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RESUMEN

La resistencia creciente desarrollada por algunos microorganismos patégenos a los
antimicrobianos actuales hace necesaria la evaluacion antimicrobiana de nuevos
compuestos que la contrarresten. El esqueleto quinoxalin-2-ona tiene propiedades
biologicas importantes, tales como antiviral, antimicrobiana y anticancerigena. En el
presente trabajo se evalué la actividad antimicrobiana de 15 derivados e intermediarios de
quinoxalin-2[1H]-onas contra tres cepas microbianas patégenas para el hombre, las
bacterias Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; asi
como la levadura Candida albicans ATCC 14053. La actividad antimicrobiana se
determiné a través de los métodos de difusion en disco y macro dilucion en caldo. Los
compuestos 3-carboximetil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona, 1a, 1-bencil-3-carboximetil-
4-tosil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona bencil éster, 1f y el acido (2)-3-(2-aminofenilcar-
bamoil)propenoico, 2a, presentaron actividad antimicrobiana contra S. epidermidis, con
una concentracion minima inhibitoria (CMI) = 64 ug/pL para los tres compuestos y una
concentracién minima bactericida (CMB) = 128 ug/uL para 1a y 2a. El acido 2a también
presento actividad contra E. coli, CMI = 32 ug/uL, CMB = 64 ug/uL. El analisis estadistico
de los resultados indica que para 1a y 2a existe diferencia significativa en la mayoria de
las concentraciones empleadas (P<0.05). El analisis estadistico ANOVA de dos vias
indicd6 que los experimentos por el método de difusion en disco fueron confiables y
reproducibles (P>0.05). Los resultados obtenidos son el promedio de nueve mediciones
de experimentos reproducibles.
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1. INTRODUCCION

Tanto en la linea de produccién de alimentos como en el tratamiento de
enfermedades infecciosas los antimicrobianos juegan un papel importante. Las
infecciones transmitidas por los alimentos derivan de la ingestion de un patégeno, seguida
del crecimiento del mismo por invasion de los tejidos, liberacion de toxinas, o ambos.
Generalmente las enfermedades de transmisién alimentaria (ETA) son debidas a
practicas higiénicas deficientes (Prescott et al., 2004), ademas los animales de crianza
que son dispuestos para consumo humano también pueden ser la via de transmision de
microorganismos infecciosos. Lo anterior ocurre al utilizar antimicrobianos como
promotores de crecimiento y para profilaxis antibacteriana en bajas concentraciones,
donde el empleo constante de estos medicamentos genera resistencia en los
microorganismos (Alexander et al., 2008).

En la actualidad la conservacién de alimentos y el tratamiento de enfermedades
tanto humanas como de animales, a pesar de la diversidad de antibidticos disponibles, no
son logrados siempre de forma total. Adicionalmente la existencia de microorganismos
con la capacidad de desarrollar resistencia a estos compuestos, a través de sus diversos
mecanismos bioldgicos, hace necesario el uso de nuevos antimicrobianos (Edurne y Oteo,
2006; Lee, 2008; Trucco et al., 2002).

Los antimicrobianos nuevos son estudiados cuidadosamente en el laboratorio con

ensayos repetidos; a los cuales se les determinan en qué medida son peligrosos y su



1. INTRODUCCION

eficiencia antimicrobiana frente a patégenos especificos (Garcia, 2003; Prescot et al.,
2004).

El método de dilucién en caldo y el de difusion en agar, son dos de las técnicas mas
empleadas para analisis microbiologico que permiten determinar la sensibilidad
antibacteriana y antimicotica de manera rapida, confiable y a bajo costo. Son métodos
recomendados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas
en inglés) y el Comité Nacional para las Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS, por sus
siglas en inglés) (Cona, 2002; Liébana, 1997; Trucco et al., 2002). Estos dos métodos
fueron empleados en el presente trabajo, el de difusion en disco permitié estimar la
sensibilidad antimicrobiana a los compuestos estudiados y obtener el intervalo de
concentraciones donde se puede hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentraciéon minima bactericida (CMB). La CMI es la menor concentracion de un
antimicrobiano para inhibir a una cepa microbiana y la CMB es la menor concentracion de
un antimicrobiano capaz de matar a un microorganismo.

Tanto la CMI como la CMB se determinan a través del método de macro dilucién en
caldo, este procedimiento permitid determinar las concentraciones en las que el
antimicrobiano muestra su efecto mayor. Este ultimo método es el mas utilizado en
ensayos de laboratorio y resulta importante porque permite conocer la CMI 6 CMB a
concentraciones altas de un compuesto (Garcia et al., apartado 11, 2000).

Ambos métodos se han reportado también en la literatura cientifica, como los
empleados en los estudios microbiolégicos realizados a analogos de quinoxalin-2[1H]-
ona. Las quinoxalinonas son compuestos heterociclicos que han demostrado un espectro
amplio en la inhibicién de microorganismos Gram negativos, G (-), Gram positivos G (+) y
hongos (Ali et al., 2000; Carta et al., 2003; Obafemi y Akinpelu, 2005; Sanna et al., 1998;

Sanna et al., 1999, a; Sanna et al., 1999, b).



1. INTRODUCCION

La sintesis de compuestos organicos derivados e intermediarios de quinoxalin-
2[1H]-ona (Santos-Sanchez et al., 2008), Figura 1, desperté el interés de su
determinacion antimicrobiana por su analogia estructural con los descritos en la literatura.
Las determinaciones antimicrobianas se realizaron frente a las bacterias Escherichia coli
ATCC 35218, G (-), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, G (+), y la levadura
Candida albicans ATCC 14053, agentes etiolégicos de enfermedades infecciosas. Las
concentraciones empleadas para la evaluacién de la actividad antimicrobiana por el
método de difusion en disco, fueron de 50, 100, 200, 300, 500, 800, 1000, 1300 y 1500
ug. A los resultados obtenidos se les realizé un analisis estadistico ANOVA de dos vias, la
prueba de DUNCAN y un ANOVA mixto. En el método de dilucion en caldo se probaron

concentraciones en multiplos de 8 hasta 512 ug/uL.
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Figura 1. Derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-ona evaluados como antimicrobianos en
el presente trabajo.



1. INTRODUCCION

1.1 Hipétesis

Las diferentes investigaciones a los analogos de las quinoxalinonas han demostrado
tener una actividad antimicrobiana de alta a baja contra patdogenos importantes. Lo
anterior sugiere que los derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-ona, Figura 1,
presenten actividad antimicrobiana contra cepas patdégenas como la bacteria Gram
positiva Escherichia coli ATCC 35218, Gram negativa Staphylococcus epidermidis ATCC

12228 y la levadura Candida albicans ATCC 14053.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana de 15 compuestos organicos derivados e
intermediarios de quinoxalin-2[1H]-ona (1a-l, 2a-b, 3) sobre Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Candida albicans ATCC 14053, por los

métodos de difusién en disco y macro dilucién en caldo.

1.2.2 Objetivos Particulares

= Determinar la absorbancia en la fase exponencial de las curvas de crecimiento de
cada cepa microbiana a evaluar para obtener células viables.

= Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de la bacteria G (-) Escherichia coli
ATCC 35218, la bacteria G (+) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y la
levadura Candida albicans ATCC 14053 a los compuestos organicos quinoxalin-
2[1H]-ona a través del método de difusion en disco.

= Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima

bactericida (CMB) de los compuestos organicos quinoxalin-2[1H]-onas que

4



1. INTRODUCCION

muestren actividad antimicrobiana en la bacteria E. coli ATCC 35218, S.
epidermidis ATCC 12228 y la levadura C. albicans ATCC 14053 por el método de

macro diluciéon en caldo.

1.3 Justificacion

Los compuestos organicos derivados e intermediarios de la quinoxalin-2[1H]-ona
que fueron evaluados como antimicrobianos en el presente trabajo, Figura 1, guardan una
relaciéon estructural con moléculas que han presentado actividad bioldgica contra
microorganismos patoégenos (Ali et al., 2000; Carta et al., 2003; Obafemi y Akinpelu, 2005;
Sanna et al., 1998; Sanna et al., 1999, a; Sanna et al., 1999, b). Estos microorganismos
son generadores de enfermedades infecciosas en el hombre y contaminan algunos
alimentos por contacto con aguas de riego mal tratadas, ejemplos de ellas son las
bacterias Gram positivas, Gram negativas y las levaduras.

Esta evaluaciéon antimicrobiana es importante dado que el uso inadecuado de la
mayoria de los antibidticos y antifungicos contra estos microorganismos ha propiciado
resistencia. Lo cual origina células microbianas mutantes tolerantes a compuestos
antimicrobianos tanto sintéticos como naturales (Drlica, 2003; Torres, 2005).

La sintesis organica de 15 compuestos derivados e intermediarios de la quinoxalin-
2[1H]-ona, (Santos-Sanchez et al., 2008) al ser analogos de compuestos con probada
actividad antimicrobiana descrita en la literatura motivo un estudio para el conocimiento de
su naturaleza antimicrobiana.

Hasta ahora no existia un estudio en el que se reportara la actividad antimicrobiana
de éstas moléculas, consecuentemente el presente trabajo se enfoco en la determinacién
de la sensibilidad antimicrobiana a través del método de difusiéon en disco. También se
cuantifico la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima

5



1. INTRODUCCION

Bactericida (CMB) a través del método de macro dilucion en caldo contra las bacterias G
(-) Escherichia coli ATCC 35218, G (+) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y la
levadura Candida albicans ATCC 14053.

El analisis antimicrobiano de los 15 derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-
ona constituye una base de conocimiento para futuros estudios que generen un

aprovechamiento en la quimioterapia antimicrobiana.



2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En la presente seccion se da un panorama de las caracteristicas generales de los
microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y Candida albicans,
usados en este trabajo. De su presencia en alimentos, su patogenicidad y su resistencia.
Se menciona de manera general su ciclo de vida microbiano y la importancia de su fase
exponencial en determinaciones antimicrobianas de compuestos in vitro. Posteriormente,
se comentan las ventajas y limitaciones de los métodos de difusiéon en disco y macro
dilucién en caldo, que son las dos técnicas mas empleadas en ensayos con células
microbianas. Asimismo, se da la informacion cualitativa y cuantitativa obtenida de estos
métodos. Finalmente, se presentan los analogos descritos en la literatura derivados de
quinoxalinona con actividad antimicrobiana relacionados estructuralmente con los

estudiados en este trabajo.

2.1 Microorganismos empleados en las pruebas antimicrobianas

Las cepas microbianas obtenidas de casos clinicos o de un ambiente general son
empleadas rutinariamente en la determinacién de antimicrobianos. Habitualmente el uso
de microorganismos aislados de enfermos en determinacién antimicrobiana se realiza
para la eleccion del antimicrobiano mas adecuado en el tratamiento de enfermedades
(Daza, 1998). Esto permite observar la resistencia de los microorganismos causantes de

enfermedades a antimicrobianos de uso comun. Los microorganismos aislados son
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identificados o tipificados para saber la subdivision de la especie microbiana. Las
subdivisiones son de interés en el ambito epidemiolédgico y patolégico, para conocimiento
del origen comun o al azar de un brote de la misma especie (Liébana, 1997). La cepas
tipo suelen mantenerse en cultivos puros y estan mejor caracterizadas que otras cepas
(Prescott et al., 2004). Asi la tipificacion de una cepa permite una determinacion
especifica del microorganismo que es inhibido o muerto por los nuevos antimicrobianos.
Las bacterias Gram positivas, Gram negativas asi como los hongos y levaduras son
generalmente los mas utilizados en la determinacidon de nuevos antimicrobianos.

