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RESUMEN

Baccharis latifolia es una compuesta particular de la region Andina, que crece entre los
2000 y 2800 m.s.n.m., de amplio uso en la medicina popular. La actividad biol 6gica general
de las plantas hembras de esta especie fue evaluada sobre nauplios de Artemia salina
(Bhrine Shrimp Test, BST). Se prepararon extractos organicos con metanol (MeOH),
diclorometano (DCM) y hexano (HEX) por maceracion de hojas y cogollos secos (120
horas, temperatura ambiente, oscuridad), los cuales no exhibieron actividad bioldgica
genera BST (24 horas). Durante la segunda parte de la investigacion se prepararon
extractos acuosos de cogollos frescos por decoccion (reflujo cerrado, 30 minutos) en tubos
Pyrex con tapa rosca de trifluoroetileno (TFE). Los extractos acuoso exhibieron actividad
biologica general BST con una Concentracion Letal Media (CLsp) promedio de 1562,79 mg
peso fresco/litro. Este extracto fue fraccionado por extraccion en fase solida reversa, SPE-
ODS (Solid Phase Extraction — OctaDecilSilano), empleando tres eluentes: MeOH, DCM,
HEX e toctano; mostrando actividad bioldgica general BST, la fraccion MeOH de color
amarillo auna CLsp promedio de 3038,60 mg peso fresco/litro. Las diferencias encontradas
entre las CLsp de los extractos crudos acuosos y de las fracciones MeOH SPE ODS fueron
no significativas, exhibiendo ademés solapamiento entre los intervalos de confianza (0,95).
A partir de ello es posible concluir que la mayor parte de los compuestos activos estan
presentes en la fraccion MeOH SPE-ODS del extracto acuoso de B. latifolia hembra. El
andliiss GC/MS (Gas Chromatography / Mass Spectrometry) de la fraccion MeOH SPE-
ODS permitid e reconocimiento de once compuestos principales, estos compuestos
exhiben patrones de fragmentacidén similar con un pico base de m/z 44 y posibles iones
moleculares con m/z de 207 y 208.

Palabras clave: Baccharis latifolia, Artemia salina, extractos vegetales, concentracion letal
media (CLsp), andisis probit, bioensayo de actividad general.



ABSTRACT

Baccharis latifolia is a characteristic compositae from Andean region, at altitude between
2000 — 2800 meters. It's widely used in medicine by local population. Female-plants
genera biological activity of this specie were determinated using Artemia salina nauplius
larvae, or Brine Shrimp Test (BST). Dried leaves and tips were extracted with methanol
(MeOH), diclorometane (DCM) and hexane (HEX) for 120-hours a room temperature and
darkness. These extracts don’'t show BST genera biological activity. During second phase
of this research, fresh tips were extracted with water by decoction (closed reflux, 30
minutes) using Pyrex tubes and trifluoroetilene (TFE) screw tap. Water extracts show BST
general biological activity, having mean value of media letal concentration (LCsp) at
1562,79 mg fresh weight/liter. This extract was fractionated by reversed octadecilsilane
(ODS) solid phase extraction (SPE), using three eluent: MeOH, DCM, HEX and i-octare.
Yellow colour MeOH SPE-ODS fraction exhibitet BST biological activity had mean LCsg
at 3038,60 mg fresh weight/liter. The founding differences between crude water extracts
and MeOH SPE ODS fractions did not have significant value. In adition, the confidence
intervals (0,95) had overlaping. Thus, it's possible to deduce that most active compounds
is ocurring at the MeOH SPE-ODS fraction of female B. latifolia crude-water extract. Gas
chromatography / Mass Spectrometry (GC/MS) analysis of MeOH SPE-ODS fraction
showed the presence of eleven major compounds. Similar patterns were observed for these
compounds, which display a base peak at m/z 44 and possible molecular ion at m/z 207 and
208.

Keywords. Baccharis latifolia, Artemia salina, letha media concentration (LCsp), probit
analysis, plant extract, general activity bioassay (BST)



INTRODUCCION

Centenares de compuestos organicos de origen botanico son publicados en las revistas
especializadas dedicadas a la fitoqumica. De acuerdo a lo considerado por Farnsworth y
Loub® la mayoria de estos compuestos carecen de valor industrial, limitdndose el interés de
los cientificos dedicados a este campo a ®lo aidar, caracterizar y publicar, sin que su
trabajo tenga mayor significado.

Gran parte de los esfuerzos de estos grupos de investigacion tendrian sentido s no solo se
tratase de aidar e identificar compuestos, sino de ailar aquellos que puedan tener valor
farmaceéutico, o en otras palabras aquellos compuesto que tengan actividad bioldgica. Esto
se puede lograr empleando técnicas de separacion de compuestos, métodos analiticos de
elucidacion estructural y bioensayos asi como lo recomiendan McLaughlin, et al.? v,
Farnsworth y Loub®. Los fitoquimicos estan muy familiarizados con los primeros, pero
ignoran la ultima técnica muy posiblemente porque es mas pertinente de bidlogos y
microbidlogos.

Muchos de los esfuerzos desechados por los quimicos de productos naturales en el
aislamiento e identificacion de metabolitos biol 6gicamente inactivos, podriandedicarse ala
identificacién de productos botéanicos que tengan actividad biol 6gica.

Seglin Farnsworth y Loub®, en la actualidad bs compafiias farmacéuticas invierten altas
sumas de dinero en el desarrollo de bioensayos robéticos in-vitro; mediante los cuaes se
investigan mecanismos de accion especificos ya conocidos, siendo recesario evaluar unay
otra vez una sustancia con posible actividad biol6gica.

Adicionalmente existen bioensayos generales que permiten evaluar una gran cantidad de
sustancias bioactivas con diferentes mecanismos de accidon. Una accion |6gica seria, que
una vez evaluada la actividad biologica general y desechados los productos naturales que
den resultados negativos, evaluar la actividad biol6gica especifica de aquellos que resultan
ser activos.

Por otra parte, en e teritorio narifiense existen cientos de plantas, muchas de ellas
empleadas por las comunidades locales con fines medicinales, y cuyo uso medicinal
popular se remonta a los primeros pobladores. Una de |as estrategias empleadas por muchas
compafiias farmacéuticas internacionales en € desarrollo de nuevos farmacos ha sido la
valoracion cientifica de esa informacion. La finalidad principal de este trabgo es
precisamente evaluar la actividad bioldgica genera sobre Artemia salina de las plantas
hembras de Baccharis latifolia una de las especies mas ampliamente difundidas en la zona
andina, y empleada localmente con fines medicinaes. Se estudiaron Unicamente los
ejemplares femeninos puesto que en un estudio de Jarvis et al.® se encontré que las plantas
hembra de una de las especies de este género (Baccharis coridifolia), eran mas toxicas que
las masculinas.



El bioensayo general sobre larvas de Artemia salina conocido como BST por sus siglas en
ingles (Brine Shrimp Lethality Test), se aplico a los extractos de B. latifolia, puesto que
agunos autores” 89191 han encontrado que constituye una prueba conveniente para medir
la actividad bioldgica general de los compuestos activos provenientes de plantas. Las
ventgjas de esta técnica radican en que las larvas de este camardn son sensibles a gran
variedad de sustancias de origen vegetal; ademas, no se requiere de asepsia, ni de un dificil
mantenimiento de colonias de animales, asi como tampoco de una infraestructura costosa.

Uno de los inconvenientes encontrados por Villacrés et al.'? en la literatura es la
publicacién de compuestos organicos provenientes de plantas de cuya identificacion
taxonémica no se tiene certeza, invalidando por completo tal informacion (Villacrés et al.,
1995). En consecuencia este trabgjo ha dedicado esfuerzos en la descripcion e
identificacion adecuada de los especimenes vegetales empleados. Por otra parte los
productos naturales, presentan una composicion quimica heterogénea, siendo la actividad
biologica el parametro de comparacion mas recomendado.

Por lo tanto en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos especificos. realizar
inicialmente & reconocimiento taxonémico adecuada de la especie botanica, y del sexo de
la planta; posteriormente evaluar |a actividad biol6gica general de los extractos crudosy de
las fracciones de los extractos crudos positivos de las plantas hembras de Baccharis
latifolia; y finAlmente analizar las fracciones positivas mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas.



1. MARCO TEORICO
1.1 Baccharislatifolia

Gentry*® hareportado que el género Baccharis es uno de los més importantes en los Andes,
comprende arededor de 400 especies, en su mayoria arbustos. La mayor parte presenta
pequeiias hojas resinosas coriaceas generalmente trinerviadas, enteras o escasamente
dentadas. Dioicas, siendo esta caracteristica la que distingue a genero en la tribu Astereae.
Los capitulos hembra y macho difieren en tamafio. La clasificacion taxonomica de la
especie es. genero: Baccharis; tribu: Astereae; familiae Compositae; orden: Asterales, clase:
Magnoliopsida; division: Angiospermophyta; reino: Plantae.

1.1.1 Descripcion. Cuatrecasas, Cuatrecasas® y, Dias-Piedrahitay Cuatrecasas™ han
realizado amplios estudios sobre la especie Baccharis, de los cuales se ha extractado la
siguiente informacion. Baccharis latifolia se presenta como arbolitos o arbustos de 1.5-6 m
altura, ramosos, ramas terminales estriadas, verdes, glabras, las juveniles ligeramente
pubérulas y mas 0 menos glanduloso-resinosas. Hojas alternas pecioladas, subcartacess,
peciolos de 1-3 cm long., engrosados en la base, planos en la cara adaxial; |amina ovado-
lanceolada, base atenuadacuneada, apice angosto-acuminado, agudo, margen entera hacia
la base, uniformemente aserrada en € resto de su extension, 6-15 cm long. x1.2-5 cm lat.,
triplinervia, glabra en ambas caras o ligeramente glanduloso granulada, nervios laterales
impresos por la haz, prominentes por € envés a igual que los transversales.

Inflorescencias terminales multifloras corimboso-paniculadas de 10-16 cm lat., foliosas
hacia la base, pedicelos angulosos mas 0 menos glandulosos, bracteolados, brécteas
angostas, lineares, glabras, pedicelos y bracteas decrecientes hacia la porcion superior,
altimos capitulos sésiles. Capitulos £meninos subhemisfericos de 5 mm altura, involucro
de 3,54 mm atura formado por 40-60 filarias imbricadas 45 seriadas, membranacess,
glabras, ceroso-ciliadas, las exteriores ovadas, subagudas 1-2 mm, las interiores
lanceoladas, gradualmente mas largas y delgadas. Receptaculo cdnico, aveolado. Flores
femeninas 100-180 por capitulo; corola blanca, filiforme de 2 mm longitud, 4pice 5-
dentado, levemente pildsulo, estilo exserto 34 mm longitud, glabro, bifido, tubulado y
diminutamente papiloso; ovario glabro, aguenios oblongos 5-costados, glabros o
diminutamente glandulosos, papus blanco 3-4 mm longitud, uniseriado y estrigoso.
Capitulos masculinos hemisféricos de 56 mm didmetro, involucro semejante al de los
capitulos femeninos, pero con las filarias purpurinas hacia € apice; receptaculo mas o
menos plano y aveolado. Flores masculinas 15-32 por capitulo; corola tubulosa blanca de
4 mm longitud, tdbulo recto, limbo tubuloso-campanulado 5-laciniado, anteras de 1,5 mm
longitud, estilo exserto, bifido, papiloso; papus blanco de 4 mm, ovario rudimentario
glabro. El nmero cromosdmico haploide para esta especie esn = 18.

1.1.2 Habitat y distribucién geogréfica. Segln Cuatrecasas'’ esta especie es particular
de la regionandina se extiende desde Venezuela hasta Bolivia y norte de Argentina (Anexo



A); se encuentra principalmente entre 2000-2800 m de altitud, pero puede subir hasta cerca
de los 3500 m y aparecer excepcionamente en alturas cercanas a los 1000 m. En Colombia
se comporta como un elemento del bosgue andino y de los matorrales del subparamo donde
se presenta ya sea como arbolitos aidlados o formando matorrales subseriales més o menos
grandes que invaden paramos alterados y zonas deforestadas o terrenos pendientes y
erosionados. Ha sido colectada en Antioquia, Boyaca, Caldas, Cauca, Choco, Cordoba,
Cundinamarca, Huila, Narifio, Norte de Santander, Putumayo, Santander, Tolimay Valle.

1.1.3 Usos eimportancia econémica. En la recopilaciéon de la informacion efectuada
por Correa y Bernal®® a cerca de Baccharis latifolia se encontré que eta planta fue
ampliamente usada por los primitivos pobladores de América. La infusién de sus hojas se
usaba para la diarrea verde de los nifios; sus hojas soasadas se aplican sobre sitios
correspondientes a fracturas Oseas, para desinflamar y ayudar a la consolidacion Por otra
parte, ina de las designaciones vernaculas mas extendidas es la de Chilca, que incluye a
otras especies del genero Baccharis.

Seglin Garcia Barriga®® las hojas aplicadas en forma de cataplasma sirven para camar los
dolores reuméticos y de la cintura, es también preconizada (recetada, formulada) en las
afecciones bronquiales y pulmonares. Entre las propiedades terapéuticas mas importantes
asignadas a esta especie tenemos: toda la parte aérea de la planta fresca y a una dosis del
5% actlia como buen ténico amargo, antidiabético y eupéptico; tambiénes utilizadaen las
enfermedades hepadticas. Segun parece esta planta en dosis elevadas es toxica.

