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Resumen

El &cido Usnico (AU) es una sustancia liquénica, que hace parte de los metabolitos secundarios
de los liguenes, los cuales son organismos que generan una simbiosis entre un organismo
fotosintético y un micobionte, como ejemplo Usnea sp, producidos por diferentes rutas
metabdlicas, como es el caso del AU sustancia resultante de la via del acetato-malonato. Por
otro lado, la extraccion de AU se realiza por medio de solventes organicos, maceracion y para
su identificacion se realiza cromatografia liquida de alta eficiencia (HPCL). Las sustancias
liquénicas cuentan con caracteristicas antimicéticas, antivirales, citotoxicas, antimicrobianas,
esta ultima ha sido estudiada contra bacterias patégenas como Staphylococcus sp., Escherichia
coli, Streptoccocus sp., entre otros, por considerarse de prevalencia hospitalaria, debido
a que han desarrollado resistencia contra los antibidticos comunmente usados, generando
preocupacion; por lo que se buscan nuevas alternativas que permitan seguir combatiendo
a estos patdgenos, se han investigado los mecanismos de accion utilizados por el AU, entre
los que se encuentra, la capacidad de inhibir la sintesis de primers bacterianos evitando
su replicacion, en la literatura ya se ha confirmado su uso a nivel in vitro contra bacterias
multirresistentes como en Staphylococcus aureus MRSA demostrando que el AU presenta
una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 25-50 ug/mL [1]. EI mecanismo de inhibicion
del AU puede generar detencion del crecimiento bacteriano; por medio de mecanismos como
inhibicion de la replicacion (ADN-ARN) ademas de la inhibicion genes de resistencia bacteriana
blindando asi este posible antibidtico frente a cepas bacterianas resistentes encontradas
actualmente.
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Abstract

Usnic acid (AU) is a lichen substance, which is part of the secondary metabolites of lichens, which
are organisms that generate a symbiosis between a photosynthetic organism and a mycobiont,
such as Usnea sp, produced by different metabolic pathways, such as this is the case of the AU
substance resulting from the acetate-malonate pathway. On the other hand, the extraction of UA
is carried out by means of organic solvents, maceration and for its identification, high efficiency
liquid chromatography (HPCL) is carried out. Lichen substances have antimycotic, antiviral,
cytotoxic, and antimicrobial characteristics, the latter has been studied against pathogenic
bacteria such as Staphylococcus sp., Escherichia coli, Streptoccocus sp., among others, due
to antiquity of hospital prevalence, due to the fact that they have developed resistance against
used antibiotics, concern; Therefore, new alternatives are being sought that allow us to continue
fighting these pathogens. The mechanisms of action used by UA have been investigated, among
which are the ability to inhibit the synthesis of bacterial primers, preventing their replication.
has confirmed its in vitro use against multiresistant bacteria such as Staphylococcus aureus
MRSA, showing that UA has a minimum inhibitory concentration (MIC) of 25-50 pg/mL [1]. The
UA inhibition mechanism can lead to bacterial growth arrest; through mechanisms such as
replication inhibition (DNA-RNA) in addition to the inhibition of bacterial resistance genes, thus
shielding this possible antibiotic against resistant bacterial strains currently found.
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Introducciéon

Los liguenes son organismos compuestos que se pueden localizar en diferentes partes del
mundo, se estima que existe un promedio de 15.000 especies siendo el 8% de la cobertura
vegetal de la tierra, podemos encontrar 820 especies de género de Xanthoparmelia, 500
de Cladonia, 350 de Usnea, 10 de Evernia [2]. Los liquenes tiene la capacidad de producir
compuestos activos como producto de su metabolismo, estos géneros de liquenes son de
importancia por sus caracteristicas y uso como: antimicéticos, antivirales, antiinflamatorios,
analgésicos, antipiréticos, antiproliferativos, citotdxicos, antimicrobianos, siendo esta Ultima
reportada desde 1944 [3], [4]. Los liquenes han sido utilizados desde tiempos inmemorables
por diferentes culturas como fuente de alimento y medicinas, sin embargo, durante varios
anos no lograron ser estudiados debido a que por sus caracteristicas son dificil de cultivar en
condiciones de laboratorio, limitando asi el aislamiento y determinacion de actividades de estos
metabolitos, gracias al avance tecnolégico hoy se puede identificar y aislar algunos metabolitos
como es el caso de AU, el cual es el metabolito liquénico mas estudiado caracterizado por su
capacidad antibacteriana [5]-[7].

