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Actividad Antimicrobiana in vitro del 
Acido Epiforélico 1 (Sustancia Liquénica) 

RAUL UGARTE*, WANDA QUILHOT*, BARBARA DIAZ*, 
ALICIA VERA* * y PETER FIEDLER* * * 

RESUMEN. Mediante el método de dilución en tubo se ensayó la posible actividad 
antimicrobiana del ácido epiforélico 1 (difenil-éter de origen liquénico) en bacterias 
Gram-positivas y hongos. La sustancia probada frente a Staphylococcus aureus, pre- 
sentó una CIM media geométrica de 16,3 pg m r l  , las CIMso y CIMgO fueron de 13,5 
y 44,5 pg ml-', respectivamente. La constante de inhibición específica obtenida me- 
diante estudios de cinética microbiana, para una ce a estándar de Staphybcoccus au- 
reus ATCC 6538, fue de 1,41 x lo4 min-' m1 pgP. Entre los hongos, Cryptococcus 
neofomans y Aspergillus fumigatus no mostraron desarrollo y las especies de Candi- 
da presentaron una CIM de 50 pg ml-' . 
SUMMARY. "Antimicrobial activity in vitro of epiphorellic acid 1 (lichenic subs- 
tance". Using the tube dilution method, the possible antirnicrobial activity of epipho- 
rellic acid 1 (diphenyl ether of lichenic origin) was tested against Gram-positive bac- 
teria and fungi. The compound tested against Staphylococcus aureus showed a CIM 
geometric mean of 16,3 pg ml-' ; CIMso and CIMgO was of 13.5 and 44.5 pg ml-', res- 
pectively. The specific inhibition constant obtained from microbial kinetic studies, 
related to  standard strain S .  aureus ATCC 6538 was 1.41 x min-' m1 p g l .  Fun- 
gi presented different levels to susceptibility. Cryptococcus neoformans and Aspergi- 
llus fumigatus did not show development, but in Candida species CIM was of SO 
pg ml-' . 

INTRODUCCION ral, el crecimiento de bacterias Gram- 
Los líquenes sintetizan metabolitos se- positivas y de hongos patógenos2-S . 

cundarios con actividad antimicrobiana. Un compuesto liquénico, el ácido úsni- 
Dépsidos, Depsidonas, debenzofuranos y co, es utilizado en preparados farmacéu- 
ácidos úsnicos, considerados sustancias ticos y  cosmético^^-^ . 
liquénicas específicas' , inhiben, en gene- Los difenil-éteres constituyen un gru- 
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po limitado de rnctabolitos acumulados 
por líquenes cuyo primer miembro, la le- 
prolomina, fue descrito en 1973'. Se les 
considera como productos de degrada- 
ción de depsidonas1° o como resultantes 
de la oxidación de  dos moléculas de C- 
~t~etilfloroacetofenona'  . Dos nuevos di- 
fenil-éteres hari sido informados reciente- 
mente, los ácidos epiforélicos 1 y 2", 
compiiestos que derivarían del metabo- 
lisrno de sus dcpsidonas congenéricas. 

No existe información sobrc la acti- 
vidad biolOgica de los difenil-étercs. Una 
depsidona clorada, la diploicina, se trans- 
toriiia por hidrólisis alcalina en un coin- 
puesto del tipo difenil-eter; en estas con- 
diciones es efectivo frcritc a bacterias pa- 
tbgenas4. El propósito de este tr;ibajo 
fue determinar si el ácido epiforélico 1 
inhibc el crecimiento de bacterias Grain- 
positivas y de hongos. 

MATEKIALES Y METODOS 

El ácido cpiforélico 1 fue aislado de 
Corrziculariu epiphorella (Parmeliacelil) l l 
en el Laboratorio de Productos Naturales 
de la Universidad Federico Santa María. 
Se preparó una solución en etariol-agua 
(2 :3  v/v) que contenía 200 pg  ml-' de la 
droga, a partir de la cual se prepararon 
las diluciones para los tests de susceptibi- 
lidad. La solución se esterilizó cn auto- 
clave a 121  "C du ran t e30  niinutos. 

Orga~zismos 
Se utilizaroti 17  cepas de bacterias 

Grani-positivas que proveiiíari dc aisl'idos 
patolGgicos recieiites: 1 2  cepas de Sta- 
pliylococcus aureus, 2 cepas de S .  t,pider- 
rnis. 3 cepas de Corynt.Lacterium spp y 1 
cepa de Alicrococcus Iztteus, adeniás de 
Staphyloc-orcus aureus ATCC 6538, ob- 
tenida del Instituto de Salud Pública, Mi- 
nisterio de Salud. Las bacterias f~ieron 

identificadas en base a las características 
morfológicas, coloración de Gram y reac- 
ción de la coagulasa y la periicilinasa12~ 13. 