Las bacterias y las levaduras son dos microorganismos que se diferencian entre si
por sus caracteristicas morfolégicas y por su estructura celular. Las bacterias G (-)
Escherichia coliy G (+) Staphylococcus epidermidis son células procariotas y la levadura
Candida albicans es una célula eucariota.

Las células eucariotas se distinguen de las bacterias por su tamafo pues son
mucho mas grandes que las procariotas ademas contienen sistemas membranosos
intraplasmaticos asi como mas organelos (Madigan et al, 2004). Todas estas
caracteristicas pueden verse modificadas a nivel fisiolégico y bioquimicos en un ambiente
diferente a su medio 6ptimo, con la finalidad de adaptarse al nuevo medio.

Esta capacidad de adaptacién se consigue por la generacion de mutantes, que se
logra a través de la informacion que pasa por los genes de las células microbianas
(Garcia, 2003). Asi también la exposicion a los antibiéticos en concentraciones bajas hace
que aquellas pocas bacterias que adquirieron la resistencia se desarrollen
preferentemente que aquellas que no la adquirieron (Silva, 2006).

En general los microorganismos E. coli, S. epidermidis y C. albicans han adquirido
un nivel de resistencia tanto a antibiéticos como antimicéticos estudiados y empleados en
el tratamiento de enfermedades patégenas para el hombre. Esto se puede deber a la

elaboracion de sustancias antagodnicas del antimicrobiano y aun mas importante a un
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proceso de seleccién natural de las cepas que surgen de una especie originalmente
susceptible volviéndose permanentemente resistente (Kenneth y Williams, 1986; Martinez
y Baquero, 2002; Poole, 2002).

La sobrevivencia de estas células microbianas les permite presentarse en alimentos
ocasionando enfermedades. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son de las principales causas de
enfermedad entre la poblacién mundial (Borbolla et al., 2004). La sobrevivencia de los
microorganismos puede permitir también tener una mayor patogenicidad para el hombre y
disminuir la capacidad bacteriostatica o bactericida de los compuestos que las

contrarresten. Estas caracteristicas se mencionan a continuacion.

2.1.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli

Uno de los microorganismos pertenecientes a las células procariotas es la bacteria
E. coli, la cual es un bacilo alargado, no formador de esporas, capaz de fermentar lactosa
y glucosa. Este microorganismo G (-), en medio agar Mc Conkey (AMC), forma colonias
esféricas de color rosa, de consistencia mucosa, lisas y blandas, con un pequefio borde al
centro, Figura 2.

La bacteria E. coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae, a los miembros de
esta familia se nombran enterobacterias o bacterias entéricas. Estos miembros son tan
comunes, frecuentes e importantes que probablemente sean las bacterias mas estudiadas
en la mayoria de los laboratorios. Es E. coli el género y la especie de experimentacion
elegido por muchos microbidlogos asi como la mejor estudiada (Prescott et al., 2004). E.
coli es una de las bacterias mas empleadas en determinaciones antimicrobianas, como
control de calidad en pruebas de susceptibilidad y de mayor presencia en aislados de

infecciones (Andreu et al., 2005; Famiglietti et al., 2005; Trucco et al., 2002).
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Figura 2. Colonias de E. coli en agar Mc Conkey (AMC).

E. coli forma parte de la flora normal bacteriana de los intestinos del humano y de
algunos animales, por lo tanto es considerado un patdégeno alimenticio importante al
causar enfermedades fatales de origen humano y animal (Chart, 1998; Marzocca et al.,
2006). E. coli tiene una capacidad considerable para desarrollar resistencia a los
antibidticos (Edurne y Oteo, 2006). Es indicador de contaminacion fecal en agua y en los
alimentos, relacionandose con la aparicibn de sintomas o enfermedades
gastrointestinales (Ishii et al., 2006; Madigan et al., 2004; Prescott et al., 2004; White et
al., 2010).

El ganado es generalmente considerado el mayor reservorio para E. coli asi como
los vegetales por ser cultivados con agua de lluvia, la cual precipita arrastrando e
infectando con estiércol los pozos de la comunidad agricola y subsecuentemente al ser
utilizada esta agua contamina el terreno y por consecuencia los vegetales (Acevedo et al.,
2001; Ibekwe y Grieve, 2003).

La disminucion o eliminacion del crecimiento y desarrollo de E. coli es de suma

importancia debido al riesgo que implica para la salud humana. Por ello la posibilidad de
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evaluar un antibacteriano contra este microorganismo resulté de interés para su estudio

en esta tesis.

2.1.2 Caracteristicas generales de Stapyhlococcus epidermidis

La bacteria S. epidermidis es otro microorganismo perteneciente a las células
procariotas. Es una bacteria G (+), de forma esférica que tiende a agruparse en forma de
racimos de uva. En medio agar Estafilococos no. 110 (AE110) forma colonias redondas,
lisas, de tamafo pequefio, cremosas, blandas, pastosas, de bordes uniformes y con

centro elevado, Figura 3.

Figura 3. Colonias de S. epidermidis en agar Estafilococos no. 110 (AE110).

S. epidermidis forma parte de la familia Staphylococcaceae, los miembros de esta
familia son del género Staphylococcus y son responsables de muchas enfermedades

humanas y alimenticias (Prescott et al., 2004). Es un microorganismo que se ha aislado

11
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clinicamente y se emplea como control en y para determinaciones antimicrobianas
(Estrada et al., 2005; Michelim et al., 2005; Monzén et al., 2001; Rojas et al., 2001).

La especie S. epidermidis es un componente importante de la flora microbiana
normal humana en la piel y mucosas (Sellman et al., 2005). Es el segundo, después de
Staphylococcus aureus, de los dos principales microorganismos patégenos oportunistas
de este género (Gill et al., 2005).

Existen intoxicaciones alimentarias con estafilococos producidas por la deficiencia
en la refrigeracion de los alimentos responsables, asi como por la manipulaciéon de los
mismos por personal que es portador de estafilococos o con una herida cutanea
estafilococica abierta (Liébana, 1997; Valdiviezo et al., 2006; White et al., 2010)
haciéndola una bacteria G (+) patdégena importante. Es también un microorganismo
encontrado en infecciones intramamarias en animales sobre todo en vacas, cuando estas
infecciones no son detectadas afectan la calidad de la leche producida (Boscan et al.,
2009) y por lo tanto de los productos derivados elaborados lo que ha ocasionado su
aislado en quesos (Lemus et al., 2008).

S. epirdermidis es considerado un microorganismo patégeno importante y su
resistencia a antibidticos ha aumentado, incluso esta considerado como un
microorganismo mas resistente que S. aureus (Nodarse, 2001).

Por lo anterior la posibilidad de encontrar un antimicrobiano contra esta bacteria

resultd de interés para su estudio en esta tesis.

2.1.3 Caracteristicas generales de Candida albicans
C. albicans, es una célula eucariota, hongo dimorfo con largas seudohifas, hifas y

células gemantes subesféricas. C. albicans en el medio agar dextrosa Saboraud 2%

12
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(ADS) forma colonias ovales, esféricas casi cilindricas, lisas, blancas o cremosas,

pastosas y blandas, de bordes precisos, centro ligeramente prominente, Figura 4.

Figura 4. Colonias de C. albicans en agar dextrosa Saboraud 2% (ADS).

La levadura C. albicans pertenece a la familia Saccharomycetaceae. El género
Candida sobresale por su presencia en infecciones. De las especies pertenecientes a este
género es C. albicans la mas importante de las diez responsables de infecciones en el
hombre (Silva et al., 2002). Se emplea también como indicador de contaminacién en
alimentos y equipos preparados inadecuadamente (Borbolla et al., 2004; Curtis et al.,
2000; White et al., 2010). Es una de las levaduras mas empleadas en determinaciones
antimicrobianas (Carta et al., 2003; Obafemi y Akinpelu, 2005; Sanna et al., 1998, 1999,
a).

C. albicans esta asociada ecoldgicamente a seres vivos de sangre caliente. Su
temperatura de crecimiento es entre 25 y 37°C. Los tractos digestivo y respiratorio, junto

con la mucosa genital, son los reservorios mas importantes en los seres humanos. No

13
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sobrevive durante mucho tiempo en superficies secas pero su supervivencia es mayor
cuando hay humedad y se ha aislado de los cepillos dentales, cremas de manos,
cosméticos y ropa. La célula eucariota C. albicans es también una especie que tiene un
conjunto de atributos que le da una habilidad para evadir a los mecanismos de defensa
del huésped, de producir resistencia al tratamiento antifingico, o de lesionar las células y
tejidos que invade (Berkhout, 2002; Rex et al., 1995).

Por lo anterior la posibilidad de encontrar un antimicético contra esta levadura

resultd de interés para su estudio en esta tesis.

2.2 Crecimiento celular microbiano

Los microorganismos, al igual que cualquier célula viva, tienen un ciclo de vida y
llevan a cabo un crecimiento celular. El crecimiento de las células no es mas que un
incremento ordenado de todos los componentes de un microorganismo (Brooks et al.,
1999).

El crecimiento de microorganismos en un cultivo se realiza a través de la division o
reproduccion de cada célula por medio de su segmentacion para formar dos nuevas, este
proceso se denomina fision binaria. La fisidn binaria inicia con la duplicacion por la
elongacién hasta casi el doble de la longitud de la célula, enseguida se forma un septo
(tabique) y por ultimo las dos células nuevas se separan, gracias a este septo, que
termina el proceso de duplicacion. En las mejores condiciones por ejemplo Escherichia
coli completa este ciclo en 20 minutos (Madigan et al., 2004). La duplicacién o ciclo de
crecimiento en cada célula es variable, incluso puede ser mas rapido aunque la mayoria
lo hace lentamente.

En el monitoreo del crecimiento de las células eucariotas como las levaduras y

hongos, la velocidad de crecimiento de cada especie determinara el tiempo de incubacién
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(Liébana, 1997). Las levaduras comunmente se reproducen con la formacién de yemas
por gemacion y divisiébn transversal, cada yema que se separa genera una nueva
levadura, y algunas se agrupan para formar colonias (Prescott et al., 2004).

Las células al crecer y reproducirse en un medio liquido generan cierta turbidez que
permite medir su desarrollo microbiano a través del tiempo con un espectrofotometro, el
cual mide la cantidad de luz emergente no dispersada por las células. Asi el desarrollo de
las cepas microbianas puede ser monitoreado con ayuda de métodos
espectrofotométricos, resiembras y observaciones al microscopio. Sin embargo para
realizar esto se necesita tener una curva estandar ya que las unidades de densidad 6ptica
son proporcionables al numero de células solo dentro de ciertos limites (Brooks et al.,
1999; Prescott et al., 2004).

La curva estandar puede lograrse microscopicamente o con un recuento de células
viables o a través de peso seco para asi obtener una estimacion de ambos parametros a
partir de una simple lectura en el espectrofotémetro (Madigan et al., 2004). El desarrollo
celular se grafica semilogaritmicamente y de esta manera se puede observar el ciclo de
vida.