El uso de antibidticos se ha implementado desde los afios 1900, con el fin de eliminar o
inhibir el crecimiento de las bacterias que afectan la salud, sin embargo, el uso inadecuado
o disposicion inapropiada de los antibidticos es una de las principales razones para que las
bacterias adquieren resistencia, que se puede dar la por la transferencia horizontal de genes,
modificacion de los sitios objetivo, bombas de eflujo (efflux), produccién de enzimas, entre
otros; ademas la mitad de los antibidticos administrados a los seres humanos y los animales se
excreta en forma activa sin cambios principalmente a través de la orina y heces fecales llegando
a acumularse en todas las matrices ambientales, principalmente agua y suelos [8], [9]. Por ello
€s necesario implementar sustancias antimicrobianas que provengan de productos naturales,
como el AU, que proporcionen nuevos mecanismo de accion contra las bacterias para asi
combatir la actual problematica de resistencia bacteriana que ha aumentado drasticamente con
el paso de los afos.

Estructura de los liquenes

Los liguenes son una asociacion entre un hongo heterédtrofo (micobionte) y un microorganismo
fotosintético (fotobionte), esta simbiosis fue descrita por el botanico y liquendlogo suizo Simon
Schwendener en 1869 [10], el fotobionte que conforma los liquenes se encuentran formado en
el 90% de los casos por algas y en un 10% por cianobacterias, en el caso de las algas esta
encargado de proporcionar carbohidratos a los hongos, posteriormente, para almacenarlo el
micobionte lo transforma en manitol, por la via de pentosa fosfato, en cambio, las cianobacterias
son las responsables de la fijacion del nitrdgeno y del carbono, participando activamente en el
proceso de la fotosintesis. [11]
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Figura 1. Estructura del talo liquénico.

Los liguenes tienen un aparato vegetativo, también conocido como talo, compuesto por el cortex
superior, capa de algas, médula (hifas) y cortex inferior (Figura 1). La médula es hidréfoba, por
lo que permite la circulacion del aire, dentro de la misma. El talo se puede clasificar segun
Su organizacion en heteromeros, cuando observan cada una de las capas que lo componen;
y homoémeros, cuando se encuentran distribuidos de manera uniforme, estos cuentan con la
capacidad de absorber mas agua y favorecer la fijacion del nitrégeno [12]. Por otra parte, los
liquenes pueden clasificarse de acuerdo a su forma de crecimiento; la forma foliacea cuenta
con cada una de las capas de los liquenes, adicionalmente, tiene rizinas que ayudan en su
unién con el sustrato; la crustacea, cuando carece del cortex inferior, por lo que la médula es
la que se encuentra en contacto con el sustrato; fruticuloso tiene un solo punto de unién con el
sustrato, tienen varias ramificaciones, por lo que pueden ser colgantes o verticales [13].

Para la identificacion del género y especie de los liguenes se emplean claves dicotdmicas en
las que se tienen en cuenta caracteristicas como el color superficial que presenta el liquen,
el tipo de crecimiento que presenta el talo, color de la base, el tipo de ramificaciones, el
color de las ramificaciones, el tipo de rizinas, entre otras [14]. Otra parte fundamental que
componen los liquenes son los sustratos, que ofrecen como funciéon principal soporte y en
algunos casos aportan nutrientes, los sustratos mas comunes incluyen rocas, arboles, madera,
suelo, exoesqueleto de algunos invertebrados, caparazones de tortugas, entre otros [15]. Las
rizinas son un componente fundamental en los liquenes foliaceos que sirven para la fijacion al
sustrato, pueden ser constituido de hifas prosoplectenguimatosas, integrada por hifas paralelas
y radiadas [13].