37 cepas de liongos patógenos y o- 
portunistas sc utilizaron en los ensayos e 
incluyen 1 5  levaduras, 4 aislados de hon- 
gos filamentosos, 6 dermatofitos y 2 niu- 
corales. 

Las bacterias obtenidas de aislados 
clíiiicos y el total de hongos provcní;iri 
del Laboratorio dc Microbiología dc la 
Facultad de Mediciiia de la Uiiiversidad 
<le Valparaíso. 

Determinacióir dc la 
actividad u~itirtzicroOiarza 

Para probar la s~sce~t ib i l i c lad  de ce- 
pas bacterianas y fúngicas ;il ácido epifo- 
rélico 1 (Fig. 1 )  sc utilizó t-1 111Ctodo de 
dilución eri tubo13 , determinando las 
concentraciones inliibitorias rníniriias 
(CIM). Los ensayos para bacterias se pre- 
pararon a partir de soluciones scriad~is de 
la droga en caldo nutritivo (Difco). El 
inóculo, 10' CFU ml-' , sc preparó ;r par- 
tir dc diluciones de un cultivo fresco in- 
cubado durante 16-18 horas a 37 "C. 

Figura 1. Acido epiforélico 1 

Las cepas fÚrigicas, iiiantenidas eri 
agar Sabouraud-dextrosa (Merck) al 2010. 
fueron removidas con suero salir10 estéril 
hasta la obtención dc una susperisión 
ajustada a 90% de transrriitaiicia, a 530 
nm14. Todos los ensayos se realizaron en 
caldo Saboiiraud-tlcxtrosa al 2Oh. 
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Los tubos se inocularon e incubaron 
a 37 "C para las bacterias y a 27 "C para 
los hongos, con excepción de Rhizomu- 
cor pusillus que se incubó a 37 "C. 

Para cada ensayo se realizaron los 
respectivos controles: medio de cultivo 
sin ácido epiforélico 1, solución de ácido 
epiforélico 1 sin medio de cultivo y con- 
trol de solvente. 

Los tests de susceptibilidad se hicie- 
ron por triplicado. 

Curvas de generación de S .  aureus 
Se prepararon diluciones de ácido 

epiforélico 1 en caldo nutritivo entre 
3,125 y 100,O pg ml-' . A 2,5 m1 de cada 
dilución se agregaron 2,5 1ri1 del inóculo 
y se midió la absorbancia a 530 nm en 
un espectrofotómetro Sequoia Turner 
Modelo 340 en intervalos de 90 minutos. 

El inóculo fue obtenido a partir de 
un cultivo fresco de S. aureus ATCC 
6538 incubado durante 1 8  horas a 37 "C 
en caldo nutritivo y posterior dilución 
con solución de NaCl al 0,9% hasta obte- 
ner una suspensión final de 10' CFU 
ml-l . 

tas concentraciones de la droga y las CIM 
media geométrica para las cepas estudia- 
das. Las cepas de S. aureus mostraron di- 
ferentes grados de susceptibilidad; dos de 
ellas fueron resistentes a todas las con- 
centraciones ensayadas, al igual que Co- 
rynebacterium spp. M.  luteiis no experi- 
mentó desarrollo durante las primeras 8 
horas de incubación y a las 24 horas fue 
susceptible hasta 3,125 pg ml-' . 

La Fig. 2 muestra el porcentaje acu- 
mulativo de las cepas en función de las 
respectivas CIM. Los valores de CIMSO y 
CIMgO, obtenidos de la curva, fueron de 
13,5 y 44,55 pg ml-l ,  respectivamente. 

RESULTADOS Y DISCUSION Figura 2. Susceptibilidad de Staphylococcus au- 
Los resultados de los efectos del áci- reus al ácido e~iforél ico 1. 

do  epiforélico 1 sobre bacterias Gram- 
positivas están contenidos en la Tabla 1, Las curvas de generación de S. au- 
donde se expresan las cantidades acurnu- reus ATCC 6538 en función de las dis- 
lativas de las cepas inhibidas a las distin- tintas concentraciones de ácido epiforéli- 

Tabla 1. Cantidad acun~ulativa de cepas de Staphylococcus aureus inhibidas a diferentes concentra- 
ciones de ácido epiforélico 1. 

