 0.60 ± 49 g

30 0/104.25 0 g

20 0/104.62 0 g

10 0/103.87 0 g

Ethyl acetate fraction (EtAc-F)
(mg/mL)

50 72.5/75.3 96.01 ± 0.75 b

40 93.5/101.25 92.32 ± 0.87 c

30 81.8/101.55 80.45 ± 0.83 d

20 82.5/109.87 75.13 ± 0.81 e

10 34.3/110.55 31.12 ± 0.76 f

Distilled water 0.7/86.7 0.9 g

MeOH (4%) 1.5/69.4 2.98 ± 0.26 f

Ivermectin (0.5 mg/mL) 81/81 100 a

Variation coefficient 1.17
R2 0.99

Note: Means with different letter into same column indicate statistic differences (p < 0.05); MeOH = Methanol;
SD = Standard Deviation.

3.4. Larvicidal Activity of Sub-Fractions and Compounds

The mortality percentages corresponding to the sub-fractions C1F1, C1F2, C1F3, C1F4, C2F1, C2F2,
C2F3 and compounds 1 isorhamnetin, 2 luteolin, 3 4´-O-methylcatechin and mixture of 1 and 2); as
well as the LC50 are shown in Table 3. The treatments with C1F1, C1F2, C1F3 and C1F4 produced
larval mortalities of 79.4%, 24.4%, 6.8% and 5.7%, respectively. On the other hand, the C2F1 and C2F2
sub-fractions resulted in the total larval mortality (100%) at 7.5 mg/mL. Meanwhile, the C2F3 showed
mortality close to 95% at the same concentration. Finally, the compound 1 displayed a total larvicidal
effect at 7.5 and 15 mg/mL. Likewise, lower concentrations also resulted in high larval mortalities:
3.7 mg/mL = 88.2% and 2.5 mg/mL = 68.15%. Meanwhile, the 2 and 3 as well as the mixture (1 and 2)
had a null larvicidal effect (Table 3).
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Table 3. In vitro mortality percentages and lethal concentration (95%) attributed to the effect of four
Prosopis laevigata sub-fractions and compounds derived from EtAc-F against Haemonchus contortus
infective larvae (L3).

Sub-Fractions and
Compound

(Step 2)

Mean of
Recovered Larvae
Dead Larvae/Total

% Mortality ±SD Lethal Concentrations 95%
(CI Limits Lower-Upper)

C1F1 (mg/mL) LC50
(mg/mL)

LC90
(mg/mL)

15 67.5/84.75 79.47 b

7.5 18.15/76.75 24.12 d

3.7 8/77.2 10.47 d

C1F2 (mg/mL)
15 11.2/70 24.45 ± 2.44 d

C1F3 (mg/mL)
15 4.5/66.25 6.82 ± 0.72 e

C1F4 (mg/mL)
15 3/78.5 5.75 ± 2.56 e

C2F1 (mg/mL)
15 127.5/0 100 a

2.82
(2.72–2.92)

3.82
(3.69–3.96)

7.5 126.5/0 100 a

3.75 107.5/122.5 87.8 ± 3.46 b

1.87 2/120 2.27 ± 0.45 e

C2F2 (mg/mL)
15 120.0/0 100 a

2.68
(2.45–2.86)

3.84
(3.67–4.02)

7.5 121/0 100 a

3.7 101.5/115 88.2 ± 0.47 b

1.8 10.75/107.5 10.0 ± 0.77 d

C2F3 (mg/mL)
15 117/0 100 a

3.04
(2.89–3.19)

5.66
(5.32–6.07)

7.5 109.7/116.5 94.22 ± 1.63 b

3.7 77.7/115.2 67.47 ± 1.29 c

1.8 2.5/115.2 2.15 ± 0.51 e

Isorhamentin (mg/mL) (1)
15 126/0 100 a

2.07
(1.98–2.16)

3.79
(3.60–4.02)

7.5 127/0 100 a

3.7 101.5/115 88.25 ± 0.47 b

2.5 73.25/107.5 68.15 ± 4.46 c

1.2 14.5/106.75 13.6 ± 3.19 d

0.6 2.25/105.75 2.15 ± 0.50 e

Isorhanmetin and luteolin
(2.5 mg/mL) (1,2) 0/103.82 0 f

Luteolin (2.5 mg/mL) (2) 0.5/107.2 0.47 ± 0.95 f

4′-O-methylcatechin
(2.5 mg/mL) (3) 0/104.2 0 f

Distilled water 0/71.25 0 f

MeOH (4%) 0/69.87 0 f

Ivermectin (0.5 mg/mL) 73.5/73.5 100 a

Variation coefficient 3.56
R2 0.99

Note: Means inside same column with different letter indicate significant differences (Tukey test) p < 0.05;
MeOH = Methanol, SD = Standard deviation; CI = Confidence Interval.