Acido usnico (AU)

El AU (2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3 (2H, 9bH)-dibenzofurandiona) se presenta en
dos formas enantioméricas dependiendo de la posicion del grupo metilo en el &tomo quiral 9b,
estas formas se pueden presentar de manera Unica en una especie liquénica o en algunos
casos en ambas formas, esta caracteristica ha revelado diferencias en su actividad biolégica
y farmacolégica, sin embargo en los estudios realizados usualmente no se suele comparar,
especificar o caracterizar el enantiomero utilizado, lo cual reduce la informacién de sus
diferencias mas especificas; de aqui que algunas caracteristicas como la propiedad antibiofilm
suelen asociarse a (+) - AU, puesto que es el méas estudiado, por otra parte podemos ver
diferencias entre su actividad antibacteriana como, en donde 6 de las 7 cepas usadas se vio
mayor actividad en (+) - AU por el contrario la Ultima cepa presentd el mismo CMI para ambos
enantiomeros [16], [17] .
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El AU ha sido objeto de varios analisis siendo observado como: parte del extracto de liquenes,
como compuesto aislado y sus derivados apuntando en varias ocasiones su capacidad de
actividad antimicrobiana contra hongos, parésitos y bacterias. En el caso de las bacterias este
ha sido probado contra varias especies como se puede observar en la tabla 1 evidenciado su
efecto antibacterial en distintas concentraciones, ademas, en otros estudios ha demostrado
su gran efectividad contra biopeliculas. Sin embargo, frente a las multiples utilidades de AU
se encuentra la hepatotoxicidad causada por este durante su administracion prolongada y
su baja solubilidad en agua delimitando su biodisponibilidad, a causa de esto actualmente el
uso de AU se reduce a farmacos topicos por consiguiente se han evaluado otras formas de
aplicacion de este metabolito para ser usado en la clinica por medio de derivaciones de AU o
emplear nano y microportadores basados en lipidos, poliméricos y no organicos, no obstante
la evaluacion antimicrobiana de estos solo ha sido probada in vitro sin resultados concluyentes
debido a variaciones experimentales; se realizO un estudio in vivo en ratones aplicando
distintas cantidades de AU, demostrando buena tolerancia sin dafio hasta 100 pug/kg en ratones
infectados [1], [18], [19].

Ruta metabdlica para la formacion del AU

Los liquenes producen metabolitos primarios (intracelulares) que incluyen proteinas,
aminoacidos, carotenoides, polisacaridos y vitaminas [13] y secundarios (extracelulares),
también denominados sustancias liquénicas, de las que se conocen alrededor de 1000 tipos
producidas en mayor medida en la médula del liquen, por lo que su origen es fungico [20], se
pueden encontrar en forma de cristales.

Los metabolitos secundarios se producen como respuesta a diferentes factores ambientales:
la temperatura, la exposicion a luz o radiacion ultravioleta; o factores bidticos: competencia
con otras plantas, depredacion por insectos, mamiferos y demas microorganismos de
los que sean fuente de alimentacion [20], [21], ademas, estos metabolitos secundarios le
pueden dar caracteristicas a los liquenes por ejemplo el olor, color y sabor; se conocen tres
rutas metabdlicas, consideradas las mas importantes: la via del acetato-malonato, del acido
mevalodnico y del acido shikiminico [22].
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Figura 2. Ruta metabdlica del AU.



‘ Tecnologia en Marcha
150 | IMA vol. 36, N° 3. Julio-Setiembre, 2023

El AU, es un dibenzofurano que se produce por medio de la via del acetato-malonato, es la ruta
de la que se obtienen una mayor cantidad de metabolitos secundarios y es utilizada por los
liquenes cuando su fotobionte estd compuesto por algas, se considera parte de la respuesta
utilizada por los liguenes al exponerse al estrés oxidativo [4], [23]. La ruta metabdlica del acetato-
malonato inicia con la obtencion de policétidos, por medio de la descarboxilacion del malonil
CoA y posterior polimerizacion del acetilo y propionilo, con los policétidos obtenidos se lleva a
cabo la reaccion de Claisen, metilaciéon y aromatizacion produciendo metilfluoroacetofenona,
que tras el acoplamiento homologo de dos unidades del mismo, da paso al compuesto bis
dienona, que tras su tautomeria ceto-enol, equilibrio ceto-endlico, forma el AU [21], [24].