Correa 'y Bernal®® dan a conocer que las hojas frescas y tiernas excretan un liquido viscoso
que es aplicado como vulnerario. No hace falta ninguna preparacion, ya que las hojas
limpias pueden ser aplicadas directamente sobre las heridas o afecciones de la piel; también
pueden ser beneficiosas aplicadas externamente cuando se las utiliza calientes en areas,
donde hay dolor reumético. En algunas regiones del departamento de Caldas emplean las
hojas de esta planta como emoliente en forma de emplastos, bafios y vapores. Las hojas
frescas y en papilla se emplean en forma de cataplasma, como reductor de luxaciones y
hernias. Las hojas y las flores frescas y secas, en decoccion son uilizadas para calmar latos
y la bronquitis. Secas, molidas y mezcladas con la grasa de “llama’ se usan para preparar
una pomada desinfectante de heridas.

Perez Arbelae?! sefidla que en la antigiledad, cuando los colores de las anilinas no se
habian inventado, y era muy dificil dar €l color verde a las telas, porque la naturaleza cas
no facilita otros estables que €l rojo, el amarillo, € azul y € negro (los cuales no siempre se
podian combinar a causa del caracter quimico de los extractos); los indigenas
neogranadinos tenian el secreto de la coloracion verde en esta planta paramuna.
Posteriormente se averiguo que € principio colorante no era normal de la planta, sino
efecto del parasitismo de un hongo: Dothidella tintorea, disperso en los Andes colombianos
y ecuatorianos.

1.1.4 Fitoquimica. De acuerdo a lo reportado por Garcia y Barriga??, la cera que se
obtiene de B. latifoliay B. salicifolia, en Argentina es producida por un pequefio insecto del



genero Coccus, y dd cua estas dos especies son su habitat caracteristico; ademas, B.
latifolia contiene especiadmente en las hojas resinas, oxidasas, un principio amargo, un
alcaoide Ilamado bacarina, una sustancia de formula molecular C,oH41OH y posiblemente
trementina.

Correa y Berna®® indican que también contiene, eudesmano, taninos galicos, quercetina,
guercitrinay rutina (flavonoles) (Correay Bernal, 1990).

Bohlman, et al.?* aislaron de ks raices de B. latifolia (200 g) los compuestos: 35 (60 mg),
29 (8 mg) derivado con timol y las p-hidroxiacetofenores 21 (6 mg), 22 (21mg), 23 (7 mg).

Zdero, et al.® obtuvieron de las partes aéreas de B. latifolia, € ent-labdano 36, dos
derivados del compuesto 36 los cuales estuvieron presentes en pequefias cantidades, €l
metil malonato 37, e inusual ester sesquiterpeno del maonato 38. Adicionalmente al
derivado con € &cido cinamico 25, varios sesquiterpenos fueron aislados, bacchascandone
42, e isdbmero 43, € hidroxigermacradieno 44 y los derivados del bisaboleno 39, 40y 41.
Las formulas estructurales del eudesmano y de los compuestos designados con nimeros en
negrilla se presentan enlafigura 1.

1.2 EL USO DE ENSAYOS BIOLOGICOS EN LA EVALUACION DE
PRODUCTOSNATURALES

Los bicensayos o0 ensayos de actividad biolégica ofrecen una ventagja especial en la
estandarizacion ;/ control de calidad de productos boténicos heterogéneos Carbonell?® y
Moreno, et al.?’ consideran que sles productos pueden ser heterogéneos, debido a la
presencia de mezclas de compuestos con actividad bioldgica, bien sea proveniente de la
misma fuente, o de varias fuentes mezcladas a propésito.

Skoog?® manifiesta que bs métodos de andlisis fisico, tales como la cromatografia, son
Gtiles para la identificacion de una gran diversidad de compuestos; siempre y cuando, estos
se encuentren en niveles de concentracion suficientes para ser detectados. Sin embargo,
McLaughlin et al.?°, y Glanszpigel y Rosenkranz’®, anotan que este tipo de técnicas
carecen de la capacidad de determinar la potencia de los principios activos de formula
desconocida o de los principios activos conocidos que se encuentren en una mezcla
compleja como tejidos y extractos orgénicos por lo tanto deben ser aplicadas
simultaneamente con ensayos biol 6gi cos.

Farnsworth y Loub®! comentan que en la mayoria de las veces la respuesta bioldgica
deseada no se debe a uno, sino a una mezcla de componentes vegetales con actividad
biologica, donde las proporciones relativas de cada compuesto bioactivo, como lo afirma
McLaughlin®?, pueden variar de un lote a otro, mientras que la bioactividad aun permanece
dentro de limites tolerables. En consecuencia, el andisis fisico o quimico de un dnico
componente en tales mezclas no es completamente satisfactorio. Existen una serie de
bioensayos que han sido desarrollados para ayudar en €l trabajo de “descubrir farmacos’ de
origen boténico. McLaughlin et al.* y Moreno et al.>* muestran que estos métodos han sido



aplicados durante los Ultimos 15 afios, y parecen ser adecuados en e proceso de

estandarizacion y control de calidad de compuestos bioactivos presentes en productos
botani cos heterogéneos.

McLaughlin et al.*® opinan que la falencia en los estudios de muchos fitoquimicos ha sido
el orientar sus objetivos simplemente a aidar, caracterizar y publicar una plétora de nuevas
sustancias quimicas derivadas de las plantas sin ninguna referencia a su valor bioactivo.
Para que los trabajos en la quimica de los productos naturales alcancen un sentido y una



Figura 1. Férmulas estructurales de los compuestos aislados de Baccharis latifolia
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Significancia préactica en k actualidad, necesitan la inclusion de bioensayos. El camino a
seguir sugerido por CarbonelI*®, McLaughlin et al.*’, y Fransworth y Loub®, seria: tomar
los extractos crudos y evaluar su actividad biologica, seleccionar los extractos activos,
fraccionarlos guiandose por bioensayos, y por ultimo identificar y explotar 1os compuestos
activos.

Este es el futuro que prevee McLaughlin et al.*® para la quimica de productos naturales
cuyo trabajo debe se desarrollado con todos los productos botanicos bioactivos Utiles, de tal
manera que puedan ser aceptados e incorporados a largo plazo en las préacticas de salud
legitimas.

Por lo anterior se considera conveniente combinar por lo menos las tres tecnologias
disponibles actualmente:

Técnicas de separacion (Cromatografia)

Métodos de elucidacioén estructural (Espectrometriay cristalografia de rayos X)

Ensayos de actividad biol 6gica simples.
La Organizacién Mundial de la Salud (WHO World Health Organization)*° requiere que €l
uso en salud publica de productos boténicos heterogéneos se lleve a cabo solamente cuando
sus componentes bioactivos hayan sido identificados y e producto final haya sido

estandari zado.

Para lograr esto la WHO*! recomienda la adopcién de un enfoque comprensivo sobre €l
empleo farmacéutico de plantas, teniendo en cuenta | as siguientes acciones.

v" Redizar un inventario y clasificacion terapéutica, actualizadas periédicamente, como de
plantas usadas en los diferentes paises.

v Aplicacién de criterios y métodos cientificos y métodos para asegurar la calidad de las
preparaciones con plantas medicinales y su eficacia en el tratamiento de condiciones
especificas y enfermedades.

v Elaboracion de estandares internacionales y especificaciones de identidad, pureza,
potenciay buenas préacticas de manufactura.

v' Aplicacion de métodos para €l uso seguro y efectivo de productos fitoterapéuticos por
diferentes profesionales de la salud.

v Diseminacién de lainformacion entre los paises miembros de la Organizacion Mundial
de Salud.



v" Designacion de centros de investigacion y capacitacion para € estudio de plantas con
valor farmacéutico.

1.3 BRINE SHRIMP LETHALITY TEST (BST): UN RAPIDO ENSAYO DE
ACTIVIDAD BIOLOGICA GENERAL PARA COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
BIOLOGICA

Los compuestos bioactivos son casi siempre téxicos en dtas dosis. La farmacologia es
simplemente toxicologia a una dosis mas baja, y toxicologia es simplemente farmacol ogia a
una dosis mas alta. En consecuencia la letalidad in vivo en un organismo animal puede ser
usado como un indicador adecuado en la evaluacion y fraccionamiento durante el proceso
de descubrimiento y monitoreo de la calidad de los productos naturales con actividad
biologica Los huevos de Artemia salina, se pueden obtener facilmente en una tienda de
mascotas a un bajo costo, y permanecen viables durante afios en estado seco. Después de
ser colocados en agua marina, los huevos eclosionan antes de las 48 horas, suministrando
una gran cantidad de larvas (nauplio) para uso experimental. En el anexo B se encuentran
las fotografias de algunos de los estados de desarrollo de Artemia salina.

El biocensayo de actividad genera BST sobre nauplios de Artemia salina ha sido
ampliamente usado para el “screening” de extractos botanicos en los trabajos de Villacrés
et al.*?, Sanabria et al.*3, Sdlama et al.**, Murillo et al.*®, Stanback®®, McLaughlin et al.*’,
Almeida et al.*8, y Sskmerf®. También se ha utilizado paralelamente y como una opcién de
comparacion con otras pruebas tales como: actividad antitumoral, ictiotest, actividad
antibacteriana, actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, citotoxicidad, actividad
antifangica, actividad antiviral y fototoxicidad; gran parte de esta informacion se encuentra
en los trabgjos de Moreno, et al.>°, Ratnayake, et al.>*, Villacrés et al.>?, Salama et al.*®,
Sanabria, et al.**, McLaughlin®®, Rodriguez®, Almeida, et a.*’, Ojda>®, Sokmerr®,
Stanback®®, Popova, et al.®!, y Svoboday Svoboda®, pero e método usual mente empleado
en la evauacion de productos naturales, fracciones, o compuestos puros es evaluar
concentraciones iniciales de 10, 100 y 1000 ppm en viales que contienen 5 ml de solucién
marinay 10 camarones en cada una de las tres replicas. Los sobrevivientes son contados
después de 24 horas. Estos datos son procesados en diferentes programas parallevar a cabo
el andlisis probit y estimar la CLsp (Concentracion letal media), que es aquella dosis de
compuesto que produce la muerte del 50% de los animales. Loomis®® define la CLsp como
un valor virtual obtenido estadisticamente y por lo tanto siempre va acompafado de
algunos tipos de estimacion del error del valor calculado tal como su intervalo de
probabilidad, cuyos limites se escogen arbitrariamente para indicar que se obtendrian
resultados similares en un 90 o 95% de los ensayos llevados a cabo de forma idéntica.
Carballo et al.®*, sefida que en algunas ocasiones suele evaluarse la mortalidad de los
nauplios a las 12 horas (principamente en instar 1/11), 24 horas (en ingtar 11/111), y 48 horas
(principalmente en €l instar 111 y 1V) de exposicion después de la germinacion

Las larvas de Artemia salina han sido utilizadas durante los Ultimos 30 afios en estudios
toxicoldgicos. Muchos investigadores usan actualmente Artemia salina en la preseleccion
de extractos de plantas, dado que son una aternativa répida, econdmica y adecuada en



comparacion con la evaluacién en animales superiores, que ademés son atamente
susceptibles a las variaciones ambientales. Se conoce por las investigaciones de
McLaughlin, et al.®®, y Stanback®®, que existe una correlacion positiva entre e BSTy la
citotoxicidad 9KB (carcinoma nasofaringeo humano); y segiin Almeida Alves et al.®’, entre
el BST y A-549 (carcinomadel pulmon humano), HT-29 (carcinoma humano del colon); y
la actividad anti-Tripanosoma cruz.

La letalidad in vivo de un organismo anima (como en € ensayo BST), no es mas que €
caculo de un efecto toxico cuantico. Salter’®, Bonnier y Tedin’, Goldstein y Aronow’®,
Glanszpigel y Rosenkranz’’, Loomis’® y Saha”® explican los efectos cuénticos, a diferencia
de los efectos cuantitativos o graduales, como respuestas de “todo o nada’. Donde cada
individuo se clasifica como reaccionante 0 no reaccionante, de acuerdo con € tipo de
criterio, que se adopte como respuesta. En un ensayo de toxicidad letal, cada animal se
clasifica como muerto o vivo a un tiempo especificado después de la administracion del
compuesto activo. Para cualquier agente toxico habra una dosis bga en la que no mate a
ningun animal, una dosis alta en la que es uniformemente letal y una dosis intermediaen la
gue mueren diferentes fracciones de la poblacién. Por lo general la respuesta de los
organismos a diferentes dosis del compuesto activo, se distribuyen normamente
(distribucion gaussiana) respecto al logaritmo de la dosis; esta curva cuéntica se denomina
log-dosis respuesta (LDR).

Para efectos précticos Salter®®, Bonnier y Tedinf!, Goldstein y Aronow®?, Glanszpigel y
RosenkranZ, Loomis®* han resuelto que no es conveniente determinar la sensibilidad
individual, sino e nimero acumulativo de animales que responden a concentraciones
crecientes del compuesto bioactivo. En consecuencia la distribucion normal empleada no
es la de frecuencias (forma de campana) sino gque es la forma acumulativa o integral (forma
sigmoidea). Asi los porcentgjes de respuesta, mortalidad en este caso, son correspondientes
aun valor de desviacion estandar. A unadesviacion estandar por debajo de la Clsp , muere
el 16% de los organismos; en e centro de la curva esta la ClLsp, ¥ se le asigna una
desviacion estandar de O; a una desviacion estandar por encima de la CLsp muere €l 84% de
los organismos. Esta relacion permite transformar las curvas LDR cuanticas en lineas
completamente rectas, facilitando el andlisis estadistico. Finalmente en el ge “X’ se
registran las concentraciones del compuesto activo en escala logaritmica, y en el ge “y” el
porcentaje de mortalidad expresado en desviaciones equivaentes normales (DEN). Las
DEN poseen vaores negativos, complicando los célculos estadisticos, asi que a cada DEN
se le suma un valor de 5. Estas nuevas unidades se llaman probits (probability units). A

partir de una curva log-dosis probit-respuesta se efectlian los andlisis estadisticos y los
estimados de la CLsp. Esta curva se dice que esta en escala transformada, estando la curva
dosis-porcentaje de mortalidad en la escala original.