3.5. Ovicidal Activity of the Purified Compounds

The luteolin and 4′-O-methylcatechin did not show any ovicidal activity. Nevertheless, the
mixture of isorhamnetin/luteolin resulted in 100% of ovicidal activity. Meanwhile, the pure compound
required solely 0.07 mg/mL to obtain the same total activity (Table 4). This difference indicates that
pure isorhamnetin was 5.2 folds more potent than the EtAc-F.
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Table 4. Results of EHT and lethal concentrations (LC50 and LC90) of compounds obtained from Prosopis
laevigata leaves at different concentrations against Haemonchus contortus eggs after 48 h interaction.

Treatments %EHT ± SD
Lethal Concentrations

95%
(CI limits Lower-Upper)

LC50
(mg/mL)

LC90
(mg/mL)

Isorhamnetin (mg/mL) (1)
0.3 100 a

0.15 100 a

0.07 100 a

Mixture isorhamnetin and luteolin
(mg/mL) (1,2)

0.3 100 a

0.15 96.03 ± 1.36 b 0.10 0.13
0.07 4.18 ± 1.23 c (0.09–0.10) (0.13–0.14)

Luteolin (mg/mL) (2)
0.3 0 c

0.15 0 c

0.07 0 c

4′-O-methylcatechin (mg/mL) (3)
0.3 0 c

0.15 0 c

0.07 0 c

MeOH 2% 1.50 ± 0.6 c

Ivermectin (0.5 mg/mL) 100 a

Variation coefficient 2.92
R2 0.99

Note: Means into same column with different literals indicate significant differences p < 0.05; CI = Confidence
Interval; SD = Standard deviation; MeOH = Methanol.

3.6. Prosopis laevigata Chemical Analysis Through High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

The HPLC chromatograms from compounds responsible for the nematocidal activity of P. laevigata
HA-E and EtAc-F are shown in Figure 1. The HA-E contained at least six compounds, including phenolic
compounds with retention times of 4.5 and 8.3 min and four flavonoids (8.6, 8.9, 9.5 and 25.6 min).
The EtAc-F chromatogram was used to identify flavonoid-type compounds (8.7, 9.0, 9.5, 10.0, 10.3
and 15.7 min) (Figure 1b). The C1F1 sub-fraction chromatogram as well as the identified compounds
(isorhamnetin, luteolin and 4′-O-methylcatechin) and isorhamnetin of the EtAc-F chromatographic
fraction are shown in Figure 1c–f.
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Compound (1) was isolated as a yellow powder. Its UV spectrum revealed that the compound 
had a λmax at 254 and 373 nm, which is a characteristic of a flavonoid. Negative ion EI-MS of 
compound 1, produced quasimolar ion peaks at m/z 316 [M + H]- (calcd. for C16H12O7, 316.05) (See 
isorhamnetin mass spectra, as supplementary material). The 1H NMR spectra of 1 showed two 
aromatic systems: an AB system ( 6.19 (1H, d, 1.9 Hz, H-6) and 6.47 (1H, d, 2.4 Hz, H-8)] and ABX 
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Figure 1. Phytochemical profile visualised by HPLC of (a) hydroalcoholic extract (HA-E), (b) ethyl acetate
fraction (EtAc-F), (c) sub-fraction (C1F1), (d) 4′-O-methylcatechin, (e) luteolin and (f) isorhamnetin.

3.7. Chemical Structures of Identified Compounds

The analysis of spectra allowed researchers to identify compounds present in sub-fractions of P.
laevigata extracts and revealed the presence of three flavonoids, isorhamnetin, an isorhamnetin-luteolin
mixture, and luteolin. Furthermore, 4′-O-methylcatechin, which is a polyphenolic compound, was
identified (Figure 2).
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Figure 2. Chemical compound structures (1, 2 and 3) obtained from p. laevigata leaves.