Métodos de extraccidn e identificacion de las sustancias liquénicas

Para estudiar las sustancias liquénicas, se debe hacer un aislamiento de las mismas, para ello
se pueden emplear diferentes métodos de extraccion y solventes organicos, ya que segun la
especie del liquen se obtendran diferentes sustancias liquénicas, los principales disolventes
que se utilizan son la acetona (C,H,0), el etanol (C,H,OH) y el metanol (CH,OH) [25], [6],
para ello se toma el liquen, en especial el talo, que es la parte en la que se encuentra una
mayor cantidad de la sustancia, representando alrededor del 10% del peso del talo seco [20].
Las sustancias liquénicas denominadas extractos metandlicos, siendo el metanol el solvente
utilizado para su extraccion, hacen parte de los dépsidos, depsidonas y dibenzofuranos [26].

El procedimiento de extraccion inicia con la maceracion del liquen, para este proceso es
necesario el uso de disolventes, en algunos casos se puede utilizar equipos para la extraccion
de la sustancia, como lo son el extractor Soxhlet o el rotavapor, los extractos se pueden conservar
al disolverse en una pequefa cantidad de dimetilsulféxido (DMSQ) y almacenarlos a 4°C [27].
Para la determinacion de las sustancias liquénicas, se utiliza la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPCL), con detectores de espectrofotometria de masas (MS) o ultravioleta
(UV), por medio de esta técnica se ha determinado que la especie de Evernia prunastri presenta
en mayor cantidad la sustancia liquénica denominada como &cido evernico [28], en Evernia
mesomorpha se ha identificado el acido divaricatico y AU, esta Ultima es la principal sustancia
gue se encuentre en el género de Usnea spp, en la corteza [29].

Técnicas para el estudio de la actividad antimicrobiana

Por medio del método de difusion en disco o microdilucion se evalua la actividad antimicrobiana
de las sustancias liquénicas, por ello se utilizan cultivos bacterianos con una concentracion de
entre 10° - 108 UFC / mL (unidades formadoras de colonia), equivalente a 0,5 en la escala de
McFarland .

En el caso del método de difusion en disco, el agar que se emplea es Mueller Hinton (MH),
se utilizan sensidiscos entre 6mm [30] a 8mm [29], como control negativo se puede utilizar la
vancomicina, gentamicina, tetraciclina [31] y el dimetilsulféxido (DMSQO) como control positivo;
los sensidiscos se impregnan con las sustancias liquénicas, también se puede perforar el agar
y depositar el extracto. El resultado se determina por el diametro del halo de inhibicion [32].
Por otro lado, en el ensayo de microdilucion, se diluyen las bacterias sembradas en caldo LB
(Luria Bertani) para lograr una concentraciéon de 10° UFC, y concentraciones de entre 0,1 a 500
pug/mL distribuidas en la placa que cuenta con 90 pocillos, se incuban a 37°C, con el fin de
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), en ug/mL, por medio de la turbidez de los
pocillos [33].
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Mecanismos de accion y actividad antimicrobiana del AU

El AU tiene la capacidad de inhibir la sintesis de ADN y ARN de las bacterias, su mecanismo
de accion, consiste en su unién con la enzima primasa (DnaG), encargada de la sintesis de las
hebras cortas de ARN o también conocidas como primers, necesarias para la replicacion del
ADN bacteriano, esta enzima es de importancia en la farmacologia por presentar un sitio activo
para la unién de nucledétidos y un modulo de unién al ADN [34], [35].

También se ha descrito su capacidad de inhibir los genes norA, norB, norC, mepA 'y mdeA de
las bombas de expulsion activa, eflujo o efflux [36], de la que se conocen las superfamilias: ABC
(casete de union al ATP), MFS (superfamilia del facilitador mayor), SMR (resistencia pequefia
a multifarmacos), MATE (extrusion de multifarmacos y toxicos), PACE (eflujo de compuestos
antimicrobianos proteobacterianos) y RND (resistencia a division por nodulacion) [37].

Se puede observar la actividad antimicrobiana del AU en el cuadro 1, teniendo en cuenta las
diferentes especies de liquenes en los que se puede encontrar como metabolito secundario.