14 EXTRACCION EN FASE SOLIDA, SPE (SOLID PHASE EXTRACTION)

La extraccion en fase sdlida utiliza la misma interaccion analito-sorbente que son
explotados en la poderosa técnica de separacion de cromatografia liquida de alta
resolucién, HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Los cartuchos son



preempacados con una variedad de sorbentes de superficie modificada de dlica ligada, la
cua retiene especificamente clases de compuestos quimicos provenientes de una matriz
dada. Una interaccion mas especifica entre el sorbente y €l analito, permite un extracto final
mas limpio.

SUPELCO®®, VARIAN®® y, Zief and Kiser®”, presentan los cuatro pasos bésicos para el
desarrollo de la técnica de SPE como se muestra a continuacion:

1.4.1 Acondicionamiento. Preparacion del cartucho para generar una interaccion
reproducible con la matriz de la muestra por solvatacion del lecho del sorbente. Esto se
hace a pasar un volumen de un solvente apropiado a través del cartucho, seguido por un
volumen de un liquido similar ala naturaleza de la matriz de la muestra. Un gemplo comudn
de acondicionamiento del cartucho seria pasar metanol, seguido por agua a través de un
cartucho Cig, antes de la extraccion a partir de la matriz acuosa de la muestra.

1.4.2 Retencion. La aplicacion de la muestra a cartucho acondicionado resulta en que €
andlito, y quizas que otros componentes de la matriz, sea retenido en la superficie del
sorbente debido a una 0 mas interacciones quimicas especificas (Ej., interacciones Van der
Waals 0 “no polares’ entre la cadena del hidrocarburo de un andito y la cadena de
hidrocarburo de una fase ligada C;g). Debe tenerse en cuenta que los contaminantes de la
matriz pueden pasar a travésdel cartucho sin ser retenidos, limpiando asi la muestra aiin en
la etapa de retencién o carga.

1.4.3 Lavado. Paso de un solvente apropiado a través de un cartucho, lavando compuestos
adicionales que puedan interferir, mientras degja € andito intacto dentro del lecho del
sorbente. Un solvente comun de lavado para una extraccion no polar, sobre un sorbente Cig
seria€el agua.

1.4.4 Eluson. Paso de un solvente apropiado a través de un cartucho, € cua es
especificamente escogido para destruir la interaccion analito-sorbente, resultado en la
elusion selectiva del anadito. Para usar de nuevo un gemplo de extraccion no polar, un
solvente organico como e metanol seria un solvente suficientemente fuerte para destruir la
interaccion entre los analitos no polares y una fase ligada Cys.



2. METODOLOGIA
21 |IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas pertenecientes a la especie Baccharis latifolia se identificaron por comparacién
de especimenes completos con los existentes en e Herbario PSO de la Universidad de
Narifio y con las descripciones publicadas sobre la especie por parte de Cuatrecasas?,
Correa y Bernal®, Giuliano®™. Con € fin de corroborar la clasificacion taxondmica se
enviaron cuatro especimenes completos al Herbario CAUP del Museo de Historia Natural
de laUniversidad del Cauca.

Para la diferenciacion de Baccharis latifolia hembra y macho se observaron las flores bagjo
el estereoscopio en € laboratorio y directamente en campo, ademas se tomaron
microfotografias en € Laboratorio de microscopia de Acuacultura de la Universidad de
Narifio. Estas observaciones se compararon con las descripciones publicadas por

Cuatrecasas™.
2.2 PREPARACION DE EXTRACTOS ORGANICOS PARA EL ENSAYO BST

El materia vegeta correspondiente a hojas maduras, cogollos y flores de B. latifolia
hembra y macho se recolectaron en inmediaciones del municipio de Pasto, en los
corregimientos de Catambuco, La Laguna y Jamondino; asi como también en las
Instalaciones de la Corporacion Auténoma Regional para € Desarrollo de Narifio
(CORPONARINO — Finca Lope de Vega) y en los drededores de la Universidad de
Narifio.

Las condiciones ambientales de los sitios de recoleccion se listan en @ anexo C; los datos
suministrados por e IDEAM corresponden a la estacion méas cercana a los lugares
mencionados.

La recoleccion del material vegetal en diferentes lugares de la ciudad de Pasto, alejadas
considerablemente unas de otras respondié a la necesidad de identificar una zona con una
poblacion de Baccharis latifolia abundante y relativamente libre de enfermedades. En
CORPONARINO y Catambuco se cumplian mejor estas condiciones, y por lo tanto, de
cada uno de estos lugares se escogieron 12 plantasy de los sitios restartes 5 plantas. Las
ramas que setomaron estaban exentas de polvo, insectos e infecciones aparentes tales como
manchas y ataques por minadores.

El material se recolecté en bolsas plasticas de color nego e inmediatamente se llevo al
Laboratorio de Aguas de CORPONARINO. Alli se separaron las flores, las hojas maduras
y los cogollos.



Las muestras con flores de B. latifolia hembra'y macho se destinaron para la identificacion,
mientras que solo hojas maduras y cogollos de B. latifolia hembra se sometieron a secado
en un horno, a una temperatura de 40 °C; para ello se depositaron aproximadamente 30 g
del material en bolsas de g)apel durante 48 horas, tiempo después del cual se registrd peso
constante. Villacrés et al.”?, aconseja € secado previo del material vegetal a 40°C, de tal
marera que el material vegetal se recolecte una sola vez y se facilite su conservacion y
utilizaci 6n durante toda la investigacion.

Se estudiaron Unicamente los gjemplares femeninos puesto que en un estudio de Jarvis et
al.%® se encontré que las plantas hembra de una de las especies de este género (Baccharis
coridifolia), eran mas toxicas que las masculinas.

Por otra parte algunas flores frescas de Baccharis latifolia hembray macho se observaron
bajo el estereoscopio, y se compararon con |os reportes hechos por Cuatrecasas **(Anexo
D).

Hay que aclarar que solamente la fase de secado del material vegetal y de la observacion de
las flores bajo € estereoscopio se llevd a cabo en e Laboratorio de Aguas de
CORPONARINO, la parte restarte de la Investigacion s desarroll6 en e Laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad de Narifio.

Siguiendo el procedimiento de Stanback®, se tomaron por separado, 10g de hojas maduras
y de cogollos secos, se sometieron a maceracion (en recipientes de vidrio con tapa
metédlica) con 50 ml de solvente, durante 120 horas a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Los solventes utilizados fueron: hexano (Hex), diclorometano (DCM), y metanol
(MeOH); sus propiedades de polaridad se muestran en latabla 1.

Tabla 1. Polaridad de los solventes organicos empleados

SOLVENTE POLARIDAD CARACTER DIPOLAR 0
Hexano Nula 0,0
Diclorometano Media 0,73
Metanol Alta 0,28

Fuente. Meyer, 1999

Con cada solvente y con cada material vegetal se realizd un ensayo independiente.
Finalizado este tiempo los extractos fueron trasvasados utilizando pipetas Pasteur a
recipientes de vidrio transparente de 10 ml, debidamente lavados y pesados. El proceso de
lavado de los recipientes se llevd a cabo con las siguientes sustancias, que se indican en €
mismo orden de aplicacion, como lo establece APHA, AWWA and WPCF®: agua
jabonosa, mezcla sulfocromica y &cido clorhidrico comercial y agua. Por ultimo los
recipientes se introdujeron directamente en un bafio de agua a temperatura de ebullicién
durante 5 minutos para garantizar su esterilizacion



Los extractos fueron concentrados hasta sequedad con la evaporacion del solvente bajo
aireacion forzada, que mnsistio en aplicar aire caliente a 40 °C, directamente sobre el
recipiente que contenia el extracto disuelto en un solvente, utilizando un secador de cabello.
La temperatura del aire que salia del secador se controld constantemente, mediante un
termometro que se coloco a lado de la base del recipiente. Finalmente los extractos secos
fueron pesados.

Para la preparacion de las diluciones se utiliz6 TWEEN 80® (Polyoxyethylene(20)
sorbitan monooleate) (MallinCKRODT, Paris) como vehiculo, en una proporcion maxima
del 2% peso/volumen. Las concentraciones finales para los bioensayos fueron de 1000,
320, 100, 32 y 10 ppn?’. Se prepararon también dos tipos de blancos como lo exige APHA,
AWWA and WPCF®. Los blancos absolutos que solo contenfa agua marina 3,5% y los
blancos del solvente que contenia Tween 80® 2% en agua marina.

23 PREPARACIONESDE EXTRACTOS ACUOSOS PARA EL ENSAYO BST

Es necesario aclarar que todos los procedimientos relacionados con la preparacion de los
extractos acuosos corresponden a una segunda etapa de esta investigacion que fué
necesario llevar a cabo de forma independiente puesto que con los extractos organicos
probados no se obtuvieron resultados positivos.

Para la toma de las muestras se escogio € Parque Ecolégico Chimayoi por tratarse de una
zona de facil acceso desde la ciudad de Pasto, por poseer condiciones atmosféricas
similares a las presentadas en los otros sitios de muestreo y ademés estar protegida por
CORPONARINO, por lo tanto no existe la influencia de los diferentes compuestos
quimicos utilizados para la agricultura, los cuales pueden provocar una toxicidad falsa.
Ademés, b escasa intervencion del hombre, permite que se genere una cubierta vegetal
natural, abundante, estable y con unos suelos ricos en nutrientes, favoreciendo el
crecimiento de plantas mas saludables y vigorosas, de un color verde intenso y homogéneo,
sin la presencia de clorosis. Se verificd ademas que € atague por parasitos como hongos,
insectos minadores, agallas era menos intenso que en las otras zonas.

Por otra parte, en los sitios muestreados inicialmente se habia tomado una gran cantidad de
materia vegeta, lo cua dificultaba obtener nuevamente muestras en buenas condiciones,
sobre todo en lo que se refiere alos cogollos.

Se tomaron exclusivamente los cogollos de las plantas, con una longitud aproximadamente
de 10 cm a partir del extremo distal del cogollo. La toma de muestras es limitada debido a
gue @nstituye una zona protegida. Las muestras frescas se recolectaron antes de cada
prueba, se depositaron en bolsas plasticas negras y se llevaron inmediatamente a
laboratorio. Las condiciones ambientales del Parque Ecolgico Chimayoi se presentan en la
Tabla2.

Los cogollos frescos se pesaron y se cortaron hasta obtener un peso de 1g, € cua fue
depositado junto con 15 ml de agua comercial Cristal® (Postobon), en tubos Pirex (Schott)



con tapa rosca y sellos de TFE (Trifluoroetileno) (Merck, Darmstat, Germany) (Hacch).
Una vez sellados los tubos fueron inmersos en un bafio Maria (a temperatura de ebullicion)
para que se desarrolle €l proceso de decoccidn durante 30 minutos.

Terminado este tiempo, los tubos fueron rgpidamente enfriados con agua, abiertos y la
solucién acuosa vaciada en tubos pirex con tapa rosca y sellos de Teflén (los tubos
utilizados agui se lavaron con un proceso similar a utilizado para los recipientes donde se
desarrollaron los bioensayos). S permitio la decantacion de estos extractos durante una
noche, posteriormente se trasvasd € sobrenadante a otro tubo y se degjo € precipitado en €
recipiente original, donde se habia depositado en e fondo como una masa consistente de
color blanco. Precipitado y sobrenadante fueron evaluados por € ensayo BST, en
concentraciones de 32, 100, 320, 1000, 3200 y 10000 mg/L de peso fresco de materia
vegetal. Igualmente se prepararon dos tipos de blancos. Los blancos absolutos que solo
contenia agua marina 3,5% Yy los blancos del solvente que conteria DM SO 2% en agua
marina (Figura 2).

Tabla 2. Condiciones ambientales del Parque Ecol6gico Chimayoi

Estacion M eteorolégica Chimayoi
Periodo (Afios) 2003 — 2004
Latitud 01° 15’ 47,7
Longitud 77° 17 40°
Altitud 2771 m.s.n.m.
Precipitacion promedio 878,3 mm
Evaporacion 519,8 mm/ afio
Humedad relativa 80%
Temperatura Maxima: 19,6 °C

Media 12,1 °C

Minima: 5,4 °C
Fuente: IDEAM

24 METODOSANALITICOS
24.1 Ensayodeactividad biologica general BST.

Preparacion del agua marina. La solucion marina d 3,5% Yy una densidad aproximada
de 1,015 g/ ml, se prepard con sal marina comercial, secada bagjo aireacion forzada a 70°C;
estardo fria se pesaron 35 g, los cuales se disolvieron en un volumen de 100 ml de Agua
Cristal® (Postobon); con el fin de eliminar las impurezas de la sal como arena 'y polvo, a
través de la filtracion sobre papel filtro Wathmar® No 4. El filtrado se llevé a un volumen
final de 1 litro. La densidad del agua se determiné através del método del picnémetro.

Incubacion y cosecha de larvas de Artemia salina. En un recipiente cilindrico de vidrio
(Artemillero) con un volumen de 800 m se vertieron 700 ni de agua marina a 3.5%, la
cual se sometié a aireacion durante 15 minutos mediante un aireador. Un tubo de



polivinilcloruro (PVC) con un orificio lateral en e borde inferior a una altura de 1cm,
recubierto con papel aluminio, incluyendo su basey sin cubrir € orificio lateral se introdujo
en € recipiente de vidrio (Anexo E).