Compound (1) was isolated as a yellow powder. Its UV spectrum revealed that the compound had
a λmax at 254 and 373 nm, which is a characteristic of a flavonoid. Negative ion EI-MS of compound 1,
produced quasimolar ion peaks at m/z 316 [M + H]- (calcd. for C16H12O7, 316.05) (See isorhamnetin
mass spectra, as Supplementary Material). The 1H NMR spectra of 1 showed two aromatic systems:
an AB system (δ 6.19 (1H, d, 1.9 Hz, H-6) and 6.47 (1H, d, 2.4 Hz, H-8)] and ABX system [δ 7.75 (1H,
d, 2.3 Hz, H-2′), 6.94 (1H, d, 8.4 Hz, H-5′) and 7.68 (1H, dd, 2.4, 8.4 Hz, H-6′)). In addition, a signal
corresponding to an oxygenated base proton was observed in δ 3.8 that integrates three protons and
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associates HSQC with the carbon signal in δ 55.7, which is characteristic of methoxyl groups at the C-3′

position. On the basis of these data, and direct comparisons with spectroscopic data described in the
literature, compound (1) was identified as isorhamnetin [25].

Once isolated, compound (2) was an orange powder with a UV λmax at 205, 255 and 368 nm, which
is a distinguishing characteristic of flavonols. The negative ion EI-MS of (2) revealed a quasimolar ion
peak at m/z of 286 [M-H]- (calcd. for C15H10O6, 286.05) (see luteolin mass spectra, in the Supplementary
Material). Analysis of the 1H and 13C NMR spectra of compound (2) showed that that compound was
similar to (1), since it displayed the same chemical shift signals, except that compound (2) lacked a
signal corresponding to the methoxyl group at C-3′, indicating that its identity was luteolin (2) [26].

Isolation of compound (3) resulted in the production of a pink powder. This compound displayed
a UV absorption spectrum between λmax values of 236 and 279 nm; a characteristic of catechin. In the
negative ion EI-MS of 3, a quasimolar ion peak was calculated at m/z 304 [M-H]- (calcd. for C16H16O6,
304.09) (See 4′-O-methylcatechin mass spectra, as Supplementary Material). The analysis of the 1H
and 13C NMR spectra showed characteristic signals of 4′-O-methylcatechin (3) [27].

Isorhamnetin (1): 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6); δ 6.19 (1H, d, 1.9 Hz, H-6), 6.47 (1H, d, 2.4 Hz, H-8),
7.75 (1H, d, 2.3 Hz, H-2′), 6.94 (1H, d, 8.4 Hz, H-5′), 7.68 (1H, dd, 2.4, 8.4 Hz, H-6′), 3.8(OCH3), 12.4(1H,
s, 5-OH); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 146.6 (C-2), 135.8 (C-3), 175.8 (C-4), 160.6 (C-5), 98.2 (C-6),
163.9 (C-7), 93.5 (C-8), 156.1 (C-9), 103.0 (C-10), 121.9 (C-1′), 111.7 (C-2′), 147.3 (C-3′), 148.7 (C-4′), 115.5
(C-5′), 121.7 (C-6′), 55.7 (3′-OCH3).

Luteolin (2): 1H NMR (600 MHz, DMSO- d6); δ 6.19 (1H, d, 2.0 Hz, H-6), 6.44 (1H, d, 2.0 Hz, H-8),
6.67 (1H, s, H-3), 7.39 (1H, d, 2.0 Hz, H-2′), 6.89 (1H, d, 8.6 Hz, H-5′), 7.41 (1H, dd, 2.0, 8.1 Hz, H-6′),
12.9(1H, s, 5-OH); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 146.6 (C-2), 102.8 (C-3), 181.6 (C-4), 161.4 (C-5),
98.8 (C-6), 164.1 (C-7), 93.8 (C-8), 157.2 (C-9), 103.7 (C-10), 121.5 (C-1′), 113.3 (C-2′), 145.7 (C-3′), 149.6
(C-4′), 116.0 (C-5′), 118.9 (C-6′).