La accion antibidtica del AU ha sido sefialada en varias ocasiones por su potencial contra
bacterias gram positivas con resistencia antibiética. El género Staphylococcus sp. se suele
asociar a esta afirmacion, por consiguiente dentro de esta revision encontramos resultados
como los de Moura et al [38] donde en concentraciones bajas de AU de 79.6 pg/mL incluyendo
cepas con resistencia antimicrobiana y 250 pg/mL, en contraste con otros estudios donde esta
concentracion minima inhibitoria se ve aumentada en cepas no formadoras de biofilm 25-50
ug/mL [1], 21 pg/mL en S. aureus [33], 12.5 yg/mL en S. aureus y S. haemolyticus [46], asi
mismo encontramos S. epidermidis con 3.12 ug/mL como MIC. Al comparar los resultados con
los obtenidos por otras sustancias, como las sustancias liquénicas derivadas de las xantonas,
dentro de las que encontramos la esterigmatocistina que suele presentar MIC superior a 100
ug/mL contra S. aureus (MRSA) [48], [49].

Respecto a E. coli, bacilos Gram negativos, se observan valores de MIC de 64 ug/mL y 225 ug/
mL, obteniendo mejores resultados en las especies de Usnea sp. (U. filipendula, U. fulvoreagens
y U. intermedia) respecto a Evernia prunastri. Estos resultados pueden estar relacionados a
la cantidad de AU, que se puede encontrar en cada especie y el solvente utilizado para su
extraccion, ya que del género Usnea sp. se logra aislar una mayor cantidad del AU, por otro
lado, en Evernia sp. este se encuentra en menor cantidad, la sustancia liquénica que predomina
es el acido evérnico [33], [43].

Dentro de las bacterias gram positivas presentes en la literatura encontramos Enterococcus
sp. con dos de sus especies mas representativas a nivel clinico donde podemos observar
resultados similares de MIC en cepas resistentes y susceptibles a antibiéticos comunmente
usados, en el caso de E. faecalis obtuvieron un resultado de 9.4 pg/mL tanto en cepas
susceptibles como resistentes, aunque en estas Ultimas se extiende hasta 18.8 ug/mL MIC, sin
embargo, en un estudio mas reciente el resultado de inhibicion del AU aument6 a 50 pg/mL
MIC para E. faecalis. Por otro lado, E. faecium en la cepa resistente presenté una concentracion
inferior a la susceptible con 4.7 uyg/mL y 9.4ug/mL segun corresponde, se refleja un control de
inhibicién con ampicilina el cual demuestra mejores resultados a concentraciones de 2 pg/mL
[40], [46].
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Cuadro 1. Actividad antimicrobiana del AU.

Especie liquénica Solvente organico Microorganismo Resultados Ref.

Acetona, etanol,

Cladonia rappii Helicobacter pylori 0,012-0,026 pg/mL (MIC) | [17]

cloroformo
Cladonia substellata Eter, cloroformo y
Vainio acetona. Staphylococcus spp 79.6 pg/mL (MIC) (MBC) | [38]
Staphylococcus aureus 21 pug/mL (MIC)
Pseudomonas
ND aeruginosa 133 pg/mL (MIC) [33]
Sl et Escherichia coli 295 ug/mL (MIC)

Hexano, éter etilico, Mycobacterium

clolroformo, acetato de tuberculosis 16 pg/mL (MIC) [39]
etilo, metanol y agua
El (+)- AU purificado y Enterococcus faecium 9.4 pg/mL (MIC)
adquirido de Carl-Roth [40]
(Germany) Enterococcus durans 37.5 ug/mL (MIC)
ND . 5 pg/mL (MIC) (41]
El AU purificado y treptococcus mutans
adquirido de Sigma 10 pg/mL (MBC)
Aldrich, EE. UU. Streptococcus 16-18 mm (HI) [42]
pyogenes
Usnea filipendula y Escherichia coli 0157:
Usnea intermedia H7
Usnea filipendula, Metanol 64 pg/mL (MIC) [43]
Usnea fulvoreagens y Escherichia coli E245
Usnea intermedia
Propionibacterium
Usnea sp. ND acnes ATCC 6919 A2 (1) [44]
Usnea sp. Vibrio harveyi 23.8 mm (HI) [45]
Staphylococcus 3.12 ug/mL (MIC)
epidermidis 6.25 ug/mL (MBC)
Staphylococcus aureus
[46]

Staphylococcus 128 il (AIE)

haemolyticus

Acetona .
Usnea steineri Enterococcus faecalis 50 pg/mL (MIC)