Acido epiforélico 1 (pg rnl-' ) I CIM 
media 

a .  inc luye  1 cepa de Microcorcus luteus b.  incluye 1 cepa  de Staphylococcus epidernildis 

geomé trica 
(pg m]-' ) 

16,3 

25,OO 

9 

1,56 

O 

6,25 

3 

3,125 

2a  

12,5 

7b 

50,OO 

1 3  

100,OO 

1 3  
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Figura 3 .  Curvas de generación de Staphylococ- 
cus aureus ATCC 3598 en presencia de diferen- 
tes concentraciones de ácido e~iforél ico 1. Con- 
trol libre de droga: r ~ ;  medio de cultivo: *; 
3,125 pg rnl-' : ; 6,25 pg ml-' : A; 12,5 nil-' : 

m: 25.00 pg ml-' : b ; 50,OO pg rnl-' : m; 100,OO 
pg ml-' : A . 

l 

Figura 4. Dependencia de la constante de gene- 
ración aparente (kap en min) en función de la 
cóncentración de droga (pg ml-' ) Staphylococ- 
cus aureus ATCC 3598. 

co (Fig. 3), iiiuestran que a concentracio- 
nes de 50 y 100  p g  1111-' no  existe desa- 
rrollo bacteriano al cabo de 8 horas de 
incubacióri. En canibio, entre 3,125 y 
25,00 p g  1111-l se produce una disininu- 
ción cn 1;i pe~idicrite de la región logarít- 
iiiica dc. la curva de crecimiento. Consi- 
dci.:irido q u c  Lis curvas de generación dc 
S. aurcl14.i coiicucrdan con la expresibn: 

l i ~  D.0. = Ii t  I>.O., + k u p  t15 

de la pendiente de la porción lineal del 
gráfico In D.O. versus t, se obtuvo la 
constante de  generación aparente (kap en 
min-' ) de cultivos infectados por la dro- 
ga. Se observa que k disminuye en fun- 

p .  , 
ción de la concentracion de ácido epifo- 
rélico (Fig. 4), 10 que demuestra el efecto 
bacteriostático de la droga. Tomando en  
consideración que la dependencia funcio- 
nal de la constante de velocidad de gene- 
ración respecto de la concentración de 
la droga concuerda con la expresión: 

k, = k, - k ,  C 
se determinó la constante específica de 
inhibición, k,, cuyo valor fuc de 1,41 
x l V 4  min-' m1 pg-' ; la constante de ge- 
neración en ausencia de la droga, k ,  , tie- 
ne un valor de 7,45 x rriin-' . 

HONGOS 
-- . -- -- CIM I u g r n l - ' )  

L E b A O U R A S  I- 
C a n d d o  n lb ico rs  
C gu~l lermondi i  
C krusoi  
C paru$5i io5is 

Cryrioccocus n f o f o r n i u n s  
i o iu lopss  giabtom 
Trichniparon cutaneilrn 
Succhorcrnyces c o r e v i s i o o  

1 M U C O R A L E S  I I 

Susceptibles a mdas las concentraciones de la droga 

Figura 5. Actividad inhibitoria del ácido epifo- 
rélico 1 contra 27 aislados de Iiongos patógenos 
y oportunistas, determinada por el método de 
dilución en tubo. 

La actividad del ácido epiforélico so- 
brc los diferentes grupos fúngicos sc ex- 
presa en la Fig. 5, donde de observ,in las 
CIM para cada cepa ensayada. Cryptoco- 
ccus neoformu~zs y Aspergillus jumig<~tlts 
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fueron susceptibles a todas las concentra- 
ciones ensayadas; en cambio, Chc~to- 
mium globosum fue resistente hasta do- 
sis de 100 bg ml-' . Las especies de Can- 
dida mostraron igual g a d o  de suscepti- 
bilidad con CIM de 50 pg ml-' . 

No es posible comparar los resulta- 
dos obtenidos con ácido epiforélico 1 
con otras moléculas relacionadas porque 
no existen datos en la literatura. 

Nuevos ensayos con otros difeniléte- 
res deberían realizarse para tener una 
idea cabal de la actividad antimicrobiana 

de estas nuevas moléculas aisladas de 1í- 
quenes, que podrían estar en la base de 
futuros agentes antimicrobianos de uso 
corriente en infecciones producidas por 
estos organismos. 
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