4′-O-Methylcatechin (3): 1H-NMR (600 MHz, DMSO- d6); δ 4.51 (1H, d, 7.5 Hz, H-2), 3.82 (1H, m,
H-3), 2.65 (1H, dd, 5.1, 15.9 Hz, H-4a), 2.35 (1H, dd, 8.3, 15.9 Hz, H-4b), 5.69 (1H, d, 2.3 Hz, H-6), 5.89
(1H, d, 2.3 Hz, H-8), 6.76 (1H, d, 1.9 Hz, H-2′), 6.87 (1H, d, 8.3 Hz, H-5′), 6.72 (1H, dd, 1.9, 8.3 Hz, H-6′),
3.75 (OCH3); 13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6); δ 80.7 (C-2), 66.3 (C-3), 27.8 (C-4), 156.1 (C-5), 93.8 (C-6),
156.4 (C-7), 95.14 (C-8), 155.2 (C-9), 99.0 (C-10), 132.2 (C-1′), 114.3 (C-2′), 146.1 (C-3′), 147.1 (C-4′), 111.8
(C-5′), 118.2 (C-6′), 55.6 (4′-OCH3).

3.8. Examination of H. contortus Eggs and Larvae ESEM and CLSM

General characteristics and structural differences between non-exposed and isorhamnetin-exposed
eggs (at 7.5 mg/mL) are shown in Figure 3. AxioCam and CLSM images revealed that eggs that had
not been exposed to isorhamnetin had normal internal and external structures, and their morula
cells occupied almost the entire inner cavity of the eggshell as expected (Figure 3A,C). On the other
hand, the eggs exposed to isorhamnetin displayed significant structural changes, which included the
interruption of their embryonic development, and a cell mass reduction of the egg and eggshell of
about 30% (Figure 3D-1). Additionally, some eggs had irregular edges and deformations that produced
an appearance of wrinkled surface (Figure 3B,D).

CLSM micrographs of isorhamnetin-exposed eggs revealed autofluorescence that was emitted in
the morula at wavelengths of 515 and 560 nm (Figure 3). This autofluorescence was not identified in
the eggshell, which remained clear. This feature allowed us to identify a superposition between the
fluorescence emitted by morula cells and fluorescence emitted by isorhamnetin using chromophore
fragments that were fixed to the morula cell surface (Figure 3D-2). It is important to note that CLSM
allowed us to visualise isorhamnetin fluorescence, which appeared in orange colour and was emitted
between 560 nm and 600 nm (Figure 3D-3). ESEM further revealed that eggs that were not exposed
to isorhamnetin had a smooth eggshell surface, and the morula developed normally (Figure 3E).
In contrast, the isorhamnetin-exposed eggs exhibited a loss of cell architectural structure (Figure 3F-1).
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Deformations observed in these eggs included the presence of cracks on the morula, as well as
intracellular spaces (Figure 3F-2).
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Figure 3. Micrographs taken with AxioCam (A,B), Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM, C,D) and
Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM, E,F), showing the aspect of Haemonchus contortus
eggs exposed (B,D,F) and non-exposed to isorhamnetin (A,C,E).

Differences observed using AxioCam CLSM and ESEM between non-exposed and
isorhamnetin-exposed larvae (at 7.5 mg/mL) are shown in Figure 4. Non-exposed larvae displayed
a sharpness and depth that resulted from the capacity of light to freely pass through their bodies.
Furthermore, no apparent changes in their body conformation, intestinal cell organisation or in their
external cuticle, were observed (Figure 4A,C,E). In contrast, the bodies of isorhamnetin-exposed larvae
showed some changes in their internal organs, including the loss of architectural integrity of intestinal
cells (Figure 4B). Likewise, some morpho-anatomic changes were observed in the isorhamnetin-exposed
larvae ie., the presence of an irregular dark colour that diffused throughout the larval body length as
well as some irregular pale spaces between the surface coat and the inner coat that resembled tissue
folds (Figure 4B,D). The ESEM of the isorhamnetin non-exposed larvae showed a normal smooth
cuticular surface without any apparent abnormal changes (Figure 4E). In contrast, the bodies of
isorhamnetin-exposed larvae appeared deformed, with loss of internal organ integrity (Figure 4F).
In addition, these larvae also showed changes in their external cuticle, which appeared rough and



Biomolecules 2020, 10, 773 14 of 20

straight with wavy formations mainly in their lateral nervous cords along the body (4 F-1). Furthermore,
the transversal size of exposed larvae was reduced in comparison with non-exposed larvae (Figure 4F).Biomolecules 2020, 10, x 15 of 19 
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Figure 4. Micrographs taken with AxioCam (A,B), Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM, C,D) and
Environmental Scanning Electron Microscopy (ESEM, E,F) showing the aspect of Haemonchus contortus
larvae exposed (B,D,F) and non-exposed to isorhamnetin (A,C,E). F1 shows the wave formations at the
lateral nervous cord.