Mycobacterium avium
(ATCC 15769)

Mycobacterium kansasii
(ATCC 12478) [47]

Mycobacterium 8 ug/mL (MIC)
tuberculosis (ATCC
27294)

16 pg/mL (MIC)

Staphylococcus aureus

Usnea subfloridana Metanol MRSA

25-50 pg/mL (MIC) [1]

ND: No disponible. MIC: Concentracion minima inhibitoria. MBC: Concentracién minima bactericida. HI: Halo de
inhibicion
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En el caso del género Streptococcus sp. se encuentra dos ensayos con (+)- acido usnico de
referencia donde se evalla S. pyogenes 'y S. mutans, este primero demostré un halo de 16-18
mm con 150 ug/mL en cambio en el segundo podemos observar un MIC de a partir de 5.0 pg/
mL actuando como bactericida a partir de 10 ug/mL demostrando mayor efectividad en esta
especie, por otro lado en ambos estudios se evalud la reduccion de biopelicula siendo efectivo
en ambos casos ya que reduce los acidos grasos y proteinas en las biopeliculas dispersando
la adherencia desde bajas concentraciones como 0.25 pg/mL en biopeliculas en formacion y
10 ug/mL en biopeliculas maduras [41], [42].

El género Mycobacterium sp., divide sus especies entre micobacterias tuberculosas y no
tuberculosas(NTM), las primeras pueden causartuberculosis, lassegundas causanenfermedades
oportunistas, en personas inmunosuprimidas, de avanzada edad e inmunocompetentes. Se
ha descrito el hallazgo de micobacterias en fuentes de agua y suelo; en este caso se puede
comparar la actividad antimicrobiana del AU encontrado en las especies liquénicas de U.
steineriy E. prunastri frente a M. tuberculosis, con resultados de MIC de 8 ug/mL y 16 pg/mL,
respectivamente. De manera analoga, se obtienen resultados del AU contra NTM, como M.
avium de 16 pg/mL (MIC) frente al AU de E. prunastriy contra M. kansasii 8 ug/mL (MIC), con
AU proveniente de U. steineri [39], [47], [50].

En contraste con lo anterior, encontramos diferentes grupos bacterianos que no han sido
estudiados de tal manera que sea posible comparar la efectividad del AU en diferentes
especies liquénicas, como es el caso del liquen Cladonia rappii frente a Helicobacter pylori,
presentando mejores resultados con el AU, entre 0.012-0.026 ug/mL (MIC), frente al omeprazol
0.046-0.185 ug/mL (MIC). En el caso de Vibrio harveyi, no se observaron valores significativos
respecto al control utilizado, con AU fue de 23.8 mm mientras que con cloranfenicol fueron 22.9
mm; similar a los resultados de Propionibacterium acnes 20-32 mm, el control clindamicina con
30 mm (HI) [17], [44], [45].

Conclusiones

Los liguenes son organismos compuestos capaces de producir metabolitos Unicos que han
demostrado utilidades a nivel médico, sin embargo, se ha visto limitado su uso a causa de
falta de ensayos para la evaluacion de riesgos y espectro en sus aplicaciones. EI AU es un
metabolito que actualmente cuentan con protocolos determinacion y extraccion, se pueden
llegar a convertir el AU en un producto industrial, con el cual contar para el avance de nuevas
estrategias antibidticas que pueden combatir la actual resistencia bacteriana, igualmente
disminuyendo el impacto ambiental causado con antibiéticos regulares.

La accion antibacteriana se puede evidenciar en bajas concentraciones de AU con los géneros
Gram positivos, ademas de afectar comunmente su propiedad de formacion de biofilm, asi
pues, dentro de los resultados podemos encontrar un promedio aproximado de 79.7 pg/mL
como CMI encontrandose dentro del rango tolerable para su administraciéon, de modo que es
posible su uso como terapia antibidtica, a pesar de esto continla siendo recomendable el uso
de aplicaciones alternativas que mejoren su biodisponibilidad. En pocas palabras, el AU nos
puede brindar una opcion viable por su variedad de mecanismo de accion a los antibiéticos
tradicionales, son recomendables mas estudios a nivel in vivo para la evaluacion de una posible
terapia antibacterial con este metabolito.
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