Aproximadamente 2,00 mg de huevos de Artemia salina (Red Jungle Brand™, Ocean Star
International O.S.1, Snowville, Utah, U.S.A) se agregaron dentro del cilindro de PVC,
donde la aireacién fue proveida desde e fondo del cilindro a través de una aguja para
insulina (1 mL), con € objeto de promover una suave aireacion. Inmediatamente la parte
superior del cilindro fue cubierto con papel aluminio y se dgjo incubar a una temperatura
entre 26 y 30°C, durante un intervalo de 24 a 48 horas. La cosecha de nauplios de Artemia
salina se inicio cuando se observaron suficiertes de ellos nadando fuera del contenedor
interno; para esto se retiro e tubo de PVC, se recogieron los camarones con una pipeta
Pasteur y se pasaron a una cgja petri en nimero suficiente para cada prueba; lo cua quiere
decir que sl se van a probar



Figura 2. Diagrama general parala preparacion de las soluciones destinadas al ensayo BST
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Cinco concentraciones, cada una de €ellas con tres réplicas entonces se deberian pasar
aproximadamente 150 camarones 0 més a la cgja petri. Estos individuos se pasaron sin
estimar el estado de desarrollo en que se encontraban.

Determinacion de la CLsg. Los viales sobre los que se redizaron las pruebas
corresponden a recipientes de vidrio transparente de forma y tamafio homogéneos con un
volumen de 10 mL.

De los procedimientos extraidos de Villacrés et al.*®®, Sanabria et al.’°°, McLaughlin et
al.’, Sskmen'%?, Stanback!®® y Carballo et al.'®, se formulé el siguiente nimero de pasos
para la preparacion de cada via: 1) se virtio 1 m de agua marina 3.5% aireada con
anterioridad, 2) utilizando una pipeta Pasteur se deposito de uno en uno los camarores
hasta completar aproximadamente 10 individuost®*%, 3) se agrego 2,5 mL de la solucion
del extracto preparado a doble de la concentracion final, 4) se llevo a un volumen final de
5 mL con agua marina 3.5%,.

Para cada concentracion de extracto, asi como para los blancos absolutos y |os blancos del
solvente se prepararon de 3 a 5 replicas, dependiendo de la disponibilidad de material de
laboratorio, material vegetal yextractos (Figura 3). Todos los viales (blancos y viales con
extracto) se llevaron a la camara de incubacion, donde se distribuyeron a azar, de tal
manera que cada serie de réplicas de una concentracion dada quedara separada y dispersa
dentro de esta zona, asi como lo establece APHA, AWWA and WPCF?". Estos recipientes
permanecieron en la camara durante 24 horas, e mismo periodo de tiempo aplicado por
Vi||al%es et al.’® Sanabria et al.®, McLaughlin et al.**°, Sskment!?, Stanback*?, Carballo
etal™—”.

Lacémara de incubacion consistio de una zona de 1 nf aislada del resto del laboratorio por
una lamina de polietileno transparente, con iluminacion y ventilacion natural. Los viales
fueron depositados en un bario termostatizado a 30°C (Anexo E).

Al término de las 24 horas se contaron con ayuda de un estereoscopio las artemias muertas
(ausencia total de movimiento) que se encontraron en € fondo de los viaes que contenian
diferentes concentraciones del extracto, de los blancos absolutos y de los blancos il
solvente. Posteriormente se adiciono 1 mL de etanol comercial 96% para el conteo total de
los individuos. Las CLso fueron reportadas con interval os de confianza del 95%.

2.4.2 Fraccionamiento de extractos acuosos por extraccion en fase silida — fase
reversa

SPE-ODS (Salid Phase Extraction - OctaDecilSilano). El extracto acuoso, preparado de
forma semejante como para el ensayo BST, fue fraccionado por extraccion en fase solida
El extracto obtenido a partir de un gramo de cogollo, fue colocado en una columna SPE-
ODS Bakerbond® (J.T. Baker, Pittsburgh, Pensylvania) preacondicionada (material de
relleno 500 mg; volumen del reservorio 6 mL) y las fracciones eluidas con metanol,
diclorometano, hexano e rFoctano. En la Tabla 3 se ilustra € procedimiento seguido para €l
fraccionamiento del extracto acuoso por SPE en fase reversa



Figura 2. Diagramaexplicativo del ensayo BST.
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Tabla 3. Pasos a seguir durante el fraccionamiento por SPE-ODS del extracto crudo

PASO VOLUMEN (ml) SOLVENTE
12 Metanol
Acondicionamiento 12 Aguatipo HPLC
6 Metanol
Adicion de laMuestra 15 Extracto acuoso de B. latifolia
Lavado de la columna 20 Aguatipo HPLC
Elusiéon 1 12 Metanol
Elusion 2 12 Diclorometano
Eluson 3 12 Hexano
Elusion 4 12 i-Octano

La velocidad de flujo fue aproximadamente de 1mL/minuto. Las fracciones se recogieron
en recipientes de vidrio transparentes y se secaron bgjo aireacion forzada a 40°C, hasta
sequedad. Las fracciones incluida €l agua resultante de la adicion de la muestray € agua
de lavado, fueron evaluadas con € ensayo BST. El agua resultante de la adicion de la
muestra fue evaluada con € objetivo de detectar sobrecargas en la columna, y €lusién no
deseada de compuestos Las concentraciones utilizadas para las diluciones fueron: 32, 100,
320, 1000, 2000, 3200, 10000 y 40000 ppm, empleandose como vehiculo Dimetilsulfoxido
(DMSO) 2% v/v. Estas concentraciones obedecen a una escala logaritmica, para facilitar la
graficacion de la curva log dosis- Probit'**. Cargas y flujos (uso en genera) se
determinaron segin € manual del fabricante™® y las recomendaciones para el empleo de
SPE entregadas por Meyer''®, SUPELCO™ y VARIAN™8,

24.3 Parametros operacionales del Cromatografo de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas GC-MS (Gas Chromatography - Mass Spectrometry). La
fraccién metandlica SPE-ODS (1i 1) fue directamente analizada por GG-MS en un equipo
Shimadzu QP 5000 equipado con una columna DB-5 (30m x 0,25mm i.d.; coating
thickness 0,25im) y un detector de masas tipo cuadrupolo. Condiciones de trabajo:
Inyector 250°C; razén split 12:1, temperatura programada del horno a 40°C durante 5
minutos, desde 40°C hasta 200°C a 10°C mint y a 200°C durante 10 minutos, tiempo total
31 minutos. Gas portador: Helio 15,7 mL min; presién de la columna 45 KPa, flujo de la
columna 0,9 mL min, velocidad lineal 35,1 cm s, ionizacion: El 70eV.

25 METODOSESTADISTICOS

25.1 Analisis probit eintervalos de confianza. El andlisis probit se efectud a travésdel
programa PROBIT" versién 1987 desarrollado por Raymond'*®. Ademés de Raymond*?°,
Bonnier y Tedin'?, Throne, et al.1??, Martinezy Osorio*?® y Saha'?* explican que e método
Probit aplica los siguientes procedimientos: calcula la mortalidad corregida segin la
formula de Abbott, la megjor linea de regresion ponderada entre la mortalidad y la dosis, €l
test de bondad de ajuste por < parala linea obtenida y e caculo de la Clsy y de sus

" Paramayores detalles sobre el programa Probit revisar el Anexo K.



intervalos de confianza. Los anteriores pasos mencionados son los empleados
rutinariamente en el calculo de concentraciones letales, aunque los métodos empleados en
cada uno de los casos pueden diferir.

Martinez y Osorio'?®, y Raymond*?®*?’  dentro del programa Probit, evaltian las siguientes
hipétesis para el test de bondad de agjuste por <% aun nivel de confianza del 95%:

Ho: Lalinealog dosis- probit es un modelo adecuado para los datos
H1: Lalinealog dosis- probit no es un modelo adecuado para los datos.

2.5.2 Comparacion de CLsg e intervalos de confianza. Las Clsp y los intervalos de
confianza obtenidos por e programa PROBIT para cada uno de los ensayos fueron
comparados a fin de establecer s existian diferencias significativas entre ellos. Existiran
diferencias significativas entre las CLso S N0 Se encuentra solapamiento entre 1os limites de
confianza. Sin embargo, pueden existir diferencias significativas, aunque los limites de
confianza se solapen.

En consecuencia adiciona ala evaluacion del solapamiento en los limites de confianza, se
examino s existian o no diferencias significativas entre las Clsp por aplicacion de la
siguiente formula:

f12 = antilog ((log f1)? + (logf2)%)"?2

f = Factor de los limites de confianza a 95% de la CLso; esto es, los limites de confianza
son CL59;8]‘ y CLso/f (f = antilogaritmo de las dos desviaciones estarndar del logaritmo de
|aCL5o)

Si el cociente Clsg superio/ Clso inferior €5 mayor que € valor f1,, existen diferencias
significativas entre las ClLso™®

La anterior formulafue empleada en la escalaoriginal de los datos y es correspondiente en
su escala transformada (logaritmos de las dosis) a calculo de la diferencia significativa
minima (DSM) que puede existir entre dos medias (CLsp) a un nivel de riesgo determinado.

Considérese la siguiente formula:
Suit = ((S1)* + ()9

donde S es la desviacion tipica de distribucion tedrica de las diferencias entre dos medias
de dos muestras; obtenida a partir de la desviacion tipica de las muestras (S Yy ). Sqir €S
empleado para calcular la DSM para dos medias de una poblacion normal a un nivel de
confianza determinado.

DSM = t* Syif



En consecuencia Arkin y Colton'®®, Hays'3! y Sachs™? concluyen que existiran diferencias
significativas s e valor absoluto de la diferencia entre las medias es mayor a valor
establecido parala DSM y por lo tanto podremos afirmar que las dos medias no pertenecen
ala misma poblacién

La CLso y los rangos promedios, segiin Kuehl**3, fueron calculados a partir de los datos
transformados, asumiendo interval os de confianza simétricos como lo estipula Sachs™*. Las
graficas de las curvas LDR (lineas de tendencia) se obtuvieron por regresion linea en €
programa Microsoft Excel a partir de los datos de CL, suministrados por €l programa
Probit. Los datos originales representados como puntos dispersos son los probit calculados
por el programa Probit para cada mortalidad.



3. RESULTADOSY DISCUSION
3.1 IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

L os especimenes enviados a Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad del
Cauca fueron identificados como Baccharis latifolia por Bernardo R. Ramirez-°.

Una vez establecidas las caracteristicas especificas determinantes de la especie Baccharis
latifolia, y de las plantas hembra y macho, no existio ningin inconveniente en su
reconocimiento en campo. En las microfotografias pueden observarse las marcadas
diferencias entre las flores machos y hembras (Figura 4), correspondientes a las
descripciones y dibujos de Diaz y Cuatrecasas®, yCuatrecasas™>’ (Anexo D).

32 DETERMINACIONDE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA BST DE LOS
EXTRACTOS ORGANICOS DE Baccharislatifolia

Los extractos obtenidos por maceracion presentaron las sguientes caracteristicas: para €
hexano un extracto verde claro, trasllicido, poco concentrado; para € DCM un extracto
verde, no tradlcido, muy concentrado y para el MEOH un extracto verde parduzco claro,
muy concentrado.

La diferencia en los colores de los extractos puede tomarse como evidencia de que se
obtuvieron mezclas de compuestos disimiles con cada uno de los solventes. Todos los
extractos exhibieron apariencia resinosa y una fuerte coloracion verdosa, indicativa de la
presencia de clorofilas.

Los extractos organicos de Baccharis latifolia se disolvieron utilizando como vehiculo
Tween 80®, uno de |os tensioactivos que Dalesio®*® incluye dentro de la serie de esteres del
sorbitan polioxietilénico. Esta es una de las series mas empleadas en farmacologia por su

alta capacidad solubilizante.

A medida que pasaba € tiempo, las soluciones acuosas de los extractos organicos se
tornaban cada vez més opacas, con una gran cantidad de materiales suspendidos y
precipitados en € fondo de los viales, lo cual dificultaba tomar la lectura de la mortalidad
con el estereoscopio. Al mismo tiempo esta caracteristica solo admitié preparar soluciones
con una maxima concentracion de 1000 ppm.

En concordancia con Brown et al.**°, una solucién salina posee una constante dieléctrica
alta que provoca una disminucion en la solubilidad de los tensioactivos; esto pudo causar la
poca eficiencia del vehiculo utilizado. Por otra parte la gran cantidad de resina presente en
los extractos pudo haber limitado la solubilidad de otras sustancias presentes en € extracto
hacia el Tween 80®.



Figura 4. Microfotografias de capitulos y flores machos y hembras de B. latifolia

Capitulo Hembra de Baccharis latifolia Flor Hembra de Baccharislatifolia

Capitulo Macho de Baccharis latifolia Flor Macho de Baccharis latifolia

Fuente. Esta investigacion.



Ninguno de los extractos organicos exhibié actividad biologica en e ensayo BST, aln
después de haber sido evaluadas plantas de diferentes localidades. Las dificultades antes
mencionadas pudieron ser la causa de que no se haya detectado actividad biol6gicaBST.

Vale k pena mencionar que la ventgja que tiene el método de maceracion con solventes
organicos en contraste con las decocciones acuosas esta en que se puede determinar
directamente € peso del extracto seco, conociendo efectivamente la concentracion de las
soluciones. Sin embargo € mayor nimero de pasos aseguir extiende el tiempo de
preparacion de los extractos e incrementa € nimero de fuentes de error; ademés se extraen
las clorofilas, imponiendo la necesidad de eliminarlas por métodos como la absorcién por
medio de carbon activado, reactivo que no es lo suficientemente selectivo pudiendo atrapar
otras sustancias de interés.

3.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA BST DEL EXTRACTO
ACUQOSO DE Baccharislatifolia

Debido a que no se obtuvo mortalidad en € ensayo BST para los extractos organicos se
decidi6é explorar b informacién etnobotanica relacionada con los usos medicinales de B.
latifolia; para esto se desarrollé un corto y rapido sondeo a un pequefio grupo de
campesinos donde se les pregunté a acerca de |os usos dados a Baccharis latifolia . Con e
sondeo se concluyd ellos preparan un “agua de remedio” que se resulta al hervir de uno a
dos cogollos de “chilca” en unataza de agua, durante 30 minutos.