Las observaciones y los monitoreos realizados de las cepas microbianas han
permitido saber que una parte importante del desarrollo de los microorganismos depende
de la disponibilidad y cantidad de nutrimentos. Los microorganismos compiten entre ellos
por los nutrientes para poder desarrollarse y reproducirse. Cuando se tienen todas las
condiciones adecuadas para que un microorganismo en especifico se desarrolle, este se
multiplicara de tal forma que permitira observar las fases que forman su ciclo de vida
hasta su muerte (Prescott et al., 2004).

Fases de crecimiento celular microbiano. Las diferentes etapas que se presentan

durante el desarrollo de los microorganismos son nombradas como la fase de latencia
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(lag), la fase exponencial (log), la fase estacionaria y la fase de muerte. EI

comportamiento de los microorganismos en etapas lo podemos apreciar en la Figura 5.

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte
(lag) (log)

log de la absorbancia

Tiempo

Figura 5. Fases de crecimiento microbiano en un sistema discontinuo o cerrado.

Prescott y colaboradores (2004) hacen una descripcion de cada una de las fases. La
fase de latencia (lag) es aquella en la que al colocar un microorganismo en un medio de
cultivo fresco, no se produce un aumento inmediato del nimero de células o de masa. Sin
embargo, este es un proceso activo ya que la célula se encuentra sintetizando nuevos
componentes equipandose de nuevo, replicando su ADN, comenzando a incrementar su
masa y finalmente dividiéndose. La fase de latencia tiene una duracion variable segun el

estado del microorganismo y la naturaleza del medio. Cuando se transfiere un cultivo en
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fase de crecimiento exponencial a un medio nuevo de la misma composicion, la fase de
latencia se acorta o no se produce.

La fase exponencial o log es la mas importante en cuanto a la determinacion
antimicrobiana se refiere ya que es la utilizada en estudios bioquimicos y fisiologicos
debido a que durante esta fase, la poblacion es mas uniforme, quimica vy fisiolégicamente.
Los microorganismos en esta fase se dividen y crecen hasta el nivel maximo posible
dependiendo de su potencial genético, del tipo de medio de cultivo y de las condiciones
de crecimiento. El crecimiento microbiano en esta fase es constante porque las células se
duplican en numero a intervalos regulares, lo que ocasiona una curva con aumento suave
y no con saltos discretos.

Una fase anterior y posterior a la fase exponencial resultaria inapropiada en
estudios bioquimicos y fisiolégicos debido a que en la fase anterior, llamada de latencia, el
microorganismo se encuentra en adaptacion al nuevo medio de cultivo asi como
sintetizando nuevos componentes por lo que el aumento de numero de células
normalmente no se produce. Mientras que en la fase posterior (estacionaria) las células
microbianas llegan a tener un estrés nutricional que las hacen mucho mas resistentes al
dafio por diferentes mecanismos de factores como compuestos quimicos toxicos al
producir proteinas que se unen y protegen a la célula microbiana. Esta fase no puede ser
empleada en analisis microbiolégicos debido a que si una célula entra en un estrés
nutricional se vuelve mas resistente al dafo por diferentes mecanismos y en algunos
casos se tornan mas virulentos. (Prescott et al., 2004).

La fase estacionaria se da a lugar cuando el crecimiento de la poblacion cesa y la
curva se hace horizontal (Figura 5). En esta fase el numero total de microorganismos
permanece constante debido a que han alcanzado un equilibrio entre la division y la
muerte o porque la poblacion deja de dividirse, aunque siga metabdlicamente activa. Las

células microbianas pueden entrar en fase estacionaria por diferentes causas, por la
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limitacién de los nutrientes, por acumulacion de residuos téxicos o por alcanzar un cierto
nivel critico poblacional, estos factores pueden actuar conjuntamente.

La fase de muerte tiene un comportamiento en las células que se muestra como una
disminucion del namero viable de éstas. Aqui las células mueren en cantidad constante
siendo normalmente una disminucién logaritmica similar pero inversa a la fase
exponencial. En esta fase las células mueren, es decir que pierden toda capacidad de
multiplicarse. La supervivencia prolongada de algunas células resistentes ocasiona en un
punto de la curva la disminucion de la velocidad de mortalidad.

El crecimiento microbiano y su monitoreo es de suma importancia para estudios en
la inactivacién de células microbianas, especificamente patégenas, ya que este
crecimiento no es precisamente el aumento de tamafio de una célula empleada en
estudios de bioquimica o nutricion microbiana si no un aumento en el desarrollo de la
biomasa celular y concentracién celular importante para estudios de genética microbiana
o de inactivacion de las células (Brooks et al., 1999).

La determinacién de la fase exponencial en este trabajo se realizé en un sistema
cerrado o discontinuo. El sistema cerrado o discontinuo se entiende como aquél en que
no se afnade mas cantidad de medio que la inicial es decir, que no se renuevan los
aportes de nutrientes ni se eliminan los residuos, a diferencia del sistema continuo en el
cual constantemente se suministran nutrientes y se realiza la eliminacién de residuos.

La desventaja de los medios continuos de los discontinuos es que en los continuos
el nutriente esencial o limitante al ser adicionado de forma no constante puede ocasionar
la variacién también tanto del crecimiento como de la densidad final de las células, ya que
estos dos dependen de la concentracion de dicho nutriente. Si la velocidad de
incorporaciéon del nutriente varia también variara el crecimiento celular (Prescott et al.,
2004). Estos factores en analisis antimicrobianos pueden causar errores en la

determinacion de la capacidad antimicrobiana a causa de la variacién del crecimiento en
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la fase exponencial. En cambio el medio discontinuo mantiene constantes estos
parametros disminuyendo los posibles cambios o variaciones de crecimiento.

Debido a todo lo descrito anteriormente la fase exponencial o fase log es la de uso
en la determinacion antimicrobiana de nuevos agentes antibacterianos y antimicéticos por

diferentes métodos (Prescott et al., 2004).

2.3 Métodos para determinacion antimicrobiana

La determinacion preliminar de la actividad antimicrobiana se realiza a través de los
métodos in vitro. Dentro de estos métodos se encuentra el de difusion en disco y dilucion
en caldo, los cuales son empleados como procedimientos en microbiologia clinica. Son
recomendados por la Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas (Garcia et al.,
Apartado 11, 2000), asi como también por la FDA y aceptados como estandar por el
NCCLS como pruebas adecuadas para estudiar la sensibilidad de los microorganismos, al
ser técnicas sencillas y flexibles (Cona, 2002; Liébana, 1997). A través de estos métodos
generales de analisis el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) realiza la valoracién
microbiologica de antibidticos (IMSS, 2001). Por lo anterior en el actual trabajo se

utilizaron estos dos métodos y se describen a continuacion.

2.3.1 Método de difusion de agar en disco

El método de difusién de agar en disco se basa en la difusion del antibiético desde
un punto de aplicacion a través de una superficie de agar inoculado con el
microorganismo de prueba. La difusién origina zonas de inhibicién del microorganismo

cuyo tamafo (diametro) esta en relacion con la concentracion del antibidtico.
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La concentracion es un factor que determina la efectividad del antimicrobiano asi
como el tiempo de contacto, esto es porque de ellos depende la disminucién o eliminacién
de la acumulacion de los patégenos que son causantes de enfermedades (Atlas, 1988;
Prescott et al., 2004).

El efecto de la concentracion del compuesto a prueba esta basado en la cantidad de
inéculo presente del microorganismo. En la Figura 6, se observa el in6culo ideal con
densidad aceptable para el crecimiento de las colonias en la prueba de susceptibilidad en

placa.

a) b) c)

Figura 6. Inoculo a) menos aceptable; b) ideal y c) maximo aceptable de colonias en la prueba de
susceptibilidad en placa (Andrews, 2006).

La cantidad de inéculo del microorganismo influye también en la formacion del halo
y su apreciacion como resultado de la prueba. El didametro de la zona de inhibicién indica
la capacidad de matar o inhibir y se miden los milimetros mas cercanos de los bordes de

la zona sin crecimiento microbiano establecido por el ojo humano. La medicion se puede
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realizar con una regla, un vernier digital o a través de una zona de lectura automatica de

forma rapida y sencilla (Andrews, 2006), Figura 7.

Examinar esta area
por la presencia de
posibles colonias
diminutas

Zona de Dborde
evidente que debe
medirse

El interior de la
zona no se mide

Figura 7. Lectura de zonas de inhibicion presentes en un halo (Andrews, 2006).

La quimiotaxis negativa realizada por las bacterias en el medio permite observar de
manera clara el hecho de si existe o no inhibicion por el desarrollo de un halo. Es
importante mencionar que si se llega a apreciar dentro de los bordes de la zona de
inhibicion formaciones de colonias, lineas o peliculas se debe determinar si esto es
debido al desplazamiento del antimicrobiano o es una colonia diferente a la estudiada. La
formacion de una colonia diferente dentro de la zona de inhibicidn, condiciona a que esta
debe ser resembrada para su identificacion y de ser necesario repetir la prueba de
susceptibilidad pues es sefial de contaminacion.

El método de difusién en disco tiene diferentes ventajas en comparacion con otros
meétodos existentes, como por ejemplo el método de Epsilon y el método de difusion en

pozos. Entre las ventajas tenemos el tiempo menor de elaboracién, el costo menor de
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material y reactivos asi como la mayor facilidad en la manipulacién de la muestra durante
la prueba. Es un método que se considera mas cualitativo que cuantitativo pues permite
visualizar el efecto de los compuestos a prueba. Asi también acerca o reduce las
concentraciones en la que se puede localizar la concentracion minima especifica a la cual
se obtiene la mayor disminucion o muerte del microorganismo (Garcia et al., apartado 11,
2000).

En ciertos casos que se puede cuantificar la concentracion minima inhibitoria (CMI),
que se define como la concentracidon mas baja de farmaco que inhibe la proliferacion del
microorganismo (Levinson y Jawest, 1992; Garcia, apartado 12, 2000), se realiza
contrastando previamente el sistema disco-placa con un gran numero de cepas de CMI
conocidas que han estado previamente determinadas por otros métodos de determinacion
de la sensibilidad a los antimicrobianos. Se lleva a cabo con cientos de bacterias para
minimizar errores. Se grafican los halos de inhibicion frente a las CMI y se hace una recta
de concordancia, asi para determinar la CMI de una cepa los diametros de los halos de
inhibicion se extrapolan en la gréafica (Garcia et al., apartado 11, 2000).

Puede realizarse un resembrado en placa de la zona del halo en donde no se
observan unidades formadoras de colonias (UFC). Aunque este procedimiento se hace
dificil pues implica una mayor habilidad en la toma de muestra de las colonias existentes o
no dentro del halo, considerando que el tamafo del halo puede resultar pequefio. Si la
toma de muestra es incorrecta el resembrado arrojara resultados erroneos y por lo tanto
no se podra determinar correctamente las concentraciones con efecto inhibitorio o de
muerte. Asi también se debe de asegurar que es la colonia original sembrada y no una
colonia distinta debido a contaminacion. Finalmente, después del resembrado, si existe
crecimiento en la placa es un actividad inhibitoria si no existe crecimiento es bactericida.

Por lo anterior es que se considera un método en su mayoria cualitativo.
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El método de difusion en placa es aplicable tanto para bacterias como para
levaduras y hongos, sin embargo el medio de cultivo y el tiempo de incubacién sera
distinto para cada especie como es de esperarse (Liébana, 1997).