4. Discussion

The results of the present study revealed that P. laevigata leaves possess compounds that are active
against H. contortus infective larvae. It is interesting the fact that the pure isorhamnetin showed 100%
larval mortality when used at 15 and 7.5 mg/mL and this effect decreased when concentration decreased
and even at 2.5 mg/mL this sole compound provoked 68.15% LM. In contrast the other two identified
compounds luteolin and 4′-O-methylcatechin both at 2.5 mg/mL resulted in 0% activity. Since our
point of view; although isorhamnetin is not the major compound the results of the present study clearly
indicate that isorhamnetin is definitively the compound responsible for the anthelmintic effect.

On the other hand, when the mixture isorhamnetin + luteolin at same concentration (2.5 mg/mL)
was assessed, a null effect was also recorded, which suggests that luteolin act as an antagonist of
isorhamnetin, which inhibited the isorhamnetin larval mortality effect.

Likewise, it is important to remark that the ovicidal activity showed by the pure isorhamnetin at
different low concentrations was also very high. It is interesting to emphasise the fact that luteolin
showed two different effects when combined with isorhamnetin; since the luteolin inhibited the larval
mortality of the isorhamnetin; however, it did not influence the high ovicidal activity of isorhamnetin.
A possible explanation about this fact could be that perhaps the differences in the membrane receptors
between the eggshell and the cuticle coat could interfere either at favour or against the activity of this
compound; although this is only a proposal that will have to be studied in depth. The fact that the
isorhamnetin caused 100% EHT at such as low concentrations is a very good characteristic that makes it
a potential candidate for future in vivo studies. It is interesting the fact that both C2F2 sub-fraction and
isorhamnetin at 15 and 7.5 mg/mL respectively, caused 100% larval mortality. However, we actually do
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not have a categorical explanation why the C2F2 that is a mixture of different compounds, including
20% isorhamnetin showed the same high percentage of larval mortality when compared with sole
isorhamnetin. Other studies should be designed to clarify this question.

Previous assays performed in our laboratory showed an important nematocidal effect of the
hydroalcoholic extract from this arboreal legume (unpublished data). In an extend review of the
literature we found little information regarding the nematocidal activity of P. laevigata extracts against
H. contortus which was solely related to activity against the larvae of the parasite. Therefore, as far
as we know, the present study is the first report of the ovicidal activity of and organic ethyl acetate
fraction extracts from P. laevigata.

Several metabolites from other Prosopis species were identified using different parts of the plant
and with different solvent systems. The nematocidal activity of these groups of metabolites has
been previously described in other Prosopis species and plant extracts from other genera. It is worth
mentioning that plants from the Prosopis genus, and other genera and species of plants, displayed
nematocidal activity against different nematodes of importance for agriculture and livestock industry.
In this context, is clear that independently of the genus/specie fabaceae plants, they respond with a
different biological activity pattern, regardless the separation system used.

Likewise, is important to consider that exploring other separation strategies would be beneficial
to improve the bioactive compounds obtaining; for instance, using fresh plant material followed by the
hydrogen peroxide pre-soaking method before the ammonium fibre expands, would led us to achieve
an effective separation of lignin and cellulose to estimate the water content and eventually to improve
not only the bioactive compound obtaining but also to get a better yield [28,29].

A methanolic extract obtained from fruit from other Fabaceae plant, Caesalpinia coriaria, resulted
in 73% larval mortality at 150 mg/mL [30]. In our study, the P. laevigata EtAc-F resulted in 96% in vitro
larval mortality against H. contortus at only 50 mg/mL after 72 h exposure. These mortalities were similar
to other results obtained with a Lysiloma acapulcensis EtAc-F, which belongs to the same taxonomic
group that caused 100% mortality against H. contortus infective larvae at the same concentration
and same exposure time [31]. These authors reported the same larvicidal inefficacy of L. acapulcensis
Aq-F that we found with P. laevigata Aq-F. The phytochemical screening showed different groups
of compounds, including flavonoids, tannins, alkaloids, and coumarins. It is interesting that the
compound with the highest nematocidal activity was a phenolic compound (flavonoid).

The HPLC analysis revealed that HA-E contained phenolic compounds (Figure 1a), while EtAc-F
contained hydroxycinnamic acid derivate compounds and flavonoids (Figure 1b). It is important to
mention that isorhamnetin is a flavonoid compound that has been previously isolated from several
plant species including Persicaria glabra [25] and Cleome africana [32].