Relacionando estainformacion con la preparacion de un ténico amargo a una dosis del 5%
de la parte aérea de la planta reportado por Garcia y Barriga® y con las decocciones
referidas por Correa y Bernal*, se decidi6 preparar el extracto por decoccion, durante 30
minutos, a temperatura de ebullicion y utilizando: 1g de cogollos/ 15 ml de agua; esto
proporciora una concentracion aproximada de 6,6% peso fresco cogollos/ ml solucion. Esta
forma de preparacion reline muchas de las caracteristicas utilizadas en la medicina popular
ya mencionadas.

Asi mismo es importante considerar que en esta investigacién la concentracion aproximada
del extracto fue de 6,6 % (peso fresco cogollos/ ml solucidn), mientras que en la medicina
popular de la region donde se aplico € sondeo se utiliza una concentracion mucho menor
(de 1 a 2 gramos de cogollo / 250 ml de agua) con efectos positivos sobre la salud.
Teniendo en cuenta esto, era de esperarse que el método de decoccion como se encuentra
planteado aqui fuera e mas efectivo para obtener extractos con una actividad biologica
general positiva sobre Artemia salina.

" El sondeo se llevo a cabo entre 34 campesinos del municipio de Guachucal y de 20 campesinos de |as areas
rurales aledanas a Pasto, todos mayores de 40 afios. La recoleccion de la informacion se llevo a cabo por
entrevista personal después de presentarles ejemplares frescos de Baccharis latifolia hembras con flores, sin
mencién alguna de su nombre comun, ni de su uso. Este sondeo es exploratorio y en consecuencia no es
definitivoy carece de valor estadistico.



Como un punto adicional es importante anotar que para la preparacion del agua marina
artificial, de los extractos acuosos, de las soluciones de los extractos orgénicos y de las
fracciones SPE ODS, y para € desarrollo de todos los biocensayos BST se utilizé agua
comercial Crista® (Postobon)!*?, ya que para la elaboracion de este producto intervienen
equipos de filtracion y purificacion a traves de rayos UV. Ademas todos |os procesos estan
regidos por las Normas 1SO 9000 y e producto cuenta con e sello de conformidad
ICONTEC.

Para |a redlizacién de bioensayos Olivero'*® y APHA, AWWA and WPCF*** recomiendan
la utilizacion de agua destilada; sin embargo también existe la posibilidad de utilizar agua
marina natural, no contaminada y que presente una baga turbidez cuando es posible
conseguirla con facilidad; y en € caso de requerir volumenes grandes de agua marina se
puede acudir a las sales marinas comerciales como lo permite APHA, AWWA and
WPCF®, En €l caso especifico de este trabajo se recurrié a la disolucion de la sl marina
con agua comercial Crista®. Por otra parte durante el desarrollo de los bioensayos se
observé que en los blancos absolutos no se presentaron muertes nmayores a 10% de los
organismos sometidos a las pruebas con lo cua se elimind la posibilidad de tener que
descartar 10s resultados de un ensayo, en conformidad con APHA, AWWA and WPCF*®,
Nos damos cuenta entonces que en esta investigacion los blancos absolutos cumplian con
un doble proposito; servir de testigos para la comprobacion de la toxicidad de los extractos
y demostrar que € agua de dilucion utilizada y la sal marina comercia no presentaban
compuestos toxicos para los organismos (Artemia salina.).

Observando los resultados obtenidos se puede sefialar que ¢ método de la decoccion
presenta las siguientes ventagjas comparativas con respecto a método de maceracion
aplicado en esta investigacion:

Congtituye un método corto, fécil, econdmico y de aplicacion inmediata en la medicina
popular.

NoO es necesario controlar la temperatura, puesto que se desarrolla a la temperatura de
ebullicién del agua.

La alta temperatura que se aplica puede favorecer la ruptura de las membranas
celulares, optimizando el proceso de extraccion.

La ata temperatura también puede promover la formacion y/o transformacion de
algunos compuestos.

Se extraen de forma minima las clorofilas, la solucion tiene una apariencia mas
transparente y después de un tiempo de reposo se pudieron separar |0s compuestos menos
solubles.



No se extrgjo la sustancia pegajosa de los cogollos, denominada aqui como resina. Esta
se queda adherida al material vegetal, el cual conserva su color verde y su naturaleza
pegaosa y levemente amarga a finalizar la decoccion.

Se pudieron preparar soluciones a mayores concentraciones que en e caso de los
extractos organicos, sin que se presentara un exceso de solidos en suspension, que
impidiera la lectura de la mortalidad.

Por € carécter polar del agua se puede decir que la mayoria de compuestos extraidos
también son polares.

Algunas de las ventgas presentadas anteriormente pueden ser tomadas también como
desventgjas puesto que las altas temperaturas empleadas pueden malograr algunos
compuestos que en su estado natural pueden ser muy efectivos; una situacion similar se
puede estar presentando con ®lventes menos polares. Iguamente la resina que en este
método resulta insoluble podria ser extraida y fraccionada mediante otros procedimientos,
pudiéndose obtener resultados mas favorables.

Al utilizar cogollos se esta trabgjando con tegjidos vegetales jovenes, los cuales estan
congtituidos por células con paredes minimamente lignificadas y a mismo tiempo cuentan
con una capa de compuestos pécticos. Lo primero aporta una superficie suave y unas
células con mayor volumen citoplasmético, mientras que lo segundo permite el transito mas
facil del agua a interior de la célula como lo citan Greulach y Adams™*’, dada |a afinidad
de estos compuestos con ella.

Adicionamente Greulach y Adams'*® anotan que estos tejidos jévenes son los més
susceptibles a ataque de parésitos, es por eso que las plantas los protegen a través de
variados mecanismos. En € caso de B. latifolia los cogollos se hallan recubiertos por una
sustancia pegajosa de sabor amargo, inmiscible conel agua.

El extracto acuoso de B. latifolia exhibié actividad bioldgica, a contrario de los extractos
organicos previamente evaluados Dalesio, et al.X*® y Olivero'®°, opinan que los compuestos
solubles en agua por naturaleza, son muchos mas estables en solucion acuosa que uno que
no lo es, favoreciendo su transferencia a interior de un organismo. Estas soluciones
acuosas favorecen la megjor y més rdpida absorcion de compuestos bioactivos.  Este es €
vehiculo mas empleado en formulacion farmacéutica, dada su alta capacidad disolvente
(pequefio tamafio molecular, polaridad, alta constante dieléctrica, capacidad de formar
puentes de hidrogeno), y la perfecta tolerancia por parte del organismo. El agua es capaz de
disolver sales minerales, acidos organicos e inorganicos, sales de é&cidos organicos
azucares, gomas, proteinas taninos, sales de alcaloides, entre otros. No disuelve en cambio
resinas, esenciasy lipidos.

El extracto acuoso de Baccharis latifolia exhibié una CLso promedio de 1562,79 mg peso
fresco/l (884,75 < CLsp < 2760,45). Si consideramos un porcentgje aproximado de
humedad del 66% (Anexo F) la CLsg aproximada en peso seco es de 546,98 mg/L. En



extractos crudos de plantas Sanabria Galindo™! ha establecido como criterios de

comparacion entre dosis (en mg/L de extracto) y mortalidad de Artemia salina los
siguientes valores: Letalidad elevada, entre 0,1 y 100 ppm; Letalidad moderada, entre 100 y
300 ppm; Letalidad baja, entre 300 y 640 ppm; Letalidad minima, a una dosis mayor de 640
ppm y totalmente inactivos valores mayores a 1000 ppm. Ademés, Rodriguez 1°2
Almeida®®, Carballo™®* y Sdama®®® coinciden en que los extractos tienen una alta actividad
cuando presentan una CLsp menor de 100 ppm y son inactivos con una CLsg mayor a 1000
ppm. En consideracion a la ClLsg calculada en peso seco, este extracto seria considerado
como de letalidad baja. Sin embargo s se tiene en cuenta que los compuestos activos,
solubles en agua, sdlo son una fraccion del total del peso seco, este extracto podria

considerarse posee una letalidad mayor ala antes considerada.

Aungue lo recomendable es obtener el peso seco del extracto, tal determinacion no se llevo
a cabo dadas las condiciones requeridas para la eliminacion del agua (rotavaporacion),

ademés de ser innecesario puesto que el ensayo de actividad biolégica BST se desarrolla
en e mencionado solvente.

En la figura 5 son comparadas las CLsp para distintas muestras del extracto acuoso de B.
latifolia. Obsérvese que las pendientes de la curva 1y 2 son semgantes entre s y que la
pendiente de la curva 3 exhibe un valor mas ato que las otras pendientes (Figura5) (Anexo
G). Las pendientes en las graficas corresponden a inverso de las desviaciones estdndar y en
consecuencia son una medida del grado de homogeneidad de la respuesta de |os organismos
frente a extracto. En & andlisis de Bonier y Tedin™®, Sater™®’, Goldstein et al.*®
Glanszpigel y Rosenkranz**® y Loomis'®?, las pendientes més pronunciadas equivalen a un
tipo de respuesta més homogeéneapor parte de |0s organismos, menor desviacion tipicay en
consecuencia rangos de ClLsp més estrechos

Se observa que el valor de CLso mas bajo corresponde ala curva de mayor pendiente (curva
3, Figura 5). Edte vaor esta fuera del rango de valor de la ClLsp de lacurva 1, pero se
encuentra dentro del rango de CLsp de la curva 2. La pendiente de la curva 3 posee un valor
doble respecto a valor delascurvas 1y 2, y en consecuenciala desviacion tipicay € rango
de la CLsp de la curva 3 son la mitad de los valores de desviacién tipica y rangos de la
curvaly 2 (escalatransformada) . En cualquier caso los rangos de la CLso Se solapan entre
si (Figura 6), indicativo de que no existen diferencias significativas entre los valores de las
ClLso.

Con base en e “Teorema de Limite Central” expuesto por Kuehl*®!, se esperarian rangos
mas estrechos para un numero mayor de datos, sin embargo, € rango mas estrecho
corresponde a la prueba con e menor numero de datos disponibles (Anexo G). Este hecho
es explicable s se considera que € ensayo 3 contiene un nimero mayor de datos en
cercania a valor medio de la curva normal, contribuyendo a disminuir la desviacion, y mas
aun s se considera el mayor peso ponderado dado a los datos cercanos a vaor CLsp.

Sin embargo, tales variaciones en la Clsp y en los rangos podrian no tener origen en el
ensayo, Sino en la variacion en las proporciones relativas de cada uno de los compuestos



bioactivos presentes en el extracto. Considérese gque el extracto proveniente de una planta
es una mezcla heterogénea de compuestos y algunos ce ellos resultan ser activos. Se ha
demostrado que aun por encima de tal variacion la actividad biologica del extracto
permanece dentro de limites tolerables como lo manifiesta McLaughlin et al.'®?; en este
trabgo los rangos de la ClLsp del extracto evaluado se solapan entre s, aunque las
pendientes sean distintas (Figura 6), reflgando posiblemente mecanismos de accién
diferentes por parte de los compuestos bioactivos cada muestra como |o proponen, Bonier y
Tedin'®®, Salter'®*, Goldstein et al.*®®, Glanszpigel y Rosenkranz'®®, Loomisl%.



Figura 5. Comparacién entre las curvas LDR para cada ensayo con los extracto acuoso de B. latifolia hembray presentacion de
los datos experimentales como puntos dispersos (Log dosis vs. probit).
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Figura 6. Solapamiento de los interval os de confianza para la CL 5o de las curvas LDR paralos extractos acuosos crudos de B.
latifolia hembra (Log dosis vs. probit)
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Los intervalos de confianza de la Clsg corresponden a los de una distribucién de
probabilidades de Student, a un nivel de confianza del 95%. Este es €l intervalo en el que se
encontraria el 95% de la actividad biologica de los extractos provenientes de una planta en
particular. La probabilidad de Student se prefiere a la probabilidad norma cuando el
andlisis se refiere a una muestray no ala poblacion, o a muestras de gran tamario.

La evaluacidn de s las diferencias en la Clsp para € extracto crudo acuoso son 0 no
significativas por comparacion entre fi> y € cociente entre las CLsp Se muestran en la
tabla4.

Tabla 4. Determinacion de la significancia de la diferencia de las ClLsp de los extractos
crudos de Baccharis latifolia.

(Iz/(ljlrjn?arr?;as ClLg Superior /CL50 Inferior f1,2 Diferencia entre las Clso
ly2 1,39 2,73 No significativa
ly3 2,16 2,43 No significativa
2y 3 1,56 191 No significaiva

Las tres repeticiones del ensayo de actividad bioldgica del extracto acuoso de B. latifolia
exhibieron distintos valores de CLsp con diferencias no significativas, en consecuencia
podemos afirmar que cualquiera de estos valores es un estimado apropiado de la CLsg del
extracto. La mayor diferencia se presento entre las muestras 1 y 3; sin embargo tales
diferencias fueron estadisticamente no significativas, y se obtuvo la CLso promedio a partir
de los datos transformados (Anexo H).

34 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA BST DE LAS
FRACCIONES OBTENIDAS POR SPE ODS DEL EXTRACTO ACUOSO DE B.
latifolia

Las fracciones obtenidas por SPE-ODS revelaron estas caracteristicas: la fraccion acuosa
presentdé color amarillo y algo de turbiedad; la fraccion metandlica exhibid coloracién
amarilla transparente y un olor caracteristico; la fraccion diclorometandlica mostré una
coloracion blanquecina; y las fracciones de hexano e i-octano no exhibieron ninguna
caracteristica visible. Durante la elusion con metanol se observo la formacion de dos
fracciones; la primera en ser eluida, de color amarillo y la segunda, de color naranja. Un
compuesto de color amarillo no pudo ser eluido de la columna, aun después de aplicar
cantidades de i-octano tres veces mayores a las descritas para e procedimiento, y de
sumergir lamasadel sorbente en MeOH, DCM y hexano calientes.