Un método que si permite cuantificar la actividad antimicrobiana de manera tanto
sencilla como rapida y dar la CMI y CMB es el de dilucién en caldo. La CMB es la
concentracién a la que se lisa un microorganismo mas que inhibirlo, reduciendo el 99.9%

de las colonias (Garcia et al., apartado 12, 2000; Levinson y Jawest, 1992).

2.3.2 Método de macro dilucién en caldo

El método de macro dilucion en caldo es una técnica considerada cuantitativa que
se basa en la turbidez que presenta el medio de cultivo provocado por el crecimiento
celular. Esto se evalua opticamente y se seleccionan los tubos con menor turbidez para
obtener la CMI 6 CMB del antimicrobiano. Este método es cuantitativo en comparacién
con el método de difusién porque permite conocer la CMI y CMB a través del resembrado.
Es decir, aunque exista turbidez en los tubos de prueba, este puede ser generado por el
compuesto y no por el crecimiento microbiano. Es cuantificable porque a través del
recuento en placa que se realiza para comprobar y medir el efecto proporcionado por una
concentracién especifica del antibidtico, indica la CMI o la CMB.

Tanto el método de macro dilucién en caldo como el turbidimétrico se realizan en un
medio de cultivo liquido inoculado con el microorganismo de prueba al que se le adicionan
concentraciones crecientes del antibidtico. Después del periodo de incubacién, se observa
0 se mide la turbidez producida por el crecimiento microbiano logrado, el cual dependera

de la concentracion y efecto del antibiético (IMSS, 2001).
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

La técnica de macro dilucion en el area de la investigacibn es una prueba
metodoldégica recomendada para evaluar nuevos o antimicrobianos comunes frente a
patdgenos conocidos determinando asi su capacidad y poder bactericida.

El método de dilucion es un método simple y eficaz sin embargo, al igual que el de
difusion, puede presentar efectos llamados paraddjico, de tolerancia y de perseverancia.
El fendmeno paraddjico, o de Eagle, consiste en la presencia de un mayor niumero de
bacterias supervivientes a concentraciones superiores a la CMB. La tolerancia es la
disminucion o desaparicion de la capacidad de matar de un antibiético bactericida en un
determinado aislamiento o especie. Y la persistencia refleja el hecho de que una pequefia
poblacion resiste a la accion bactericida, esta cuantia suele ser menor al 0.1% asi la CMB
es la muerte en 99.9% del in6culo (Garcia et al., apartado 12, 2000).

Los métodos de difusion en disco y macro dilucion en caldo se complementan ya
que se necesita conocer el intervalo de concentraciones de los compuestos en estudio en
el que son activos, y a que concentracion minima determinada tienen un efecto inhibitorio
o bactericida.

En particular, en la determinacion antimicotica aplicando uno y otro método se
pueden obtener las CMB y CMI. Para realizar esto se debe de seleccionar
adecuadamente el medio de cultivo, el tamafio de inéculo y el tiempo de incubacion para
cada especie. El uso de estos métodos, para la determinacion antimicética de la levadura
aqui estudiada, es correcto ya que otros métodos han dado divergencias en los resultados
y en su correlacion entre ellos. Sin embargo cuidando estos factores con las técnicas de
dilucién en caldo, diluciéon en agar y difusiéon en discos se tienen resultados confiables que
hacen que sean técnicas mas empleadas en la practica (Liébana, 1997; Torres, 2005).

Los métodos de difusion en disco y dilucidon en caldo descritos anteriormente se
emplearon en la determinacion antimicrobiana de 15 compuestos derivados e

intermediarios de quinoxalinonas.
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

2.4 Derivados de quinoxalinonas con actividad antimicrobiana

Los compuestos sintéticos que son derivados de quinoxalinonas constituyen una
clase importante de antimicrobianos farmacéuticos y agricolas. Estos son usados con una
finalidad microbiolégica importante en tejidos de algoddn asi también actuando como
herbicidas, fungicidas, antagonistas, antibiéticos, entre otros (Obafemi y Akinpelu, 2005).

Se han publicado algunos estudios referentes al comportamiento antimicrobiano de
quinoxalinonas (Carta et al., 2003; Sanna et al., 1998; Sanna et al., 1999, a y b). Sin
embargo existen otros derivados que en la actualidad se estan sintetizando y no cuentan
con el estudio correspondiente a su capacidad de inhibir o matar microorganismos Gram
negativos, positivos y levaduras.

Los 15 derivados de quinoxalin-2[1H]-onas, Figura 1, objetos de este estudio,
resultan de interés pues analogos a ellos han mostrado actividad tanto antibacteriana
como antifungica, anticancerigena, antiinflamatoria y antidepresiva (Ali et al., 2000). La
actividad antimicrobiana de estos analogos ha sido descrita como baja a alta en bacterias
Gram positivas, Gram negativas y levaduras. Los resultados de evaluaciones
antimicrobianas descritas en la literatura se muestran en las Tabla 1y 2.

En la Tabla 1 se observa la actividad antimicrobiana de una serie de
dihidroquinoxalinonas descrita por grupos de investigadores europeos. Estas
dihidroquinoxalinonas en su mayoria presentan de una moderada a baja o nula actividad
antibacterial y antimicética, CMI 125 a 2500 ug/mL (Carta et al., 2003; Sanna et al.,1998,
1999, a, 1999, b).

En relacion a la actividad antimicrobiana contra E. coli, se puede observar que mas
de la mitad de las dihidroquinoxalinonas estudiadas mostraron CMls desde 125 a =500
pg/mL, mientras que siete de ellas fueron inactivas (Carta et al., 2003; Sanna et al.,1998,

1999, b).
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Tabla 1. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI), ug/mL, de quinoxalinonas determinada por el método de dilucion.

R,
3
Ri“EN N R,
R, *
Microorganismos
Compuesto Sustituyentes Escherichia  Staphylococcus Candida Candida 227;2::2 Referencia
coli aureus albicans spp. ATCC 90029

4 R1=R3=Rs=H, R, = COzEt, R4 = CF3 125 250 N N.D. N.D.
5 R1=R3=R4s=H, Ra= COzEt, Rs = CF3 125 =500 N N.D. N.D.
6 R1=R3=Rs=H, Rz = COzEt, Rs = CHj3 =500 =500 250 N.D. N.D. Sanna et al.,
7 Ri1=Et,R,=CO;H,R3=Rs4=Rs=H =500 =500 N N.D. N.D. 1998
8 R1=Et, R, =CO;H, R3 =Rs = H, Rs = CF3; =500 =500 N N.D. N.D.
9 R1=Et, R, =CO;H, R3 =Rs = H, R4 = CF3 =500 =500 N N.D. N.D.
10 Ri1=R3=Rs=H, R, = Et, R4 = CF3 =500 =500 N.D. N N.D. Sanna et al.,
1 R1=R3=Rs5=H, Rz = CH2CO2Et, R4 = CF3 =500 =500 N.D. N N.D. 1999, a
12 R1=R3=R4=H, Rz = CH2CO;Et, Rs = CF3 =500 =500 N.D. N N.D.
13 R1=R3=Rs =H, R2 = CH2Br, Rs = NO> 125 250-500 N.D. 62.5 8
14 Ri1=R3=Rs=H, R, =Rs = CF3 N N N.D. 15.6 8
15 R1=R3=Rs=H, Rz = CH2,CH2CH3, R4 = CF3 N 250-500 N.D. N N
16 R1=R3=R4=H, R, = CH2Br, Rs = CF3 N 62 N.D. 62.5 >125 Sanna et al.,
17 R1=R3=Rs=H, R2 = CH2Br, R4 = CF3 N 31.2 N.D. 15.6 31.2 1999, b
18 R1=R3=H, Rz = CH2Br, Ry = Rs =F N 125 N.D. 62.5 31.2
19 Ri1=R3=H,R2=CF3, R4=Rs=F N 250-500 N.D. N N
20 R1 = R3 = R5 = H, R2 = R4 = CF3 N 250-500 N.D. 125 8
21 R1=R4=H, Rz = CH2Br, R3 =Cl, Rs = CF3 125-500 125-500 N.D. 2250 N.D.
22 Ri1=Rs4=H, Rz =Et, R3=CI, Rs = CF3 125-500 125-500 N.D. 2250 N.D. Carta et al.,
23 Ri=Rs=H,R2 = CH(CH3)2, Rs = C|, R4 = CF3 125-500 125-500 N.D. 2250 N.D. 2003
24 R1=R4=H, R2 = CO:Et, R3 = Cl, Rs = CF3 125-500 125-500 N.D. 2250 N.D.

N = Negativo

N.D. = No determinado
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Tabla 2. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI), ug/mL, y halo de inhibicién (mm) de quinoxalinonas determinadas por el método de difusion en

ik
8. _N_2_0O
7 1:/[
3
~
N;O,S 6 ~7% N Ry
4

Microorganismos
Escherichia coli KIebs:eII_a Staphylococcus Candida albi
. NCIB 86 pheumoniae aureus NCIB 8588 andiaa aibicans ,
Compuesto  Sustituyente NCIB 418 Referencia
Halo de Halo de Halo de Halo de
inhibicion, CcMmi inhibicioén, cMmi inhibicién, a cMmi inhibicién, a cMmi
a 2 mg/mL a2 mg/mL 2 mg/mL 2 mg/mL
25 Ri=H 17 250 15 31.3 27 1000 26 N.E. Obafemi y
26 Rs=OH 32 62.5 30 31.3 21 15.6 25 N.E.  Akinpelu, 2005
N.E. = No especificada
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Sin embargo, en la actividad antimicrobiana contra S. aureus se observd que
practicamente todas las dihidroquinoxalinonas inhiben su crecimiento, con excepcién de
un isémero evaluado (14). Las CMIs contra S. aureus esta entre 125 y 2500 ug/mL, y de
manera general resaltan dos compuestos halogenados 16 y 17 que presentan una
actividad antibacteriana alta, CMI de 62 y 31.2 ug/mL, respectivamente (Sanna et al., b,
1999).

Con respecto a la actividad antimicética de quinoxalinonas, el grupo de Sanna et al.,
(1999, b), encontré que las CMIs contra C. albicans fueron mas pequefas que las
correspondientes para las bacterias antes mencionadas. Estas concentraciones se
encuentran en el intervalo de 8 a 125 pg/mL. Los compuestos estudiados se caracterizan
por poseer atomos de Br y F, tanto en el aromatico como en C-2, Tabla 1. El patron de
sustitucién de estos halégenos parece no tener influencia en la actividad antimicrobiana
evaluada. Posteriormente en el 2003, Carta et al., estudiaron dihidroquinoxalinonas
también halogenadas con Br y F, pero adicionalmente estas moléculas contenian en C-5
un atomo de Cl.

Las CMIs determinadas, 125-500 ug/mL, sugieren que la presencia del Cl en C-5
indujo una disminucion de la capacidad de inhibicidon contra C. albicans. El resto de los
compuestos estudiados mostré CMIs 2250 ug/mL. Todos los estudios antes mencionados
fueron realizados por el método de dilucién en caldo.