Isorhamnetin possesses several biological activities, including cytotoxic [33], anti-microbial [34],
antiviral [35], anti-oxidant [36,37], hepato-protective and cardio-vascular protective [38,39],
neurological [40], anti-cancer [41], anti-inflammatory [42,43] and anti-diabetes [44]. However, this
seems to be the first report of the anthelmintic activity of isorhamnetin against parasitic nematodes
affecting small ruminants.

Use of AxioCam, CLSM and ESEM techniques supported the hypothesis that isorhamnetin
is the compound responsible for producing the morphological structural changes associated with
pathogenic effects against eggs and larvae of the parasite. The use of AxioCam, CLSM and ESEM
allowed identifying the presence of interesting changes in the morphological structure of eggs and
larvae associated with the presence of the isorhamnetin. The mechanism of the anthelmintic activity of
isorhamnetin against H. contortus eggs and larvae remains uncertain and will be motive of future studies.

The flavonoids generally interact with lipidic bilayers in membranes and may affect
biological/physiological processes i.e.., protein transportation. Beyond this, they may act as substrates,
which interfere with the electric properties of membranes [45,46]. Some authors reported that phenolic
compounds, including condensed tannins and flavonoids are capable of binding to membrane proteins
of the eggshell that are vital for optimal development and biological activities of larvae [47]. However,
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membranes of nematodes such as H. contortus are constituted of three different types of layers that
include an external protein layer, a medial layer comprised of chitin fibrils and proteins (for eggs and
larvae, respectively), and a semi-permeable internal lipid layer [48,49]. The egg hatching processes are
initiated as a result of an environmental stimulus that promotes a protein/enzyme-mediated process
that triggers the release of larva from the eggshell. The proteins that promote egg hatching are called
“hatching enzymes” and they include proteases, lipases, beta-glucosidases, chitinases and leucine
aminopeptidases, which directly act to promote eggshell membrane degradation [48,50]. It is believed
that the compound-protein interactions may cause important structural changes that affect membrane
permeability, oxygen interchange, and the release of substances and enzymes that promote eggshell
degradation to eventually promote larval release [47,51,52]. Isorhamnetin, which is a flavonoid
compound, could act similarly via binding to membrane receptors of the parasite in order to cause
damage in nematode tissues; however, this is only a hypothesis that must be validated using more
advanced techniques.

Molan et al. [53] and Lakshmi et al. [54] reported that phenolic compounds including condensed
tannins and flavonoids possess important anthelmintic activities. For instance, Barrau et al. [55] noted
that tri-glycosylated flavonols isolated from Onobrychis viciifolia Scop. inhibited the larval migration in
H. contortus under in vitro conditions. Later on, Klongsiriwet et al. [56] demonstrated the synergic
effects of a combination of condensed tannins and flavonoids, which included quercetin and luteolin.
This combination improved the anthelmintic activity. One of the main hypotheses regarding the
mechanism of action of these compounds states that they may promote eggshell and larval cuticle
permeability [52,57]. Nevertheless, the mode of entry of the phenolic compounds into the membrane
depends on their chemical structure. This occurs through the formation of hydrogen bonds among
the groups of lipids containing polar head groups and hydrophilic portions of flavonoids as well as
with hydroxyl groups that interact with parasitic membranes [58–60]. Larvae exposed to isorhamnetin
displayed altered surface coat characteristics. The fact that the external surfaces of eggshells were not
significantly affected, suggests that entry of isorhamnetin alone or combined with luteolin into the
eggshell membrane occurs without producing these effects despite the capacity of isorhamnetin to
cause embryo death. Finally, because of our assays used eggs and infective larvae of H. contortus as
targets of the P. laevigata compounds and that both are free-living stages of the parasite, it is important
to design complementary experiments about the impact of isorhamnetin on non-target nematodes of
the soil.

5. Conclusions

The ethyl acetate fraction obtained from a hydroalcoholic extract of P. laevigata leaves possess
a potent anthelmintic activity against H. contortus eggs and infective larvae, which is considered
the most economically important parasite affecting small ruminants globally. Chromatographic
procedures facilitated the isolation and identification of three flavonoid compounds (1–3). Of these,
isorhamnetin possessed the highest degree of anthelminthic activity. CLSM and ESEM techniques
revealed important structural features of parasites exposed to isorhamnetin. This is the first report of
the in vitro anthelmintic activity of isorhamnetin against H. contortus.
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