El fraccionamiento del extracto acuoso por SPE-ODS condujo a aislamiento de una unica
fraccion con actividad biologica, la correspondiente a la fraccion metandlica. Esta fraccion
exhibié una ClLsp promedio de 3038,61 mg peso fresco/L (1366,90 < Clsy < 6754,80)
(Anexo 1), empleando como vehiculo DMSO, el cua es descrito por VU8 como un
poderoso solvente con caracteristicas farmacoldgicas especiales, capaz de aterar la
permeabilidad de las membranas celulares, y de atravesar la piel 0 mucosas, transportando



a la vez cualquier sustancia disuelta en €. Las concentraciones de esta fraccion se
determinaron teniendo en cuenta e peso himedo del material vegetal del cual se partio, s
consideramos un porcentgje aproximado de humedad del 65% (Anexo F), la CLsp en peso
seco para esta fraccion seria de 1063,14 mg/L.

Las diferencias encontradas entre las CLso para las dos fracciones metandlicas probadas
fueron estadisticamente no significativas (Tabla 5), existiendo ademas solapamiento en los
intervalos de confianza (Figura 8). En consecuencia se obtuvo un valor promedio de los
valores CLsp, e intervalos de confianza (Anexo H).

Tabla 5. Determinacion de la significancia de la diferencia de las CLsg entre los extractos
acuosos crudos y entre las replicas de la fraccion MeOH SPE ODS de B. latifolia
Ensayos comparados  CLso syperior /CLsoinferior 1.2 Diferencia entre las ClLsg
M1y M2 1,39 3,68 No significaiva

En lafigura 7 se observa un comportamiento paralelo entre las curvas generadas por cada
ensayo, verificandose que € proceso de extracciéon SPE ODS mejord notablemente la
homogeneidad de los compuestos extraidos en comparacidn con los extractos crudos.

Las diferencias entre las CLso de lafraccion metandlicay del extracto crudo tambiénfueron
encontradas no significantes (Tabla 6) (Anexo H). Esto permite concluir que la mayor parte
de los compuestos activos estan presentes en la fraccion metandlica del extracto crudo
acuoso de Baccharis latifolia. Los fabricantes: SUPELCO'Y®, VARIAN'?, vy
J.T.BACKER!"! garantizan que la eficiencia en la recuperacion de compuestos a través de
los procedimientos de SPE son cercanas al 100%.

Tabla 6. Determinacién de la significancia de la diferencia de las CLso entre los extractos
acuosos crudos y entre las replicas de la fraccion MeOH SPE ODS de B. latifolia

Ensayos comparados  CLsg superior /CLsoinfeior f12 Diferencia entre las ClLsg
EyM 1,94 2,67 No significativa

La determinacion de los vaores de las CLsp promedio y de los valores f se muestran
detalladamente en el anexo H.

Todas las curvas dosis respuesta antes presentadas exhibieron buen gjuste a la curva LDR,
no siendo necesario desechar ninguna de |as pruebas por un valor excesivo de +? (Anexo J).
Se observa que a excepcion de un ensayo (extracto crudo 3), las curvas restantes son cas
paralelas, tanto en e ploteo log dosis — probit respuesta (Figura 9), como en el ploteo log
dosis— mortalidad respuesta (Figura 10) (Anexo J).

35 ANALISIS DE CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS GC/MS



El andlisis GC/MS de la fraccion metandlica permitio e reconocimiento de once
compuestos principales, cuyo aislamiento, identificacion y determinacion de su actividad
biologicason



Figura 7. Comparacion entre las curvas LDR para cada ensayo con las fracciones MEOH SPE ODS obtenidas del
fraccionamiento del extracto acuoso de B. latifolia hembray presentacion de los datos experimental es como puntos dispersos
(Log dosis vs. probit).
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Figura 8. Solapamiento de los interval os de confianza parala CL 5o de las curvas LDR paralas fracciones MEOH SPE ODS
obtenidas del fraccionamiento de los extractos acuosos crudos de B. latifolia hembra (Log dosis vs. probit)
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Figura 9. Comparacion entre las curvas LDR para las fracciones MEOH SPE ODS y para los extractos crudos acuosos (Log
dosis vs. probit)
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Necesarios para establecer cual de ellos es el responsable de la capacidad farmacol 6gica de
la planta Baccharis latifolia.

En la figura 11 aparecen, el cromatograma iénico total paralafraccion MEOH SPE ODSy
en lafigura 12 se muestran los espectros de masa para |os compuestos més representativos
del Cromatograma idnico total de la fraccion MEOH SPE ODS. Como se observa en la
figura 12 y en la tabla 7, estos compuestos exhiben patrones de fragmentacion similar, con
un pico base de m/z 44, y posibles iones moleculares a un m/z207 y 208.

Tabla 7. Espectros de masa y tiempos de retencion de los compuestos presentes en la
fraccion MeOH SPE-ODS del extracto acuoso de B. latifolia.

| I 1l I\ V Vi VI VIl IX X Xl
44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
55 55 55 55 55 55 55 55 55 51 57
69 69 69 63 63 73 73 65 71 63 68
83 83 81 77 7 83 85 77 86 89 79
97 97 95 91 91 101 94 91 93 91 93
111 111 110 115 107 110 110 105 111 110 107
125 121 126 130 121 119 122 121 121 119 121
135 136 135 141 135 144 133 137 136 136 136
149 149 150 159 150 207 207 149 154 147 207
164 162 207 170 207 164 191 162

179 177 235 177 191 207 177

189 207 208 208 192

207 208

273

Tiempos de retencion

22,675 19,807 16,750 23,311 17,501 11,569 15,367 18,134 15,438 19,268 12,527

La organizacion de los EI-MS de cada uno de los compuestos esta dada de acuerdo a la
similitud que se observé en los fraccionamientos. Esta coincidencia puede explicarse por la
técnica de fraccionamiento, SPE, y por la especificidad del sorbente utilizado (ODS).
Meyer'’2 apoya esta afirmacion argumentando que SPE ODS permite aislar compuestos de
forma selectiva, basdndose en la interaccion de las ramificaciones Cig de la silica ligaday
de la estructura molecular que el analito posee; partiendo de esto, los compuestos extraidos
en la fraccion MeOH SPE ODS, pueden ser acidos carboxilicos, alcoholes, aminas y/o
fenoles.

Para poder precisar cudles son los compuestos que se extrgjeron en la fraccion metardlica,
inicialmente se debe purificar los compuestos y posteriormente se puede complementar la
informacion proporcionada por GC/MS, con las técnicas de Espectroscopia de infrarojo
para la determinacién de los grupos funcionales y de Resonancia magnética nuclear (RMN)
para la elucidacion estructural.

Fraccionamientos posteriores de la fraccion metandlica SPE-ODS por fase normal, NP
(Normal Phase) - SPE en columnas SPE-SI (Silica) empleando como eluentes. benceno: éter
de petréleo: metanol: DCM 38,5: 30,8: 7,7: 231, MeOH y é&cido acético glacid



permitieron la obtenciéon de fracciones coloreadas. La primera fraccion de color blanco y
olor caracteristico, la segunda de color amarillo y la dltima verde pardo. Pruebas
preliminares de estas fracciones con e ensayo BST revelaron que la fraccion MeOH SPE-
Sl posee actividad bioldgica. La comparacion de los cromatogramas GC-FID mostraron
que no existen diferencias importantes entre las fracciones MeOH SPEODSYy la fraccion
MeOH SPE-SI.



Figura 11. Cromatograma Iénico Total de la fraccion MEOH SPE-ODS del extracto crudo acuoso de B. latifolia hembra
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Figura12. EI-MS de los picos mas representativos del TIC de la fraccion MeOH SPE-ODS
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4. CONCLUSIONES

Los extractos organicos (MeOH, DCM, Hex) obtenidos por maceracion de hojas de la
especie B. latifolia no exhibieron actividad bioldgica detectable por €l ensayo BST. Estos
extractos exhiben una gran cantidad de resinas, resultando ser insolubles en agua, ain
después de la adicion de un vehiculo (Tween 80®).

Un répido sondeo entre los campesinos permitio visumbrar la decoccion de los cogollos
como un método alternativo de obtener 1os principios activos de B. latifolia. Los métodos
empleados en la medicina tradicional, aunque pueden degenerar los compuestos originales
de la planta, generan compuestos que resultan ser activosy gue no existen de forma natural.
Este procedimiento ademas permitié la separacion de resinas y clorofilas del sobrenadante
acuoso. Las resinas o bien permanecieron adheridas al material vegetal, o precipitaron
después de enfriarse la solucién, mientras las clorofilas permanecieron dentro de la planta,
sin solubilizarse.

El extracto acuoso de cogollos de B. latifolia exhibid actividad bioldgica en € ensayo
BST, a una concentracion promedio de 1562,788 mg/L de peso fresco, equivalente en peso
Seco a una concentracion aproximada de 546,976 mg/L. Este extracto fue aplicado
directamente en €l ensayo BST, sin necesidad de emplear un vehiculo.

La fraccion metandlica de este extracto obtenida por SPE-ODS revelo una actividad
biolégica sin diferencias estadisticamente significativas de la exhibida por el extracto
crudo. En consecuencia la mayor parte de los compuestos activos estan presentes en esa
fraccion. La fraccion MeOH SPEODS presento una Clso promedio de 3038,61 mg/L de
peso fresco.

Si se considera la Clsp en peso hiumedo de los cogollos, la planta précticamente no
presentaria toxicidad, sin embargo a considerar que €l porcentge de humedad de los
cogollos es de 65% aproximadamente, la CLsp esta al rededor de 500 ppm y por lo tanto se
puede concluir que la planta presenta una toxicidad media.

El procedimiento de fraccionamiento por SPE-ODS de extractos acuosos aplicado en esta
investigacion revela ser prometedor y efectivo en el fraccionamiento de extractos crudos
con actividad bioldgica. Ademas es sencillo, relativamente de bajo costo, asegura buenas
recuperaciones de analitoy evitaa maximo el desecho de solventes

El andliss GC/EI-MS de la fraccion MeOH SPE-ODS revela la presencia de once
compuestos. Todos ellos exhiben un pico base comldn en m/z 44, a excepcion de un
compuesto que aunque posee otro ion m/z como pico base, tiene un pico prominente a m/z
44. L os compuestos exhiben patrones de fragmentacion similares, poseyendo posibles iones
moleculares entre 207 y 273.



5. RECOMENDACIONES

Es conveniente que se desarrolle un estudio més profundo de los extractos de B. latifolia
en cuanto &

Puesto que con @ ensayo BST solo se determina la actividad biolégica genera de
Baccharis latifolia, se considera importante evaluar las propiedades desinfectantes,
emolientes, vulnerarias, antirreumaticas, analgésicas, tonico amargo, eupépticas,
antimicrobianas, antiinflamatorias, consolidacion de fracturas, antivirales, antidiabéticas,
atribuidas en la medicina popular.

Vaidar los procedimientos de preparacion de la planta dentro de la medicina popular, tales
como: infusiones, decocciones, cataplasmas, aplicacion directa de las hojas sobre la zona
afectada, emplastos, pomadas.

La determinacion de la CEsp (Concentracion Efectiva Media), la cua se refiere a efecto
terapéutico especifico, en una especie animal superior.

Cdlculo del indice Terapéutico CLso/ CEsp, que para efectos practicos conviene que la Clso
sea mucho mayor que la CEso.

Célculo de la CEs especifica para | os efectos secundarios indeseables (CEspS).

Definicion del margen de seguridad o € intervalo de dosificacion entre la dosis que
produce un efecto letal y la que produce e efecto deseado.

Determinacion de la eficacia del medicamento partiendo de las consideraciones del Indice
Terapéutico, potencia, CEsgS, reversibilidad.

Purificar en mayor grado los compuestos activos, de tal forma que puedan ser identificados
y probados mediante ensayos de dilucién anadlitica. Hay que tener en cuenta que los
preparados vegetales constituyen una mezcla complegja que podria contener principios
potenciadores (Sinergia), antagonistas y estabilizadores.

Se puede profundizar en cuanto al estudio de la relacién estructura quimica vs. respuesta
biol 6gica.

Si se obtuviera un principio activo menos potente que otro ya existente en e mercado, no
deberia descartarse, puesto que seria una vaiosa herramienta en € caso de tratamientos
largos.

De manera inversa sucedera con compuestos mas potentes. Hay que tener cuidado en
cuanto alas conclusiones alas cuales se llegue después de un ensayo biol6gico, puesto que
las respuestas de los organismos de diferentes especies pueden variar significativamente,
asi como la respuesta de un organismo sano en contraste con un enfermo.



En cuanto a la comerciaizacion potencia de los extractos vegetales como medicamentos
alternativos cabria sefialar que todo mejoramiento en cuanto a olor, sabor, textura, color y
estabilidad constituyen puntos que influyen crucialmente en € grado de aceptacion por
parte de los enfermos, sobre todo de los nifios.

Evaluacion por andlisis estadistico multivariado de la actividad bioldgicay de la proporcién
de componentes bioactivos de los cogollos de B. latifolia hembra y macho, a fin de
establecer si existe diferencias asociadas a sexo de la planta. También puede evaluarse la
influencia de otros factores medioambientales sobre la actividad biol6gica BST y la
proporcién relativa de compuestos activos especificos.
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ANEXO A. Distribucion tropandina de Baccharis latifolia.

I

Frouma 1.— Distribuclin troparding de Baccharis abifolia.

Fuente: Cuatrecasas, 1968.