El unico reporte a la fecha de la actividad antimicrobiana de quinoxalinonas por el
método de difusidn en pozos es el descrito por Obafemi y Akinpelu en 2005, Tabla 2. El
estudio involucro las cepas E.coli NCIB 86, K. pneumoniae NCIB 418, S. aureus NCIB
8588 y C. albicans con dos quinoxalinonas; 25 y 26. Los resultados muestran que los
heterociclos tienen una actividad alta, la cual es debido a la alta reactividad principalmente

del grupo N3;O,S en C-6.
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Las determinaciones de los halos de inhibicion, en mm, se realizaron a 2 mg/mL del
heterociclo correspondiente, se observd que existe una mayor sensibilidad sobre los
microorganismos G (-), al compuesto 26 (R, = OH). Para el caso de los halos de inhibicién
correspondientes de E. coli NCIB 86 y K. pneumoniae NCIB 418 los valores de 26 son
practicamente dos veces que los que genera el derivado no hidroxilado 25, Tabla 2.

Las CMiIs encontradas por Obafemi y Akinpelu para tres de los microorganismos
antes mencionados estan entre 250 y 1000 pg/mL para 25 (R; = H). En cambio, en el
derivado 26 (R, = OH), las CMIs se encuentran en un intervalo de 15.6 a 62.5 uyg/mL. Esto
nos indica que la quinoxalinona hidroxilada es mas téxica al tener la CMI menor.

En el presente trabajo, asi como los mencionados en las Tablas 1 y 2, en la
determinacion antimicrobiana de quinoxalinonas se emple6 una bacteria Gram negativa
Escherichia coli ATCC 35218, una Gram positivas S. epidermidis ATCC 12228 y la
levadura Candida albicans ATCC 14053. La actividad antimicrobiana in vitro de las 12
tetrahidroquinoxalinonas (1a-l), los dos intermediarios de quinoxalinonas (2a, 2b) y la
dihidroquinoxalin-2-ona (3), Figura 1, se determiné por los métodos de difusién en disco y

macro dilucién en caldo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Equipo, materiales y reactivos

Autoclave All-American 25X-1, campana de flujo laminar Labconco Lac-36125-00,
cuenta colonias Solbat Q-20 y lapiz marcador de colonias digital Bel-Art F37862, estufa
bacteriolégica Rios Rocha modelo H-33, espectrofotometro UV/vis Perkin Elmer Lambda
35, microscopio electronico trinocular Karl Zeizz Axioskop 20, refrigerador Acros
ART14JKX, congelador General Electric FUM 17DRBRWH.

Agujas entomoldgicas, asa de cultivo de punta redonda y punta recta, base de
unicel, cajas Petri de 9 x 1 cm Kimax, matraces Erlenmeyer de 250 mL Pirex, micropipeta
10 a 100 uL High Tech VE 100/10-100, micropipeta 100 a 1000 uL High Tech VE
1000/100-1000, micropipeta 20-200 yL High Tech VE 200/ 20-200, papel filtro Whatman
42, perforadora de 6 mm, tenazas, pipetas serolégicas 10 mL Kimax, tubos de ensaye con
tapon de rosca 13 x 100 mm y 15 x 125 mm Pyrex, varilla de vidrio, vernier digital General
(precision 0.1 mm), celdas de metacrilato para espectrofotometro de 1 x 1 cm Aldrich.

Multidiscos combinados Bio-Rad: Amikacina (30 pg), ampicilina (10 ug), cefalotina
(30 pg), ceftriaxona (30 pg), cloranfenicol (30 ug), dicloxacilina (1 pg), enoxacina (10 pg),
eritromicina (15 pug), gentamicina (10 ug), netilmicina (30 ug), penicilina (10 u),
trimetroprimsulfametoxazol (25 u). Nistatina Sigma. Agua inyectable Pisa, glicerol 99.5%

Analytyca, etanol 99.5% Omnichem.
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Medios de cultivos. Agar Dextrosa Sabouraud 2% (ADS) Bioxon, agar para
Estafilococos No. 110 (AE110), agar Mc Conkey (AMC), agar Mueller Hinton (AMH), caldo

E. coli, caldo Mueller Hinton (CMH), caldo nutritivo, todos marca Dibico.

3.2 Microorganismos usados

Las tres cepas microbianas patégenas tipificadas empleadas, la bacteria Gram
negativa Escherichia coli ATCC 35218, la bacteria Gram positiva Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, y la levadura Candida albicans ATCC 14053 marca DIBICO,
fueron obtenidas de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC, por sus siglas en
inglés) en forma liofilizada. Inicialmente las cepas liofilizadas se hicieron crecer en 9 mL
de caldo E. coli para E. coli ATCC 35218, caldo nutritivo para S. epidermidis ATCC 12228
y la levadura C. albicans ATCC 14053 y de ahi fueron sembradas en AMC, AE110 y ADS,

respectivamente, para su aislado.

3.3 Quinoxalin-2[1H]-onas e intermediarios

El equipo de investigacion de la Dra. Santos-Sanchez de nuestra universidad aport6
los compuestos quinoxalin-2[1H]-onas para su evaluacion antimicrobiana, Figura 1. Todas
las moléculas fueron totalmente caracterizadas espectroscopica- y espectrométricamente.

La pureza de todos los compuestos fue mayor al 99% (Santos-Sanchez et al., 2008).
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3.4 Ensayo antimicrobiano
3.4.1 Preservacion de cepas microbianas

Las cepas microbianas se hicieron crecer por separado en 50 mL de caldo E. coli
para E. coli ATCC 35218, caldo nutritivo para S. epidermidis ATCC 12228 y la levadura C.
albicans ATCC 14053. De estos cultivos microbianos se tom6 una alicuota con asa de
inoculacion de punta recta para tubo inclinado y otra con asa de punta redonda para placa
por estria cruzada. Ambas siembras se realizaron en AMC para E. coli ATCC 35218,
AE110 para S. epidermidis ATCC 12228, y ADS para la levadura C. albicans ATCC
14053. Los tubos inclinados y las placas se incubaron a 37°C para las bacterias y 28°C
para la levadura obteniéndose asi cepas viables para conservarse a 4°C. Las
temperaturas de incubacion se mantuvieron constantes para todos los experimentos en
toda la metodologia.

Las placas por estria cruzada de cada cepa fueron resembradas cada tres semanas
para la realizacion de las curvas de crecimiento y para la determinacion antimicrobiana
tanto por el método de difusion en disco como por el método de macrodilucion en caldo.
Adicionalmente, de las placas se tomaron cuatro asadas de las colonias de cada cepa
microbiana y se colocaron en viales criogénicos con un volumen de 800 uL de glicerol

estéril al 20% y se conservaron a -20°C, Figura 8.

Figura 8. Cepas microbianas en tubos criogénicos.

32



3. METODOLOGIA

3.4.2 Determinacién de la fase exponencial de la poblacién microbiana

El crecimiento de la poblacion microbiana de cada una de las cepas se analizé a
través de las curvas de crecimiento poblacional en un cultivo discontinuo. Estas curvas
permitieron representar el crecimiento de cada uno de los tres microorganismos en la fase
exponencial, al graficar la absorbancia frente al tiempo de incubacion. Ambos datos se
correlacionaron con el de numero de células viables obtenido en cada intervalo de tiempo.

La fase exponencial de las cepas microbianas se determiné de colonias aisladas por
estria cruzada en placas con los medios AMC, AE110 y ADS. De cada placa se tomé una
colonia y se inoculd por asada en un tubo de ensaye con 9 mL de CMH, que se incubo a
37°C (bacterias) y 28°C (levadura) por 18 h. Pasado el tiempo de incubacion del tubo de
ensaye se tomé una alicuota de 4 mL y se inoculé en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de
CMH.

Del cultivo microbiano anterior se tomé una alicuota de 4.5 mL cada 30 minutos y se
depositd en una celda para leer su densidad 6ptica en un espectrofotdmetro a 560 nm
para las bacterias y 480 nm para la levadura. Se tom6 también 1 mL y se diluyé en un
tubo de ensaye con 9 mL de CMH y de este tubo se tomd 1 mL para que se diluyera en
otros 9 mL de CMH vy asi sucesivamente hasta obtener diluciones de 1 x 10" a 1 x 10°®
para las bacterias y 1 x 10" a 1 x 10”° para la levadura, de las cuales se sembraron las
dos ultimas. De las diluciones (1 x 10° y 1 x 10, bacterias; 1 x 10* y 1 x 10, levadura)
se tomaron 100 uL, de cada una con micropipeta empleando puntas estériles, que se
inocularon por extensién de superficie en cajas petri con AMH. El indéculo microbiano se
distribuyé con una varilla de vidrio con movimientos circulares para que la distribucion
fuera homogénea. De tal forma que los resultados fueran fiables tanto en el recuento de
las diluciones como la técnica de sembrado y evitar las agrupaciones de las células,
permitiendo el numero de colonias correcto por placa (entre 30 y 300 UFC) (Prescott et
al., 2004). Las placas se incubaron por 18 h, realizandose por triplicado.
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El monitoreo espectroscopico del crecimiento poblacional se llevé a cabo hasta que
la densidad optica fuera constante. El conteo de colonias de las placas inoculadas se
realizé a las 18 h de incubacién. Las placas con niumero de colonias menor a 30 o mayor
a 300 se descartaron para que fueran confiables estadisticamente (Arcila, 1999; Prescott
et al., 2004). El diagrama de flujo de la metodologia para la obtencion de la fase log se
muestra en la Figura 9.

Con los datos de absorbancia, tiempo y UFC/mL, se realizé una grafica en papel
semilogaritmico en donde el eje de las abscisas corresponde a los intervalos de tiempo de
la toma de muestras del cultivo microbiano en crecimiento. El eje de las ordenadas
corresponde al logaritmo de la absorbancia del cultivo microbiano a ese lapso de tiempo.
Ambos ejes se relacionaron contra el numero de células formadoras de colonias
presentes en cada intervalo de tiempo. Este numero de células viables se realizd
multiplicando el factor de dilucion por el numero de colonias obtenidas en el recuento para
obtener las UFC/mL. Los ensayos para determinar la fase exponencial para cada

microorganismo se realizaron por duplicado.
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Aislado por estria cruzada

Incubacion a 37 y

28°C por 18 h

Crecimiento en CMH de la cepa aislada

Sembrado en 50 mL de CMH
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< incubacion
a37y28°C

\_

Lectura a 5 y 480 nm cada 30
min del cultivo microbiano hasta
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Diluciones 1 x 10" a 1 x 10 para
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\ de los tres microorganismos )
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28°C por18 h

Graficado
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Figura 9. Diagrama de flujo de la fase log del crecimiento microbiano poblacional de E.coli ATCC
35218, S. epidermidis ATCC 12228 y C. albicans ATCC 14053.
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3.4.3 Preparacion de discos para la metodologia por difusion

Al papel filtro Whatman 42 se le realiz6 lavados con hexano y cloroformo para
eliminar impurezas, una vez seco se obtuvieron los discos con una perforadora de un
diametro de 6 mm, y se esterilizaron. Los discos estériles se colocaron sobre soportes
metalicos (agujas entomoldgicas previamente estériles) fijados en una base de unicel
cubierta de papel aluminio.

Para la eleccién de la concentracion del antifungico a emplear como control positivo
se le adicion6 a cada disco, con una micropipeta con puntas estériles, una de las cinco
concentraciones de la nistatina disuelta en agua inyectable (2, 4, 6, 8 y 10 ug/pL) y se

dejaron secar.

