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En la actualidad existe un gran interés en la utili-
zacion de extractos vegetales en las formulaciones
cosméticas, en algunos casos por sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. En nuestro pais
existe una gran cantidad de especies vegetales
utilizadas en medicina tradicional. Nuestro grupo
de trabajo tiene una larga trayectoria en la inves-
tigacion de la composicién quimica y actividades
bioldgicas estas especies autdctonas. Entre estas, se
seleccionaron tres especies pertenecientes al géne-
ro Eupatorium (Asteraceae): Eupatorium candolle-
anum, E. hecatanthum y E. macrocephalum para el
estudio de sus actividades biocida y antioxidante.
Se determin el poder antioxidante mediante la téc-
nica de TRAP (Total Reactive Antioxidant Potential)
y se verificé la actividad biocida mediante un siste-
ma clésico basado en difusion sobre agar Mueller
Hinton. Solamente el extracto de E. candolleanum
presentdé una marcada actividad inhibitoria frente a
Candida albicans. Todos los extractos de estas es-
pecies presentaron actividad antioxidante, siendo el
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extracto de E. candolleanum el mas activo.

Se realizé la caracterizacion de los extractos hidroalcohdlicos por TLC y HPLC/DAD. Los analisis cromato-
gréficos obtenidos indicaron la presencia de compuestos polifendlicos del tipo flavonoide (derivados de la
quercetina) y de tipo fenilpropanoide.

La actividad antioxidante de estos extractos, debida probablemente a su contenido en compuestos polife-
ndlicos, los hace potencialmente promisorios para su aplicacion cosmética.

SUMMARY

Key words: Biocidal activity, Antioxidant activity, Plant extracts, Eupatorium spp.

There is currently a great interest in the use of plant extracts in cosmetic, primarily for its biological pro-
perties, such as antimicrobial and antioxidant. In our country there are a lot of species used in traditional
medicine. Our working group has a long history in the research of the chemical composition and biolo-
gical activities of these native species. Three species, belonging to the genera Eupatorium (Asteraceae):
Eupatorium candolleanum, E. hecatanthum and E. macrocephalum were selected for the study of their
antioxidant and biocidal effects. The antioxidant power was determined by the TRAP technique (Total
Reactive Antioxidant Potential). Biocidal activity was assayed using a classical Mueller Hinton agar based
system. E. candolleanum showed a marked inhibitory activity against Candida albicans. All the extracts
presented antioxidant activity, being E. candolleanum extract the most active. Also, characterization of
the hydroalcoholic extracts of these species by TLC and HPLC/DAD was performed. Chromatographical
analysis indicated the presence of polyphenolic compounds of the flavonoid and phenylpropanoid type.
The antioxidant activity of these extracts, probably due to its content in polyphenolic compounds, makes
them interesting ingredients for cosmetic application.

« INTRODUCCION

En la actualidad existe un gran interés en la utilizacién de extractos vegetales en las formulaciones cos-
méticas fundamentalmente por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. El uso de productos
naturales representa un gran desafio para la conservacién de productos farmacéuticos, cosméticos y ali-
mentos [1] y representan una buena alternativa a los productos de sintesis por los efectos adversos para
la salud que estos provocan y, a su vez porque su produccion industrial provoca serios efectos al medio
ambiente. Ademdas muchos ingredientes de origen natural han sido descriptos como agentes protectores
de la epidermis frente a la radiacion solar y como antioxidantes (ej: resveratrol, extractos de té verde) [2].
En nuestro pais existe una gran cantidad de especies utilizadas en medicina tradicional y nuestro grupo
de trabajo tiene una larga trayectoria en la investigacién de estas especies autdctonas en cuanto a su
composiciéon quimica y sus actividades bioldgicas. Entre estas especies estudiadas se seleccionaron tres
pertenecientes al Género Eupatorium (Asteraceae).