ANEXO B. Microfotografias de algunos estados de desarrollo de Artemia salina.

i e,
Embrién en estado de “Umbrella” (parte superior
Derecha) y nauplios estado | (parte inferior)

_______

e

Larva estado V Hembra adulta Macho adulto

Fuente: FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION. FAO. Manual parael cultivo
y uso de Artemia salina en acuicultura. (Abril 20 de 2004).
www.fao.org/drocep/field/003/AB474S/AB474S02.htm




ANEXO C. Condiciones ambientales de los sitios donde se tomaron las muestras de Baccharis latifolia.

Sitio de muestreo Calambuco, Jamondino y La laguna Universidad de Narifio

Corponarifio- Finca Lope de Torobgjo
Vega

Estacion meteor ol6gica mas Botana Wilquipamba Obonuco

cer cana

Periodo (afios) 1979-2004 1990-2004 1953-2004

Latitud 01° 09 35,9” 0,1° 11’ 528" 0,1° 11’ 53,6"

L ongitud 77° 16 43,7 77° 11 33" 77° 18 11,2”

Altitud m.s.n.m 2805 2935 2780

Precipitacion promedio mm 907,9 1297,1 768,2

Evaporacion mm/afio 931,7 973,9 10139

Humedad relativa % 78 77

Temperatura°C Maxima: 19,3 Maxima: 19,9
Media : 12,3 Media : 13,1
Minima: 6,1 Minima: 6,6

Brillo solar horag/afio 1220,7 1158,5

Fuente. IDEAM




ANEXO D. Figuras conparativas entre capitulos y flores de B. latifolia.
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Baccharis latifolia: A, capitulo masculino (Cuatr. 18690), x 6; B, flor masculing, x 10; C,
corola masculing, x 10; D, pelo dd vilano masculino, aumentado; E, filaria interior, x 6; F,
androceo abierto, extendido, x 20; G, estilo de flor seudohermafrodita, x 50; H, capitulo
femenino (Cuatr. 20012), x 6; I, flor femenina x 15; J, pelo del vilano aumentado; K, flor,
mas esquematica, X 10; L, corola femenina x 30; M y N, filarias interiores, x 6; O, ramas
estilares de flor femenina, x 50. (Cuatrecasas,1967)



Inflorescencia de Baccharis latifolia hembra

Inflorescencia de Baccharis latifolia macho

Fuente : Cuatrecasas, 1967



ANEXO F. Determinacion del peso seco de las hojas y cogollos de Baccharis latifolia.

Material Muestra Peso fresco(g) | Peso seco (g) | Peso seco % Humedad%
B .latifolia 1 30,36 11,49 34,44 65,56
hembra 2 3343 11,45 34,55 65,45

3 33,45 11,69 34,95 65,05

4 33,48 11,83 35,33 64,67

5 20,23 8,08 39,94 60,06
Promedio 35,84 64,16
Cogollos de 1 30,48 11,46 34,23 65,77
B. latifolia
Promedio 35,04 64,97




ANEXO G. Andlisis probit de la actividad biologica BST del extracto crudo acuoso de B.

latifolia.
ENSAYO |
Tabla general de Andlisis
n Dosis Mort corr % | Probit TOt.d. de Mortalidad Mortalided Contri.tz)uci on
(ppm) individuos eperada ¥
1 | 32,0000 0,0 / 11 0 0,65 0,6925
2 | 100,0000 7,7 3573661 | 13 1 1,64 0,2892
3 | 100,0000 25,0 4325811 | 12 3 1,52 1,562
4 | 100,0000 27,3 4,395766 | 11 3 1,39 2,1284
5 | 319,9998 0,0 / 10 0 2,37 3,1057
6 | 3199998 18,2 4,09165 | 11 2 2,61 0,1850
7 | 319,9998 18,2 4,09165 | 11 2 2,61 0,1850
8 | 1000,0000 | 41,7 4,789954 | 12 5 4,59 0,0579
9 | 1000,0000 | 25,0 4325811 | 8 2 3,06 0,5980
10 | 1000,0000 | 54,5 5113924 | 11 6 4,21 1,2302
11 | 1000,0000 | 50,0 5 10 5 3,83 0,5803
12 | 4000,0020 | 40,0 4,747067 | 10 4 5,84 1,3862
13 | 4000,0020 | 83,3 5967363 | 12 10 7,00 3,0810
14 | 4000,0020 | 44,4 4,860591 | 9 4 5,25 0,7165
15 | 4000,0020 | 54,5 5113924 | 11 6 6,42 0,0657

Mortalidad en el control: 0%

Number of interacciones: 3

p(+2: 15,95797, df= 13) = 0,7485922; p< 0,95 Se acepta Ho, los datos estan bien
representados por el modelo.

Par dametros de la linea de coOmputo

Lineade regresion: y = A + pendiente (x -M)
A= 4596492 +/- 0,1083179

4,488174< A< 4,70481

Pendiente=0,8451929 +/- 0,175385 0,669808< pendiente < 1,020578

M= 12,87504
Heterogeneidad= 1
LC Vaor Nivel de Rango
confianza
2 8,35643 0,95 0,34755<L.C<33,59110
50 2251,42800 0,95 1220,59800<L C<6430,26100
90 73952,18000 0,95 17934,23000<L C<1893544,00000
95 199071,60000 | 0,95 36801,15000<L C<9914325,00000
98 606590,50000 | 0,95 82198,49000<L C<64194630,00000




ENSAYO I

Tabla general de Andlisis

Doss Mort . Totd de . Mortalidad | Contribucion
n (ppm) corr % | FYoDit individuos | Mortalidad eperada +
1 32,0000 00 / 10 0 0,39 0,4016
2 32,0000 91 3,664612 | 11 1 0,42 0,8104
3 100,0000 | 0,0 / 12 0 1,26 1,4053
4 100,0000 | 0,0 / 9 0 0,94 1,0540
5 100,0000 |91 3664612 | 11 1 1,15 0,0227
6 100,0000 | 0,0 / 11 0 1,15 1,2882
7 319,9998 | 33,3 4569709 | 12 4 2,79 0,6860
8 319,9998 | 45,5 4886077 | 11 5 2,56 3,0445
9 319,9998 | 25,0 4325811 | 12 3 2,79 0,0209
10 1000,000 | 80,0 5,841457 | 10 8 4,14 6,1590
11 1000,000 | 36,4 4651688 | 11 4 4,55 0,1129
12 1000,000 | 27,3 4,395766 | 11 3 4,55 0,8991
13 1000,000 | 50,0 5 12 6 4,96 0,3701
14 4000,0020 | 57,1 517966 | 14 8 9,20 0,4586
15 4000,0020 | 63,6 5348312 | 11 7 7,23 0,0215
16 4000,0020 | 77,8 5764481 | 9 7 5,92 0,5797
17 4000,0020 | 40,0 4,747067 | 10 4 6,57 2,9398

Mortalidad en el control: 0%

Number of interacciones. 4
p(+°= 20,2742, df= 15) = 0,838335; se acepta Ho, |os datos estén bien representados por €l

modelo.

Parametros de la linea de computo

Linea de Regresion: y = A + pendiente (x -M)
A= 4,620131 +/- 0,10466
pendiente=1,036065 +/- 0,1671102 0,8689547< pendiente < 1,203175
M= 12,84426

Heterogeneidad= 1

4,515471< A< 4,724791

LC Vaor Ninel de Rango

Confianza
2 16,91312 0,95 2,76977<L C<45,08249
50 1625,20100 0,95 1014,20000<L C<3143,16400
90 28055,62000 0,95 10590,62000<L C<169192,20000
95 62928,76000 0,95 19851,71000<L C<543642,10000
98 156167,10000 | 0,95 40055,93000<L C<2031708,00000




ENSAYO 111

Tabla general de andlisis

Mort Totd de Mortalidad Contribucion

n  Dogss (ppm) corr % Probit individuos Mortdidad eperada 2
1 100,0000 75 3567059 10 1 0,46 1,5280
2 100,0000 00 / 10 0 0,46 1,1044
3 319,9998 6,6 3498423 11 1 1,89 0,5706
4  319,9998 6,6 3498423 11 1 1,89 0,5706
5 319,9998 17,8 4,079556 10 2 1,72 0,0617
6  1000,0000 65,7 540594 12 8 5,99 1,3499
7  1000,0000 62,6 5322571 11 7 5,49 0,8305
8  1000,0000 42,9 4822994 9 4 4,49 0,074
9  2000,0010 76,3 5715947 13 10 9,42 0,1291
10 2000,0010 90,7 6,320691 11 10 7,97 0,0000 p
11  2000,0010 28,1 4421426 10 3 7,24 11655 p

Mortalidad en el control: 2,5 %

Estimacion de la mortalidad naturd: 2,7 %

Number of interacciones. 4

1 points were pooled together.

p(CHI2=7,417914 , df= 8)= 0,5077127; Se acepta Ho, los datos estan bien representados
por e modelo.

Parametros delalinea de Computo

Linea de Regresion: y= A + pendiente* (x - M)

A=4,91538 +/- 0,1407382 4,774642 < A <5,056118
Pendiente= 2,027249 +/- 0,4261242 1,601125 < Pendiente< 2,453374
M= 12,97664
Heterogeneidad= 1
LC Vaor Nivel de Rango
Confianza
2 101,17910 0,95 19,95798 < LC < 204,87100
50 1043,22800 0,95 751,48990 < L C < 1506,46600
20 4473,30900 0,95 2641,83400 < LC < %14317,30000
95 6759,70200 0,95 3590,12000 < LC < %28497,92000

98 10756,42000 0,95 5042,12500 < L C < %62166,23000




ANEXO H. Determinacion de los valores f y de la desviacion tipica de cada uno de los
ensayos

Calculo de f apartir delos datos en escala transformada y en escala original

Escala transformada Escalaorigina
Muestra Limite CL i
. LogClsy S Srom)  0NS OLL)=  Logf

ExtCrudl Media  2251,428 3,35246
El Ls 1220,598 3,08657  0,26598

Li 6430,261 3,80823  0,45577 0,36083 2,29525 2,29524 0,36083
ExtCrud2 Media  1625,20100 3,21085
E2 Ls 1014,20000 3,00612  0,20473

L 3143,16400 349737  0,28652 0,245625 1,760455 1,760442 0,245622
ExtCrud3 Media  1043,27600 3,01840
E3 Ls 781,70750 2,89304  0,12536

L 1454,21600 3,16263  0,14423 0,134795 1,363939 1,363931 0,134792
SpeMeOH Media  2579,934 3,41160
1 Ls 1828,261 3,26204  0,14956
M1 Li 3598,400 355611  0,14451 0,147035 1,40293 1,40293 0,147036
SpeMeOH Media  3578,92700 3,55375
2 Ls 1907,04100 328036  0,27339
M2 L 23661,46000 4,37404  0,82029 0,54684 3,52241 3,52242 0,54684
E Media  1562,78800 3,19390 1,76636 0,24708

Ls 2760,44621

L 884,75056
M Media  3038,61000 3,48267 2,22294 0,346938

Ls 6574,79964

L 1366,90224

E,: extracto crudo acuoso 1 E,: extracto crudo acuoso 2 E;: extracto crudo acuoso 3
M.;: MEOH SPE-ODS 1 M,: MEOH SPE-ODS 2

E: CLso promedio extracto crudo

M: CLs, promedio fraccion MeOH SPE-ODS

CLsos: CLso Superior

CLsgi: Clsginferior

S: desviacion tipica

Ls: limite superior CLs

L;: limiteinferior ClLsg

Obsérvese en la tabla anterior € célculo de las desviaciones tipicas para cada una de los
ensayos a partir de los datos de los intervalos de confianza de la CLsp obtenidos por €l
programa Probit. Para efectos de comparacion se muestra el célculo a partir de los datos en
la escala original y en la escala transformada, asumiendo en ambos casos intervalos de
confianza simétricos. La CLso promedio se calculo a partir de los valores transformados de



las concentraciones (Log CLsp), a igua que €l intervalo de confianza promedio se calculo a
partir de los valores transformados de |os interval os de confianza (S).

Calculo dela significancia de la diferencia entrelas CL 50 (DSM, 0 f1.2)

CLsodCLsgi  VALOR fs =antilog Li((log f)° + (log f.)") Observaciones

antilog 01((0,36083)” + (0,245622)7)

EJE 1,38532 138532 < 2,73211 NS
E/E: 215804  Ailog (036083 +(0,134791)°) 15804 < 5 42766 NS
E/E: 155779  Anilog0((0,245625)° + (013479)) ) 55799 < 1 gop24 NS
M./M, 138722 aNilog0((054684)° +(0.147036)°) 1 35755 < 368349 NS
E/M 14435 ~ antilogD((0.12087)" + (0,06105)) 104435<2,66646 NS

E;: CLsy extracto crudo acuoso 1; E,: extracto crudo acuoso 2 E;: extracto crudo acuoso 3
M,: MeOH SPE- ODS1 M,: MeOH SPEODS 2

E: CLs, promedio extracto crudo

M: CLs, promedio fraccion MeOH SPE-ODS

NS: Diferencias No Significativas

CLsos: CLso Superior

ClLsgi: Clsginferior



ANEXO |I. Andisis probit de la actividad biologica BST de la fraccion MeOH SPE-ODS
del extracto crudo acuoso de B. latifolia.

ENSAYO |

Tabla general de andlisis

: Mort corr . Total de . Mortalidad Contribucion
n Dosis (ppm) % Probit individuos Mortalidad eperada 2
1 319,9998 10,0 3,718271 10 1 1,50 0,1955
2 319,9998 25,0 4,325811 12 3 1,80 0,9433
3 319,9998 0,0 / 13 0 1,95 2,2925
4 319,9998 30,0 4,475998 10 3 1,50 1,7676
5 1000,0000 36,4 4,651688 11 4 321 0,2728
6 1000,0000 0,0 / 12 0 3,50 4,9498
7 1000,0000 455 4,886077 11 5 321 1,4052
8 1000,0000 33,3 4,569709 9 3 2,63 0,0743
9 3199,9980 45,5 4,886077 11 5 5,29 0,0304
10 3199,9980 444 4,860591 9 4 4,33 0,0477
11 3199,9980 455 4,886077 11 5 5,29 0,0304
12 3199,9980 60,0 5,252934 10 6 4,81 0,5689

Mortalidad en el control: 0%

Number of interacciones: 3

p(+°= 12,57862 , df= 10) = 0,751804; Se acepta Ho, los datos estan bien representados por
e modelo.