Para la determinacion antimicrobiana general de los 15 derivados e intermediarios
de quinoxalin-2[1H]-ona se le adicion6 a cada disco las disoluciones de los compuestos
objetos de estudio. Los compuestos organicos fueron disueltos en etanol y debido a que
20 L fue la capacidad maxima de absorcion del disco, en repetidas ocasiones se le
adiciono a cada disco, con una micropipeta, 20 uL del compuesto. Esto hasta alcanzar un
contenido 1000 pg del compuesto en el disco (esta cantidad de compuesto se encontraba
disuelta en 50 pL de etanol), posterior a esto se dejaron secar. Cabe mencionar que los
compuestos fueron probados inicialmente a 500 pg (500ug de compuesto disuelto en 50
ML etanol, que se dejé evaporar) pero los halos de inhibicidén resultaron poco apreciables y
en algunos casos no existieron, por lo que la concentracién se aumenté a 1000 ug para

observar mejor el efecto de los compuestos hacia los microorganismos.

Los compuestos que presentaron actividad antimicrobiana apreciable a 1000 ug (1a,
1f y 2a) se les realizé nuevamente el ensayo antimicrobiano por el método de difusion en
disco a concentraciones de 50, 100, 200, 300, 500, 800, 1000, 1300 y 1500 pg con la

finalidad de tener un mayor conocimiento de su actividad antibacteriana y con ello
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acercarse a la CMI y CMB. Para lograr lo anterior, se realizaron diluciones de los
compuestos organicos en etanol y a cada disco se le adiciond en repetidas ocasiones 20
ML de los compuestos derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-ona disueltos hasta

alcanzar el contenido correspondiente en cada disco, posteriormente se dejaron secar.

La preparacion de todos los discos se realizé en la campana de flujo laminar para

mantener las condiciones de esterilidad.

3.4.4 Eleccion del control positivo

Determinacion del antibidtico. La eleccidn del antibiético como control positivo se
realizd a través del empleo de los multidiscos combinados (Gram negativos y Gram
positivos) que son 12 discos con antimicrobianos diferentes (amikacina, ampicilina,
cafalotina, ceftriaxona, cloranfenicol, dicloxacilina, enoxacina, eritromicina, gentamicina,
netilmicina, penicilina, trimetoprimsulfametoxazol), localizados alrededor y al centro de un
anillo Figura 10. Estos multidiscos son utilizados como agentes de diagndstico para el
estudio de la sensibilidad bacteriana in vitro. Los multidiscos combinados muestran la
susceptibilidad de la cepa bacteriana en estudio debido a que estan disefiados para
probarse por el método de difusion en disco de papel filtro de Kirby-Bauer, con las

modificaciones recomendadas por la FDA y el NCCLS.
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Figura 10. Multidiscos combinados BIO-RAD®.

Para determinar el antibiético a emplear, los multidiscos combinados se colocaron
sobre la capa de agar inoculada con el microorganismo correspondiente y se presionaron
ligeramente con pinzas estériles para asegurar un contacto completo con la superficie del
agar. Las cajas se incubaron invertidas a 37°C por 18 h. Al término del tiempo de
incubacién se midieron los diametros de las zonas de inhibicion por la parte posterior de la
placa con un Vernier digital, utilizando una fuente de luz brillante.

Determinaciéon de la concentracion del antifungico. Los discos con las diferentes
concentraciones de nistatina, se colocaron sobre la capa de agar previamente inoculada
con la levadura a 15 mm del borde de la placa y 20 mm entre cada uno, se presionaron
ligeramente con pinzas estériles para asegurar un contacto completo con la superficie del
agar. Las cajas se incubaron invertidas a 28°C por 18 h. Al término del tiempo de
incubacién se midieron los diametros de los halos de inhibicidén por la parte posterior de la

caja Petri con un vernier digital, utilizando una fuente de luz brillante.
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3.4.5 Determinacién antimicrobiana de las 15 quinoxalin-2[1H]-onas e intermediarios
por el método de difusién en disco

Las colonias microbianas se aislaron directamente por estria cruzada en los medios
AMC, AE110 y ADS, se incubaron a 37°C en bacterias y 28°C en levadura por 24 h. Una
vez terminada la incubacién se tomé una colonia y se inoculé en un tubo de ensaye que
contenia 9 mL de CMH tanto para bacterias como para la levadura incubandose a las
temperaturas correspondientes por 18 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se tomé
una alicuota de 4 mL de la suspension bacteriana del tubo de ensaye y se vertié en un
matraz conteniendo 50 mL de CMH, mismo que se incub6 a 37 y 28°C hasta obtener una
densidad optica correspondiente a la mitad de la fase exponencial de las curvas de
crecimiento de cada cepa microbiana.

Una vez alcanzada la absorbancia se tomd una alicuota que correspondiera a una
concentracién de 1 x 10° UFC/mL para las bacterias y 1 x 102 UFC/mL para la levadura
(Sanna et al., 1999; Carta et al., 2003). La alicuota se colocé en tubos de ensaye que
contenian 5 mL de Miueller Hinton semisdlido y enseguida este contenido fue vertido
homogéneamente en las cajas Petri con la capa base de 15 mL de AMH gelificado para
formar la capa de siembra, es decir, la capa de agar inoculada con el microorganismo.

Inmediatamente se depositaron los discos con el apoyo de las pinzas estériles,
presionandolos ligeramente para asegurar un contacto completo con la superficie del agar
y evitar formacién de espacios entre el disco y el agar. Se colocaron ocho discos en cada
caja, de los cuales cinco contenian 1000 pg de los diferentes compuestos, los tres
restantes son el blanco (disco sin etanol ni compuesto), el control negativo (disco con
etanol solamente) y el control positivo (disco con gentamicina o nistatina). Para evitar la
sobreposicion de las zonas de inhibicién, la distribucién de los discos se realiz6 en un
limite no menor de 15 mm en relacion con el borde de la placa y 20 mm entre cada uno

(Garcia et al., apartado 11y 12, 2000).
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Las cajas se incubaron a 37°C y 28°C por 18 h en forma invertida. Al terminar la
incubacién un halo de inhibicién representd una prueba positiva de la actividad
antimicrobiana del compuesto. Los diametros de las zonas de inhibicion se midieron por la
parte posterior de la placa con un Vernier digital, utilizando una fuente de luz brillante,

Figura 11.

Figura 11. Medicién de halos de inhibicion de 2a con vernier digital.

Actividad antimicrobiana por el método de difusién en disco de 1a, 1f y 2a. Los
compuestos que resultaron con actividad microbiana positiva se probaron en un intervalo
de concentraciones para observar la sensibilidad de los microorganismos a estos
compuestos.

Se colocaron once discos en cada caja de los cuales nueve contuvieron las
diferentes concentraciones de los compuestos (50, 100, 200, 300, 500, 800, 1000, 1300 y
1500 ug), los restantes tres son el blanco (sin etanol ni compuesto), el control negativo

(con 20 pL de etanol solamente) y el control positivo (con 10 pg de gentamicina). Los
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discos depositados se presionaron con el apoyo de las pinzas estériles sobre la capa
siembra.

Para evitar la sobreposicion de las zonas de inhibicién, los discos se colocaron en
un limite no menor de 15 mm en relacion con el borde de la placa y entre cada uno, esto
se realizé por triplicado.

Las cajas se incubaron a 37 y 28°C por 18 h en forma invertida. Al terminar la
incubacién se analizaron los resultados obtenidos de los diametros de las zonas de
inhibicidn presentados por las concentraciones de los compuestos, que se midieron por la
parte posterior de la placa con un Vernier digital, utilizando una fuente de luz brillante. Los
experimentos se realizaron al doble. El diagrama de flujo de toda esta metodologia se

muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Diagrama de flujo de la determinacidn antimicrobiana general por el método de difusion
en disco de E.coli ATCC 35218 S. epidermidis ATCC 12228 y C. albicans ATCC 14053.
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3.4.6 Actividad antimicrobiana por el método de macro dilucion en caldo de 1a, 1f y
2a.

Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentraciéon Minima
Bactericida. El aislamiento de colonias de cada cepa microbiana se realizd por estria
cruzada. Se tomd una colonia y se colocdé en 9 mL de CMH que se incubd por 18 h.
Posterior al periodo de incubacion se obtuvo la suspension bacteriana de la cual se
tomaron 4 mL y se vertieron en un matraz con 50 mL de CMH, mismo que se incubd a
37°C hasta la densidad o6ptica que corresponde a la mitad de la fase exponencial de la
curva de crecimiento de cada microorganismo.

Alcanzada la absorbancia se tomaron alicuotas que correspondieran a 1 x 10°
UFC/mL y se colocaron en una serie de tubos de ensaye que contenian 1 mL de CMH
cada uno. A cada tubo se le agreg6 una de las concentraciones de los compuestos 1a, 1f
y 2ade 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ug/uL en el caso de E. coli, y 16, 32, 64, 128, 256 y 512 ug/uL
para S. epidermidis. No se realizd la prueba de macrodilucion en caldo para C. albicans
puesto que en la determinacién antimicrobiana general, no hubo halos de inhibicién
apreciables provocados por los derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-onas en el
crecimiento de la levadura.

Los controles para las bacterias fueron, el control negativo utilizando Unicamente el
inéculo de microorganismos en CMH, y el control positivo que contenia el in6culo
bacteriano con 10 pg/puL gentamicina disuelta en agua. El blanco consisti6 en CMH
solamente. Para determinar si el etanol empleado para la preparacion de las
concentraciones de los compuestos ejercia efecto sobre la viabilidad de los
microorganismos se colocé en otro tubo el inéculo de microorganismo con 50 uL de
disolvente y se incubd junto con todos los tubos. Al término del periodo de incubacion a
37°C por 18 h se evallo la turbidez de los tubos de manera éptica. Los dos tubos

anteriores cercanos al punto de corte, que es en donde se observa una prominente
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reduccion del crecimiento microbiano, debido a la disminucion de la turbidez se les
realizaron diluciones 1 x 10 y 1 x 10®°, de las cuales se sembraron 10 pL por extension
de superficie sobre AMC 6 AE110 contenida en una caja Petri segun cada cepa
microbiana.

El control negativo y los tubos posteriores al punto de corte o cambio visual de
turbidez apreciable se sembraron de forma directa tomando 10 yL del tubo. Las placas se
incubaron de manera invertida a 37°C por 24 h. Al término de la incubacion se realizé el
recuento de colonias bacterianas para determinar CMI y la CMB. La CMI fue la menor
concentracion de compuesto donde se obtuvo la menor turbidez en los tubos y el menor
crecimiento microbiano (UFC/mL) en el recuento de placas. La CMB fue la concentracion
de compuesto en donde no hubo turbidez debido al crecimiento microbiano en los tubos y
en la caja en la que no exhibié crecimiento microbiano (UFC/mL) a pesar del sembrado
directo durante la determinacién de la CMI. Los porcentajes de inhibicion de los
compuestos 1a, 1f y 2a contra E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 35218 se
calcularon con las UFC/mL de cada concentracion exponencial antes de la CMB
considerandose las UFC/mL del control negativo como el 100% de crecimiento
microbiano. Como referencia a la actividad antimicrobiana se utiliz6 gentamicina como
antibiético y nistatina como antifungico para los controles positivos. Los experimentos se
realizaron por triplicado y se repitieron dos veces. El diagrama de flujo de esta

metodologia se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Diagrama de flujo del método de macro dilucién en caldo.
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3.4.7 Analisis estadistico del método de difusion en disco

Para realizar el analisis de los compuestos por separado 1a, 1f y 2a contra la cepa
correspondiente inhibida, E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228, se establecio
un disefio de tratamientos en donde se tuvo dos factores, el experimento realizado y la
concentracién de cada compuesto en el disco. El factor experimento esta formado por tres
niveles que son los tres diferentes dias en que se realizaron las repeticiones con sus tres
replicas cada una. El factor concentracién esta formado por nueve niveles que son las
concentraciones crecientes de los compuestos. La variable de respuesta es el diametro
del halo de inhibicion generado. Los resultados obtenidos fueron el promedio de nueve
mediciones + desviacion estandar. A los halos obtenidos por el método de difusion se les
aplicd un analisis estadistico ANOVA simple de dos vias, para comprobar su
reproducibilidad y si existe diferencia o no entre las concentraciones en un mismo
compuesto. Asi también se realiz6 una prueba de Duncan para saber entre que
concentraciones existe diferencia significativa o no en cada compuesto (Montgomery,
2004).