Eupatoriummacrocephalum Lessing, conocida vulgarmente como “planta de la oveja” (Lengua Maskoy),

illa ka'ik (Tobas), “lanktkachtd (Araucano-pampas). Se utiliza para el dolor de garganta, como digestiva,
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béquica, abortiva, antiperiddica [3-6]. Se ha informado la presencia de la flavona 3’, 4’, 5'-trihidroxi-6,7-
dimetoxiflavona (cirsiliol) en esta especie [7]

Eupatoriumhecatanthum (DC.) Baker, cuyos nombres vulgares son “"donajlawe” (hoja con goma: Tobas),
“dace’miha’loq”, kaigoGo’ set la'ta (Pilagas). La infusion o decoccion de partes aéreas se emplea en lavados
para cicatrizar heridas [8]. Sus tallos y flores frescas se mastican como antitusivos [6] y para el dolor de
dientes. Las hojas frescas se mastican para el dolor de estbmago. La infusion de hoja y raiz se utiliza como
antidiarreica [9]. Han sido hallados en esta especie los flavonoides retusina, oxayanina B, euparina y 6-me-
toxieuparina [10].

Eupatoriumcandolleanum Hooker et Arnott. es frecuente en el sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y NE de
Argentina, en lugares muy hiumedos [11] . Sus nombres vulgares son “tabaco del monte” (Lengua Maskoy),
"iyagaelta’a” (Tobas). Esta planta medicinal se emplea en la etnobotanica Lengua-Maskoy [12]. La planta
entera se coloca en el agua del mate o se toma en infusién como purgante [9]. Se la utiliza también como
tintdérea [13]. Zardini [3] la cita como planta medicinal, sin especificar sus usos. Las flavonas jaceosidina y
eupatilina han sido identificadas en esta especie [14]. Como un antecedente estas 3 especies presentaron
efecto antiinflamatorio en edema de oreja de ratdn y actividad analgésica en el writing test. Los extractos
diclorometanicos de estas especies presentaron actividad antimicrobiana [14]. Uno de los principales me-
canismos que generan dafo y/o muerte celular son aquellos que involucran las reacciones entre las ma-
cromoléculas bioldgicas con las especies reactivas del oxigeno, los radicales libres, en particular el radical
hidroxilo que es muy reactivo y los productos generados en los procesos de oxidacién. Los organismos ae-
robicos poseen varios mecanismos de defensa para prevenir y/o reparar el dafio asociado a estos procesos.
La presencia de moléculas y macromoléculas con capacidad de transformar radicales activos en especies
inactivas constituye uno de los principales mecanismos de estas defensas antioxidantes [15]. Este tipo de
defensa incluye una variedad de compuestos que contienen diferentes centros reactivos (por ejemplo,
grupos fenoles, tioles) con diferente grado de hidrofobicidad. En este sentido, existe un gran interés en la
determinacion del contenido de antioxidantes endégenos "totales” que posee una muestra bioldgica cono-
cidos como antioxidantes “scavengers” o "atrapadores” (son antioxidantes directos ya que actian mediante
la captura de radicales libres). El conocimiento sobre el contenido de los antioxidantes enddgenos totales
en una muestra indica la capacidad del sistema para resistir el dafio oxidativo [16-18]. Muchos extractos
vegetales poseen capacidad atrapadora de radicales libre debido a la presencia de compuestos polifendli-
cos. El objetivo del presente trabajo fue encontrar extractos vegetales de especies autdctonas, con actividad
antioxidante y antimicrobiana, que puedan ser de aplicacién en cosmética.

« MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La recoleccion del material vegetal de las especies de Eupatoriumse realiz6 en la provincia de Entre Rios
(ER), Argentina, como se detalla a continuacién: E. hecatanthum (D.C.) Bak., arroyo El Espinillo, Parana (ER),
ejemplar de herbario J. de D. Mufoz 3537 (ERA); E. macrocephalumless., arroyo El Espinillo, Parana (ER),
ejemplar de herbario J. de D. Mufioz 3536 (ERA) y E. candolleanum H et A., Parque Unzué, Gualeguaychu
(ER), ejemplar de herbario J. de D. Mufioz 497 (ERA). Las especies mencionadas se recolectaron en Marzo
2013. El material vegetal se secé en una estufa de corriente de aire forzado a una temperatura menor a los
60°C durante 3 dias. La molienda se realizé utilizando un molino a cuchillas.