Parametros de la linea de computo

Lineade Regresién: y = A + pendiente (x -M)

A= 4504587 +/- 0,1197024 4,384885< A< 4,624289
Pendiente=0,9888468 +/- 0,2993688 0,689478< pendiente < 1,288215
M= 13,05275
Heterogeneidad=1
LC Vdor Nivel de Rango
Confianza
2 29,94986 0,95 0,13748<L.C<124,10170
50 3578,92700 0,95 1907,04100<L C<23661,46000
90  70784,46000 0,95 14251,14000<L C<32199580,00000
95  165013,60000 0,95 24480,51000<L C<256622100,00000

98 427672,30000 0,95 44846,22000<L C<2661048000,00000




ENSAYO I

Tabla general de Andlisis

n Dodspom) MO ponit  TOEIR vioraiged gﬂpggfad Contribucion
1 3109998 85 3618695 11 1 2.08 07112
2 3109998 85 3618695 11 1 2,08 0.7112
3 3199998 77 356718 12 1 227 0.8996
4 319,9998 226 4243517 13 3 2.46 01474
5 3109998 0,0 / 14 0 2.65 3.3442
6 310,9998 0.0 / 13 0 2.46 31053
7 10000000 497 4989993 10 5 3.46 1,0579
8 10000000 613 5284901 13 8 4.49 4.2026
9 10000000 329 4554974 12 4 4.15 0,0082
10 10000000 543 510476 11 6 3.80 19507
11 10000000 360 4638081 11 4 3,80 0,0156
12 10000000 543 510476 11 6 3.80 1.9507
13 31999980 581 520151 12 7 6.48 0.0908
14 31999980 543 510476 11 6 5,94 0,0013
15 31999980 698 551712 10 7 5,40 10302
16 31999980 535 5087042 13 7 7.02 0,0001
17 31999980 613 5284901 13 8 7.02 0.2975
18 31999980 543 510476 11 6 5.94 0.0013
19 31999980 613 5284901 13 8 7.02 0,2975
20 100000000 76,8 5729998 13 10 9,39 0.1434
21 100000000 665 5422961 12 8 8,66 0,1829
22 100000000 581 520151 12 7 8.66 11467
23 100000000 634 5340566 11 7 7.94 0.4012
24 100000000 79,9 5835745 10 8 7.22 0,3013
25 100000000 748 5667898 12 9 8.66 0.0464
26 100000000 543 510476 11 6 7.94 1,7033
27 400000500 916 678891 12 11 1058 01380
28 40000500 817 5902845 11 9 9,70 04276
29 400000500 909 633095 11 10 9,70 00773
30 400000500 1000 / 10 10 8.82 13308
31 400000500 665 5422961 12 8 1058 53141

Mortalidad en el control: 0,6944445%

Estimacion de la mortalidad natural: 6%

Numero de interacciones. 3

p(+%= 31,03642 , df= 29) = 0,6362888; se acepta Ho, |os datos estan bien representados por
e modelo.



Par dametros de la linea de computo

Lineade regresion: y = A + pendiente (x -M)

A=5,048669 +/- 0,0722524 4,976417< A< 5,120921
Pendiente=0,9920698 +/- 0,1120357 0,8800341< pendiente< 1,104105
M= 13,46067

Varianza of the CLso= 5,334897€ >
Heterogeneidad=1

LC Vaor Nivel de Rango

Confianza
2 21,92803 0,95 5,20109<L C<55,83018
50 2579,93400 0,95 1828,26100<L C<3598,40000
90 50533,90000 0,95 27739,57000<L C<123737,50000
95 117481,90000 | 0,95 56281,11000<L C<359648,10000
98 303541,20000 | 0,95 123926,00000<L C<1202735,00000




ANEXO J. Datos caculados por € programa PROBIT parala elaboracion de las curvas

log-dosis probit-respuesta, y log-dosis mortalidad-respuesta.

. .. | Concentracién Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
% Mortalidad | Probit | £\ g1 Ext.crud 2 Ext.crud3 SPEMEOH1 | SPE MEOH 2
2 2,95 8,35643 16.91312 121,90530 29.94986 21.92803
50 5 2251,42800 1625.20100 1043,27600 3578.92700 2579.93400
90 6,28 73952,18000 | 28055.62000 | 3982,58100 70784.46000 | 50533.90000
95 6,64 199071,60000 | 62928.76000 | 5822,97900 165013.60000 | 117481.90000
98 7,05 606590,50000 | 156167.10000 | 8928,45100 427672.30000 | 303541.20000




ANEXO K. Presentacion de un programa béasico de andlisis log-probit para un
microordenador.

Traduccion del original en francés Probit Analysis Program. March 1987 version.
Laboratoire de génétique. Institut des Sciences de I’ Evolution, U.ST.L. Place E. Bataillon,
34060, Montpellier, France.

Michael Rymond

El analisis estadistico de las pruebas insecticidas necesita de los calcul os log-probi, método que es dificil de
tratar manualmente. Hemos desarrollado un conjunto de programas en Microsoft Basic, Nivel 1V,
funcionando sobre el micro-ordenador TandyTRS-80, modelo |11 o 1V y falcilmente adaptable a cualquier
tipo de computador. Se describen las diferentes etapas del programa principal y los resultados de este.

Palabras clave: Probit- informética- prueba bioldgica-estadistica.

Resumen

El andlisis estadistico de las pruebas insecticidas, 0 mas generalmente de todas las pruebas siguiendo la ley
del “todo o0 nada” (respuesta cuantal), ha sido objeto de un completo estudio en la obra de Finney (1971). Ello
implica, sin embargo, una gran cantidad de calculos fastidiosos que es posible en cambio realizar répidamente
gracias a un tratamiento informatico. Presentamos aqui las principales etapas de un programa que efectia
répidamente la mayor parte de los célculos del analisis log-probit y damos algunos e emplos de sus
capacidades.

Después de la puestaen € registro de los resultados sin depurar de |as pruebas insecticidas
bagjo la forma de una tabla (Tabla 1), incluyendo € nimero de muertes observadas en cada
concentracion , e numero total de individuos evaluados y la dosis del insecticida
correspondiente, el programa principal calcula:

- La mortaidad relativa a cada concentracién, corregida en funcion de la mortalidad
observadaen los testigos, segun la formula de Abbott (1925).

M=M* - C
1- C
Donde M* es la mortalidad observada en la concentracion considerada. C es la mortalidad

observada en € lote testigo y M la mortalidad corregida;

- Lamgor linea de regresion ponderada de la mortalidad sobre la dosis. Este calculo
comprende en orden:

a) Latransformacion en probit de cada mortalidad

b) Latransformacion eventual de la dosis en unida logaritmica arbitraria

c) El cdculo delalinea de regresion no ponderada

d) El clculo delamegjor linea de regresién ponderada por interacciones sucesivas.



Asi a partir de los datos presentados en la Tabla 1, las caracteristicas de las diferentes
lineas de regresion obtenidas a partir de la interaccién son:

Linea de regresion no ponderada
y =4,89681 + 8,12961 * (x —7,20167)

Linea de regresion ponderada:
y =4,8804 + 8,91393 * (x —7,20258)

- Una vez la linea de regresion es calculada, las mortalidades observadas son
comparadas con las mortalidades esperadas seglin una prueba de <2 , siguiendo la
formula ( Finney, 1971, p. 66):

N
2=S (-n*PY
=1 " B*(1-P)

donde N es el numero de concentraciones evaluadas y donde , para e f punto, § es e
nimero de muertes observadas entre los ny individuos evaluados, y P, la mortalidad
esperada.  Esta comparacion permite verificar que la ecuacién (linea) obtenida representa
correctamente |os datos.

Si este el caso como en el ejemplo tratado en latabla 1 (+?= 9,9756 para 6 ddl P> 0,12), la
DLso asi como sus limites de confianza, y eventuamente, de otros DL (Tabla I1), se
calculan de acuerdo a la férmula exacta (Finney, 1971, p. 79):

DLx=m+g*(m-"x)+ __t =« \J( l—g +(m-‘x)2)*|‘|
b* (I -g) b*(1-9) Snw SXX

Donde b es la pendiente de |a ecuacion; H, € factor de heterogeneidad (ver mas abgjo), ™ x
, la mediana ponderada de las abcisas , Snw la suma de los pesos, Sxx la varianza
ponderada de las abcisas, t € valor de la distribucion de student correspondiente al nivel de
confianza eegido y & nimero de grados de libertad (ddl = ¥ s H = 1) y m la abcisa
correspondiente a x% de mortalidad.

El calculo de la varianza de los puntos de la linea de regresion y de los limites de confianza
de las mortalidades esperadas (Finney, 1971, p. 76) permite ver s los puntos
experimentales son bastante compatibles con la linea de regresion con un grado de
confianza elegido (Tablallll).



Si lapruebade +2 rechaza la hipétesis de la buena representacion de los datos por la linea
de regresion, se puede realizar un reagrupameinto de los valores observados y esperados de
las mortalidades de los puntos extremos, a fin de disminuir su contribucién a +2 (Finney,
1971, p. 73), o & céculo del indice de heterogeneidad, H = +?/ddl (Finney, 1971, p. 70-72),
gue intervendra entonces en los célculos los DL y del intervalo de confianza de las
mortalidades. El valor del +* correspondiente a la linea de regresion obtenida para la
prueba insecticida presentada en la tabla IV es muy eevado (+2 = 944 para 2ddl, P <
0,0001).

El punto nimero 1 contribuye fuertemente al +2 dado & valor muy débil esperado del

nimero de muertes. El reagrupamiento de este punto con el punto siguiente (sefialado por
laletraR, tabla V) restituye el +?igual a 2,278 para 1ddl; no rechaza més la hipétesis que la
linea representa bien los datos.

Tabla 1. Resultado de una prueba insecticida. Una cepa del mosquito Culex piptens L. ha
sido evaluado para buscar su sensibilidad a los cloropirifos (Dursban). Para cada dosis de
insecticida se revela e nimero de muertos y € total de individuos que han sido empleados
en cada dosis.

Muerte Total Dosis

1 80 0,0010
4 80 0,0012
23 120 0,0014
49 140 0,0016
72 120 0,0018
109 160 0,0020
85 100 0,0025
120 120 0,0030
20 26 0,0100

Tabla Il. Dosis letales y limites de confianza: para cada nivel de mortalidad elegido; aqui
50, 80 y 90. La dosis letal (DL) correspondiente se calcula asi como los limites de
confianza deseados para cada DL . Las dosis estan en ppm

DL Nivel de confianza Limites de confianzade la DL
50 0,95 0,00172 —0,00161
90 0,95 0,00235 — 0,00258
50 0,98 0,00171 - 0,00162
50 0,999 0,00169 — 0,00185
80 0,95 0,00212 — 0,00226




Tablalll. La prueba de compatibilidad de los puntos respecto de lalinea de regresion: para
cada punto de la linea (derecha), e céculo de la varianza permite determinar un valor
minimo y superior (maximo), después de acuerdo a nivel de confianza acordado (aqui
98%). S la mortalidad observada no esta contenida en estos limites, la prueba rechaza €l
punto. Los puntos nimero 5 y7 pueden ser rechazados, con 0 més de dos oportunidades
(sobre 100) de errar para cada uno de ellos. Los puntos extremos (0 y 100 %) de la
mortalidad no son tomados en cuenta para esta prueba.

n dosis Minimo Mortalidad | Maximo Test
1 0,0010 0,46949 0,5 2,90754

2 0,0012 3,81396 43 10,175

3 0,0014 13,6753 18,6 23,0663

4 0,0016 30,0109 34,5 39,8518

5 0,0018 48,0594 59,7 57,6854

6 0,0020 63,5911 67,9 73,4482

7 0,0025 87,1717 64,9 94,4627

Tabla IV. Contribucién a + 2 de cada punto. Resultado del andlisis de una prueba de
sensibilidad a los cloropirifos sobre la cepa 5S de Culex piptens L. Los datos provienen de
Pasteur y Sinegre (1978). El valor esperado del primer punto explica su fuerte contribucién

a=*tota. P (+? < 943,776; ddl =2) = 1
Doss Mortalidad | Probit Total Mortalidad | Mortalidad | Contribucion
observada | Corregida | +

0,003 1 2,6/321 | 100 1 0,00105 940,552

0,006 6 3,4449 100 6 10,558 2,20997
0,012 98 7,05419 | 100 98 96,039 1,01469
0,024 100 7,57624 | 100 100 99,99 9,9474 >

Tabla V. La distribucion a+2 de cada punto después del reagrupamiento de los dos
primeros puntos de la tabla IV. El segundo andlisis de los resultados de Pasteur y Sinégre
(1978) sobre @ Culex piptens L. después del reagrupamiento de los dos primeros puntos €
+% no es més significativo: no se rechaza més la hipétesis de que la linea de regresion
representa bien los datos. P (=2 < 2,2777; ddl =1) = 0,8687

Dodis Mortalidad | Probit Total Mortalidad | Mortalidad | Contribucion
observada | Corregida | +*

0,003 1 2,67321 | 100 1 0,00105 0 R

0,006 6 3,4449 100 6 10,558 127421 R
0,012 98 7,05419 | 100 98 96,039 1,01469

0,024 100 7,57624 | 100 100 99,99 9,9474 >