En el caso del compuesto 2a contra E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC
12228, se tiene un diseno de tratamientos de dos factores, la concentracion del
compuesto en el disco y el microorganismo inhibido. El factor concentracion es fijo y tiene
nueve niveles que son las nueve concentraciones crecientes empleadas del compuesto.
El factor microorganismo es aleatorio y tiene dos niveles que son los dos
microorganismos inhibidos (E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228). La
variable de respuesta son los diametros de inhibicion causado por los compuestos a los
microorganismos. El andlisis estadistico realizado fue un ANOVA factorial mixto para
determinar la diferencia existente o no del efecto antimicrobiano del compuesto hacia los

microorganismos.

46



3. METODOLOGIA

En los compuestos 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis ATCC 12228 se tiene un disefio
de tratamientos también con dos factores, el factor fijo concentracién y el factor aleatorio
compuesto, en los cuales el factor concentracion tiene cuatro niveles (800, 1000, 1300 y
1500 ug) que son las concentraciones donde hubo inhibicion apreciable. Para el factor
compuesto fueron tres niveles que son los tres compuestos con actividad antibacteriana
(1a, 1f y 2a). La variable de respuesta es el diametro de los halos de inhibicién causados
por cada compuesto en la cepa S. epidermidis ATCC 12228. Se aplicé un analisis
estadistico ANOVA factorial mixto a los compuestos 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis
ATCC 12228 para conocer si existe diferencia significativa o no en el efecto que causa
cada compuesto contra esta cepa. Se realizé también una prueba de Duncan para estos
tres compuestos con la finalidad de conocer entre que par de concentraciones existia
diferencia significativa o no para cada par de compuestos a una misma concentracion.

El analisis estadistico ANOVA simple de dos vias y los dos analisis estadisticos
ANOVA factorial mixto se realizaron con el programa Minitab 15 English stadistical

software.
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4.1 Fase logaritmica de las curvas de crecimiento poblacional

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El aumento de la concentracién celular durante un periodo de tiempo, ademas del

monitoreo por medios fotoeléctricos y por el recuento de placa permitié establecer la fase

exponencial de las curvas de crecimiento de cada una de las cepas microbianas

empleadas. La fase exponencial se representd graficando la absorbancia y el logaritmo

del numero de células viables frente al tiempo. La fase exponencial de E. coli ATCC

35218, S. epidermidis ATCC 12228 y de C. albicans ATCC 14053 se muestra en la Figura

14.
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Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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La estrella en color rojo indica la absorbancia y el tiempo empleados en las determinaciones antimicrobianas

Figura 14. Fase exponencial de E. coli ATCC 35218, S. epidermidis ATCC 12228, C. albicans
ATCC 14053, absorbancia, tiempo y UFC/mL durante la cinética de crecimiento.
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En la Tabla 3 se observa la absorbancia y el conteo en placa que se realizé en el
monitoreo de la fase exponencial. El recuento en placa se llevo a cabo para determinar el
namero de las células viables existentes a cada absorbancia medida en el
espectrofotdmetro. Ya que esta turbidez también puede ser generada por algunas células
que no se encuentran en un estado fisiolégico adecuado evitando que la absorbancia del
cultivo cambie.

Determinar el numero de células viables durante la fase logaritmica es importante ya
que fue la cantidad de células vivas inoculadas para la determinacion antimicrobiana de
los compuestos sintéticos. En esta fase las células microbianas no se encuentran en un
estado de adaptacion al nuevo medio de cultivo o en un estado de latencia, ni con
agotamiento de nutrientes 0 exceso de residuos toxicos auto producidos. Con lo anterior
se asegura que el estado fisiolégico de la célula microbiana no es lo que causa su
inactivacion originando su muerte celular. También se evitan interferencias para una
observacion adecuada del efecto antimicrobiano de los compuestos en estudio (Prescott

et al., 2004).
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Tabla 3. Absorbancia y UFC/mL durante el monitoreo de la fase exponencial de las bacterias E. coli ATCC 35218, S. epidermidis ATCC 12228 y la levadura
C. albicans ATCC 14053.

Microorganismo

Escherichia coli ATCC 35218

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Candida albicans ATCC 14053

Tiempo  Apsorbancia UFC/mL Tiempo  Apsorbancia UFC/mL Tiempo  Apsorbancia UFC/mL
(min) (min) (h)
0 0.0 0 0 0.0 0 0 0.0 0

30 0.0792 + 0.003 3,183,333 + 2,344,793 60 0.0284 + 0.024 1,183,333 + 226,691 6 0.0365 + 0.004 1,666,667 + 2,357,023
60 0.1465 £ 0.022 3,900,000 + 1,395,230 120 0.0580 £ 0.019 2,733,333 £ 1,409,097 18 0.2449 £ 0.048 55,500,005 + 21,108,845
90 0.2612 £ 0.024 9,450,000 + 2,144,567 180 0.1335+0.014 7,383,333 + 3,827,387 30 0.3445 + 0.037 66,666,670 + 23,767,391
120 0.4939 £ 0.052 14,516,667 + 917,272 240 0.2388 £ 0.034 13,416,667 + 4,410,751 39.3 0.5214 109,268,141

120.7 0.5007 14,685,939 300 0.4277 £0.019 15,633,333 + 1,831,817 42 0.5715 £ 0.038 121,333,340 + 61,258,106
150 0.7664 £ 0.042 21,300,000 + 6,238,055 319.6 0.4958 18,349,944 54 0.7274 £ 0.021 180,500,005 * 50,750,205
180 1.0014 £ 0.011 37,466,667 + 3,122,855 360 0.6366 + 0.019 23,966,667 + 4,536,763 66 1.0428 + 0.035 449,000,005 £ 90,099,944
240 F.E. F.E. 420 0.8318 £ 0.0004 33,500,000 + 3,257,299 F.E. F.E. F.E.
300 F.E. F.E. 480 0.9915+0.008 48,016,667 £ 6,515,729 F.E. F.E. F.E.

F.E. = Fase estacionaria

Las letras en negrita indican el tiempo, absorbancia y UFC/mL, calculados por interpolacion a la mitad de la fase exponencial utilizada en los ensayos antimicrobianos

Las absorbancias y las UFC/mL son la media de 6 mediciones y conteos, respectivamente, + desviacion estandar

51



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las absorbancias experimentales y el tiempo de incubacion tedrico
correspondientes a la mitad de la fase log, permitieron realizar calculos por interpolacién
con base en los resultados obtenidos del monitoreo de esta fase exponencial, Tabla 3.
Esto con la finalidad de obtener las UFC/mL correspondientes a la absorbancia
experimental aproximadamente a 0.5 y con ello calcular la alicuota para tener 1 x 10°

UFC/mL para las bacterias y 1 x 10® UFC/mL para la levadura, Tabla 4.

Tabla 4. Tiempo de incubacion, absorbancia, UFC/mL e inéculo empleados en los ensayos
antimicrobianos donde los microorganismos estan a la mitad de la fase exponencial.

i 4 *%
Microorganismo Tiempo  \psorbancia* UFC/mL Inoculo
(h) (uL)
Escherichia coli
ATCC 35218 2.0 0.5403 + 0.016 15,671,700 63.8
Staphylococcus epidermidis 54 0.5099 + 0.007 18.914.400 52

ATCC 12228

Candida albicans
ATCC 14053 35.0 0.5396 + 0.013 113,663,149 879.8

* La absorbancia es la obtenida experimentalmente en las determinaciones antimicrobianas, 560 nm para
bacterias y 480 nm para la levadura, es también la media de 3 mediciones + desviacion estandar.

** El inéculo esta calculado para llegar a una densidad de 1 x 10°% UFC/mL para las bacterias y 1 x 108
UFC/mL para la levadura

Este crecimiento se llevé a cabo en un sistema cerrado o cultivo discontinuo que
permiti6 mantener la fase exponencial de las células microbianas por un periodo de
tiempo corto. Prescott et al. (2004) mencionan que en un sistema cerrado la presencia de
un aporte adecuado de nutrientes el crecimiento exponencial dura solamente unas pocas
generaciones y el cultivo alcanza pronto la fase estacionaria. Asi se obtuvo una fase
logaritmica con tiempos mas cortos de duplicacion microbiana necesarios para la

determinacion en este estudio.
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En la Tabla 4 se muestra el tiempo de incubacion y el inéculo de cada cepa que
asegura que el microorganismo se encuentra en la mitad de la fase exponencial, y que se
empled en todo el procedimiento de la metodologia de difusidon en disco asi como en
macro dilucién en caldo. Asi también se observan las UFC/mL de las absorbancias
experimentales alcanzadas con el tiempo de incubacién calculado con la cinética de
crecimiento microbiano.

La absorbancia y el inéculo varian para cada cepa microbiana ya que cambian
notablemente segun la especie del microorganismo y las condiciones in vitro mantenidas.

De la Tabla 4, se puede observar que para alcanzar la mitad de la fase exponencial
necesaria para la inoculacion en las bacterias, S. epidermidis ATCC 12228 (5 h) requirio
un mayor tiempo de incubacion que E. coli ATCC 35218 (2 h). La diferencia mas notable
es con la levadura, la cual necesita hasta 35 h para llegar a una absorbancia
aproximadamente de 0.5 de la fase exponencial. Los puntos medios de la fase log de
cada cepa se pueden observan en la Figura 14.

Los tiempos de incubacion para cada microorganismo en gran medida se deben a
que el valor numérico de la constante de velocidad del crecimiento esta influenciado por
factores genéticos y ambientales, es decir la velocidad actual de crecimiento de cualquier
microorganismo depende de las condiciones ambientales, pero su limite superior esta
determinado genéticamente. Asi también las células procariotas (bacterias) crecen mas
rapido en comparacion con las células eucariotas (levadura) (Prescott et al., 2004; Stanier
et al., 1981).

La absorbancia aproximadamente de 0.5 representa el punto medio de la fase
exponencial y se utilizé para los ensayos de actividad antimicrobiana. Esta absorbancia se
considera la mas adecuada en el crecimiento de los microorganismos porque es cuando
la cepa se encuentra en un intervalo favorable de desarrollo y la concentracion de la

poblacién permite calcular el inéculo necesario para obtener 1 x 10° UFC/mL para las
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bacterias y 1 x 10® UFC/mL para la levadura. Este punto se localiza lo suficientemente
alejado de la fase de latencia y de la fase estacionaria, y evita que se presenten
interferencias, como un estado de adaptacién al medio o exceso de residuos toxicos que
inhibiran al microorganismo interpretdndose como un efecto antimicrobiano de los

compuestos en estudio (Barry y Brown, 1996; Sanna et al., 1998).