Las muestras se pesaron y se acondicionaron en envases rotulados con el nombre de la especie y parte
usada de la planta.
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Preparacion de los extractos

Extractos hidroalcohélicos (EtOH 80%): 25 g de material vegetal secado y molido de cada una de las espe-
cies, se extrajeron a reflujo por 2 horas con 200 mL de etanol al 80% en agua destilada durante 24 hs. . Los
extractos obtenidos se filtraron y el material vegetal se extrajo nuevamente con otros 200 mL de etanol al
80%. Los extractos se concentraron a presion reducida en un evaporador rotatorio a 40 °C. Una vez secos,
se pesaron y disolvieron en pequefio volumen del mismo solvente.

Caracterizacion de los extractos por cromatografia en capa fina (TLC)
Los extractos se sembraron en cromatofolios de Silicagel 60 F254 (Merck) que se desarrollaron en los si-
guientes sistemas cromatograficos:

Sistema 1

Fase movil: Acetato de etilo- tolueno- acido féormico- metanol (6:2:1:1)

Revelado: aspersién con 2-aminoetil-difenilborato (Natural Product Reagent, Sigma) (NPR) y observacién
del cromatograma a la luz UV de 366 nm.

Distancia de desarrollo: 8 cm.

Sistema 2

Fase mévil: cloroformo- acetona- acido férmico (5:4:1)

Revelado y distancia de desarrollo: idem sistema 1

Los solventes empleados fueron calidad pro analisis (Sintorgan).

Caracterizacion de los extractos por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

10,0 mg de cada uno de los extractos hidroalcohdlicos de E. macrocephalum, E. hecatanthum y E. cando-
lleanum, se tomaron con 2 mL de metanol (grado HPLC) para obtener una concentracién de 5 mg/mL, y
se filtraron con un filtro de celulosa de 4 pm. La columna utilizada para la separaciéon cromatografica fue
una SP C18 (250 mm x 10 mm, Nucleosil 100-7) y se usé una fase mévil (FM) compuesta por un gradiente
de solventes formado por A (agua destilada: acido acético 2%) y B (metanol: acido acético 2%). Se inici6 el
gradiente con 15% del solvente B y se alcanzo el 25% de B en 15 min.

A los 30 min se ascendid a 75 % de B y a los 35 min se llegb a 98% de B y se mantuvo durante 10 min.
Finalmente en 2 min se retornd a las condiciones iniciales. La elucién se realizé con un flujo 1 mL/min y se
inyectaron 20 uL de cada uno de los extractos hidroalcohdlicos de interés. La deteccion se realizé utilizando
un detector UV/DAD a A de 254 nm y 360 nm. Cada corrida cromatografica se desarrollé en 60 min.

Determinacion del poder antioxidante

Los materiales utilizados para la determinacion del poder antioxidante mediante la técnica de TRAP (Total
Reactive Antioxidant Potential) son:

- Solucién de 2,2°-azo-bis-2 amidinopropano (ABAP) 20 mM.

- Solucién de Luminol 40 pM en NaOH 0,1 M.

- Solucién Trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E) 150 pM.

El poder o actividad antioxidante se estimo a partir de la cuantificacion del contenido de antioxidantes
enddgenos totales en la muestra. La determinacién se llevd a cabo en un medio de reaccién formado por
2,2’-azo-bis-2 amidinopropano (ABAP) (20 mM) en buffer fosfato 50 mM pH 7,4 y 40 uM de luminol (en
NaOH). La medida se realizd en un contador de centelleo liquido con el circuito de coincidencia desco-
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nectado. Se realiz6 una medida basal (luminiscencia de los radicales peroxilo del luminol) y luego se agre-
garon alicuotas del extracto en estudio. Se produce una disminucion de la emision y la medida continda
registrandose hasta recobrar los valores basales. Se determind el tiempo de induccién (ti), tiempo en que
los niveles de luminiscencia se mantienen bajos debido a la presencia de antioxidantes en la muestra. El
método se calibré utilizando un analogo hidrosoluble de la vitamina E (Trolox) como estandar o antioxidan-
te de referencia y se calculé la capacidad antioxidante total de los extractos. Los resultados se expresan en
MM de Trolox [19].

Ensayo de actividad biocida

Agar Mueller Hinton (BIOKAR)

- Placas descartables (Massobact)

- Cepas utilizadas:

- Escherichia coli ATCC 8739

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

- Staphylococcus aureus ATCC 6538

- Klebsiella pneumoniae (Anlis Malbran)

- Candida albicans ATCC 10231

Se utiliz6 para la deteccidn un sistema clasico basado en difusion sobre placas de agar Mueller Hinton. Se
prepar6 una base de 10 mL de agar, luego de solidificada, se colocaron cilindros de acero inoxidable y se
vertié una segunda capa inoculada con los microorganismos de prueba en crecimiento semi confluente
(aproximadamente 105 ufc/mL). Se dejé solidificar nuevamente, se invirtieron las placas y con un pequefio
golpe se retiraron los cilindros; en el hueco remanente se sembraron 100 pL de las diluciones. Las placas ya
sembradas se incubaron 24 h a 35°C, leyéndose finalmente los halos obtenidos con la ayuda de un calibre
[20].

« RESULTADOS

Caracterizacion quimica de los extractos por TLC

En el perfil cromatogréfico de los extractos de las 3 especies se observé la presencia de compuestos de
tipo flavonoide, mayormente derivados de quercetina y fenilpropanoides del tipo del 4cido cafeico. En E.
candolleanum y E. macrocephalumse observd ademas la presencia de cumarinas. E. candolleanum fue la
especie que presentd mayor nimero de bandas y de mayor intensidad, reveladas con NPR y observacién a
la luz ultravioleta de 366 nm.

Caracterizacion quimica de los extractos por HPLC

En las Figuras 1 a 3 se observan los perfiles cromatogréaficos obtenidos por HPLC/DAD para los extractos
hidroalcoholicos de E. candolleanum, E. macrocephalum y E. hecatanthum respectivamente. En el perfil cro-
matografico de E. candolleanumse observaron dos picos mayoritarios, uno a tr (tiempo de retencién) = 7,7
min con maximos de absorcion a 326 nm (sh) y 238 nm y otro de tr = 21 min con maximos de absorcion a
356 nmy 257 nm. En el perfil cromatografico de E. macrocephalumse observaron dos picos mayoritarios tr=
21,4 min (UV=346, 256 nm) y tr= 25,4 (UV= 349, 270 nm). Se observo ademas un pico minoritario a tr= 22,8
min (UV= 350, 265 nm). En el perfil cromatogréafico de E. hecatanthumse observé un pico mayoritario con
tr=25 min (UV= 347 y 267 nm) y otros picos minoritarios que no se resolvieron en este sistema.
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Figura 1: Perfil croma-
tografico HPLC/DAD del
extracto hidroalcohdlico de
E. candolleanum

Figura 2: Perfil croma-
tografico HPLC/DAD del
extracto hidroalcohdlico de
E. macrocephalum

Figura 3: Perfil croma-
tografico HPLC/DAD del
extracto hidroalcohdlico de
E. hecatanthum
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Poder antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante medida como el contenido de antioxidantes endogenos totales
(poder antioxidante) se observan en la Tabla L. Los resultados obtenidos de los extractos de Eupatorium
indican que las tres especies estudiadas presentan significativa actividad antioxidante.

Tabla 1. Poder antioxidante de los extractos de las especies de Eupatorium

TRAP

(UM Trélox)
Extracto
Eupatorium hecatanthum 439
Eupatorium macrocephalum 549
Eupatorium candolleanum 824

Actividad biocida
Los resultados de la actividad antimicrobiana se observan en la Tabla II. Solamente el extracto de Eupato-
rium candolleanum presentd una marcada actividad inhibitoria frente a Candida albicans.

Tabla Il. Actividad antimicrobiana de los extractos de las especies de Eupatorium

Extracto/dilucion

Eupatorium Eupatorium Eupatorium
. . candolleanum macrocephalum hecatanthum

Microorganismo

1mg/mL |10mg/mL |1mg/mL 10mg/mL |1mg/mL |10mg/mL
Staphylococcus |< 6 mm <6 mm <6mm [<6mm <6mm |[<6mm
aureus
Escherichia <6 mm <6 mm <6mm [<6mm <6mm |[<6mm
coli
Pseudomonas <6 mm <6 mm <6mm [<6mm <6mm |<6mm
aeruginosa
Candida <6 mm 13 mm <6mm [<6mm <6mm |[<6mm
albicans
Klebsiella <6 mm <6 mm <6mm <6 mm <6mm |<6mm
pneumoniae

« DISCUSION

Los extractos de las tres especies fueron analizados por TLC y HPLC/DAD. Los perfiles cromatogréficos ob-
tenidos indicaron la presencia de compuestos polifendlicos del tipo flavonoide derivados de la quercetina.
Esto se deduce del color de las bandas reveladas con NPR en la TLC ya que los derivados de quercetina

y 2
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presentan una coloracion naranja caracteristica y de los maximos de absorcién al ultravioleta de los
picos obtenidos en los cromatogramas de HPLC (entre 330 y 360 nm y a 272 nm caracteristicos de
flavonoides).

Ademas se observo la presencia de compuestos del tipo fenilpropanoide en E. candolleanum (un hom-
bro alrededor de 330 nm y un méaximo a 242 nm). Hay referencias en la literatura que este tipo de
compuestos poseen capacidad antioxidante y como consecuencia podrian ser los responsables de la
actividad de los extractos. En el ensayo utilizado para determinar la actividad antioxidante, el ABAP
genera espontaneamente radicales libres centrados en carbono. En presencia de oxigeno molecular,
cada radical libre reacciona con él generando radicales peroxilos, los cuales reaccionan con el Luminol
generando radicales del Luminol. Estos radicales de Luminol, reaccionan a su vez con peréxido de hidré-
geno o con oxigeno molecular, generando radicales peroxilo del Luminol, que al ser muy inestables se
descomponen produciendo fotones (quimiolumniscencia). Los antioxidantes presentes en los extractos
vegetales, reaccionan con los radicales peroxilo del ABAP y del Luminol, generando una disminucion de
la emisién de los radicales peroxilo del Luminol. El tiempo durante el que la emision de luminiscencia
permanece constante y baja (ti), hasta que se produzca el salto de quimioluminiscencia, es proporcional
al contenido de antioxidantes endogenos totales presentes en el extracto vegetal [15, 19]. Los extractos
acuosos con bajo poder antioxidante son aquellos cuyo contenido de antioxidantes enddgenos totales
es menor a 100 uM de Trolox. Sin embargo, cuando un extracto vegetal contiene una concentracion de
antioxidantes mayor a 300 uM de Trolox se considera que posee buena capacidad antioxidante [16, 21,
22]. Como dato comparativo el plasma humano y de ratas posee una capacidad antioxidante de 300+
50 uM de Trolox [15, 18, 23, 24]. Todos los extractos analizados presentaron una concentraciéon de an-
tioxidantes > a 400 uM de Trolox, lo que los hace potencialmente interesantes para su utilizacion como
agentes antienvejecimiento en formulaciones cosméticas, siendo el extracto de E. candolleanum el de
mayor actividad (824 pM).

» CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los extractos de E. candolleanum, E. hecatanthum y E. macrocephalum
presentan una marcada actividad antioxidante, probablemente debido a su contenido en compuestos poli-
fendlicos, lo cual los hace potencialmente promisorios para su aplicacion cosmética.¢
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