4.2 Eleccién del control positivo

Antibiotico. Los multidiscos combinados se emplearon para determinar la
sensibilidad de las cepas E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228 mediante una
prueba antibiética (BIORAD®). Estos antibidticos son utilizados desde hace algunos afos
y cuya utilidad permanece vigente (penicilina, ampicilina, gentamicina). Algunos son
considerados como antimicrobianos de reciente introduccion en nuestro medio
(ceftriaxona, enoxacina y netilmicina). En la Tabla 5 se muestran los resultados de los
ensayos de susceptibilidad bacteriana in vitro.

Estos resultados permitieron establecer un patron de sensibilidad de las cepas
ensayadas en este estudio. Los halos de inhibicién obtenidos de la prueba antibidtica
permitieron clasificar a las cepas bacterianas en funcién del diametro de los halos
reportados en la tabla de susceptibilidad de BIO-RAD® (Apéndice A). Las cepas
bacterianas fueron clasificadas como sensibles, intermediarias y resistentes. Con base en
los resultados y la clasificaciéon de los antibiéticos se establecié el control positivo para los
ensayos antimicrobianos. El control positivo debié presentar un halo de inhibiciéon de
tamafio adecuado para la determinacion de los compuestos en estudio ya que con ello se

evito la sobre posicion de los halos realizandose una lectura correcta de los diametros.
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Tabla 5. Diametro de halos de inhibicién (mm) de los antibiéticos en los multidiscos combinados
contra las cepas E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228.

Microorganismo

Antibiético Concentracion Escheri_chia Stapl.wylocc.)c.cus
(M) coli epidermidis
ATCC 35218 ATCC 12228
Amikacina 30 17.7+£0.5 S 18.3+0.5 S
Ampicilina 10 0.0 N 10.3+£0.5 R
Cefalotina 30 120+1.6 R 25.0+0.8 S
Ceftriaxona 30 23.7+1.8 S 23.0+0.8 R
Cloranfenicol 30 8.7+0.5 R 15.0+ 0.0 [
Dicloxacilina 1 9.0+0.8 S 14.7 £ 0.5 S
Enoxacina 10 23.3+0.5 S 20.3+0.5 S
Eritromicina 15 0.0 N 15.0+0.8 [
Gentamicina 10 17.72 0.5 S 17.7£ 0.5 S
Netilmicina 30 18.7+ 0.5 S 20.0+0.0 S
Penicilina 10u 0.0 N 9.3+0.5 R
Trimetroprim- 25u 22.3+05 S 21.0+£0.8 S
sulfametoxazol
R = Resistente; | = Intermediario; S = Sensible; N = Negativo

Los diametros de inhibicién son la media de 9 mediciones + desviacion estandar
El antibiético gentamicina elegido como control positivo se muestra en negritas

El antibidtico elegido fue la gentamicina (control positivo) el cual se muestra en
negritas en la Tabla 5 asi como la clasificacién de la susceptibilidad de las cepas G (+) y
G (-) contra los doce compuestos antibacterianos. La gentamicina se empled para toda la
metodologia de difusidbn en disco y macro dilucion en caldo y permiti6 asegurar
cualitativamente el desarrollo de la metodologia puesto que produce en las bacterias una
quimiotaxis bacteriana negativa.

La gentamicina induce la formacion de halos de inhibicién de 17.7 £ 0.5 mm para
ambas cepas bacterianas clasificadas como sensibles a una concentracion minima 10 ug.

La gentamicina es un agente bactericida considerado como un antibiético de primera
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eleccion solo o en combinacion con otros farmacos contra microorganismos patégenos.
Es un antibiético alternativo que se utiliza en las infecciones graves causadas por
bacterias Gram negativas como Escherichia coli ATCC 35218 que no son susceptibles a
otros farmacos (Prescott et al., 2004). Es también un antimicrobiano de primera eleccién
en el tratamiento de agentes etiolégicos resistentes como son los estafilococos a la
penicilina semisintética meticilina (Brooks et al., 1999). En esta investigacion se pudo
apreciar esta resistencia en la cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 empleada
en este estudio, la cual se clasific6 como resistente para la penicilina con un halo de 9.3
0.5 mm, Tabla 5.

Existen otros antibiéticos como la amikacina, derivado sintético de la kanamicina, a
la cual las cepas empleadas también resultaron sensibles (Figura 15) pero se necesita
una concentracién mayor (30 ug) en comparacion con la gentamicina (10 ug) para causar
sensibilidad en las cepas (Tabla 5) ya que la resistencia bacteriana debida a la
impermeabilidad a la amikacina va en aumento lentamente (Brooks et al., 1999).

Otro antibidtico es la enoxacina la cual produjo halos mayores a los de la
gentamicina pero que de ser utilizada como control positivo puede causar una
extrapolacion con los diametros de los compuestos en estudio ya que tienen un halo de
inhibicién de 23.3 £ 0.5 mm para E. coli ATCC 35218 y 20.3 + 0.5 mm para S. epidermidis
ATCC 12228 en comparacion con la gentamicina que causa un halo de inhibiciéon del
mismo diametro para ambas cepas (17.7 + 0.5 mm) que permite dejar espacios entre los

discos con compuesto y realizar una medicion correcta de los halos.
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1. Penicilina 7. Netilmicina

2. Cloranfenicol 8. Enoxacina

3.  Eritromicina 9. Dicloxacilina

4. Ampicilina 10. Cefalotina

5. Ceftriaxona 11. Amikacina

6. Trimetroprimsulfametaxazol 12. Gentamicina
a) b)

Figura 15. Halos de inhibicion de 12 antibiéticos comerciales contra a) E. coli ATCC 35218;
b) S. epidermidis ATCC 12228.

Antifangico. En el caso de la levadura C. albicans ATCC 14053, el control positivo
elegido fue el antifungico nistatina. Este antimicético permitid observar una quimiotaxis
negativa a diferentes concentraciones y con ello determinar la concentracién a la cual se
tiene un diametro adecuado para emplearse en la determinacion antimicrobiana de los 15
derivados e intermediarios de quinoxlin-2[1H]-onas.

La concentracion de nistatina elegida para el control positivo fue 10 yg/uL con un
halo de inhibicién de 10.7 £ 0.5 mm. Los didmetros de los halos de inhibicion en mm vy la
concentracion elegida (negrita) para la determinacion de la actividad antimicética se

muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Diametro de los halos de inhibicion (mm) causados por las diferentes concentraciones de
nistatina contra C. albicans ATCC 14053.

Nistatina Halo de inhibicion
(ng/pL) (mm)
2 0
4 6.8+0.2
6 9.7+0.5
8 10.2+0.2
10 10.7 £ 0.5

Los diametros obtenidos son la media de tres mediciones %
desviacion estandar

La concentracion elegida como control positivo se muestra en
negritas

La nistatina es un compuesto poliendlico que forma parte de los farmacos
antifungicos mas importantes junto con los imidazoles (fluconazol, ketoconazol,
miconazol), las pirimidinas (5-fluorocotosina) y otros como yoduro de potasio, amorolfina,
naftina y ciclopiroxolamina, por mencionar algunos. La actividad antimicrobiana del
polieno nistatina es muy intensa contra las levaduras y hongos dentro de los que se
encuentran Candida, Aspergillus, Penicillium y Botrytis (Liébana, 1997). Por esto y todo lo

anterior radica la importancia de su uso para este estudio.

4.3 Determinacion antimicrobiana de las 15 quinoxalin-2[1H]-onas e
intermediarios

La actividad antimicrobiana de los 15 derivados e intermediarios de quinoxalin-
2[1H]-onas se determind por el método de difusion en disco, Figura 16. Esta es una
técnica de susceptibilidad in vitro, que permite de manera semicuantitativa o cualitativa

establecer el grado de susceptibilidad del microorganismo (sensible o resistente). Y de
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manera cuantitativa puede determinarse la CMI pero esto se realiza con cepas de CMI
conocidas, que han estado previamente ensayadas por otros métodos de determinacién
de la sensibilidad a los antimicrobianos (Garcia et al., apartado 11, 2000), es por esto que
este método se eligié para apreciar la actividad antimicrobiana de los compuestos a

ensayar, Figura 16.

Figura 16. Halos de inhibicién de algunos de los compuestos estudiados contra a) E. coli ATCC
35218; b) S. epidermidis ATCC 12228.

El método de difusién en disco se realizd6 con un contenido en disco de 1000 ug
directo de cada compuesto, pues los 50 uL de etanol empleados para disolver cada uno
de los derivados e intermediarios de quinoxalin-2[1H]-onas se evaporaron totalmente. El
punto de ebullicién del etanol es de 78.4°C (1 atm) lo cual lo hace volatil a temperatura
ambiente.

Para asegurar que aun quedando residuos de etanol en el disco con compuesto

este no causa un efecto de inhibicidon considerable sobre la cepa, se colocd un disco
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como control negativo con 50 uL de etanol solamente, en ningln caso provoco un halo de
inhibicion apreciable, Figura 16.

La cantidad utilizada para los derivados e intermediarios (1000 ug) es una de las
mas altas generalmente empleadas en la determinacion de algunos posibles
antimicrobianos (Obafemi y Akinpelu, 2005). Con este contenido en disco si el compuesto
no genera una inhibicion o la muerte de las células microbianas, a cantidades mas bajas
se consideré que no causarian efecto antimicrobiano posible. Sélo los compuestos que
mostraron halos de inhibicion se tomaron como antimicrobianos positivos.

Los compuestos probados manifestaron una actividad antimicrobiana minima, 1a y
1f son dos de los tres compuestos que generardn diametros de halos de inhibicién contra
S. epidermidis ATCC 12228, ambos compuestos resultaron selectivos para esta cepa. El
compuesto 2a mostré actividad tanto contra E. coli ATCC 35218 como contra S.
epidermidis ATCC 12228. Para C. albicans ATCC 14053 no hubo inhibicion apreciable en
el crecimiento microbiano por los compuestos estudiados, Tabla 7. En la literatura segun
Sanna et al. (1998) dihidroquinoxalinonas analogos de estos compuestos probados en el
presente trabajo también muestran inactividad antifungica contra C. albicans. Esto se
puede deber a que al existir diferencias entre las células microbianas eucariotas y
procariotas el antimicrobiano puede discriminar entre ellas, atacando a una y no afectando
a otra.

En la Tabla 7 se observé que los compuestos 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis
ATCC 12228 mostraron un halo de inhibicién de 7.0, 8.0 y 6.5 mm, respectivamente.
También 2a mostrd un halo contra E. coli ATCC 35218 con un diametro de 10 mm.

Como era de esperarse la gentamicina y la nistatina empleadas como controles
positivos en los ensayos mostraron halos semejantes a los obtenidos en el apartado 4.2.

El antibiotico gentamicina provoco un halo de inhibicion de 17.5 £ 0.05 mm contra E. coli
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ATCC 35218 y uno de 17.2 + 0.05 mm contra S. epidermidis ATCC 12228. El antifungico

nistatina mostré un halo de inhibicion de 10.35 + 0.05 contra C. albicans ATCC 14053.

Tabla 7. Halos de inhibicion (mm) del crecimiento microbiano apreciables provocados por 1a, 1fy
2a a un contenido de 1000 ug.

Microorganismo

Compuesto Escherichia Staphylococcus Candida
coli epidermidis albicans
ATCC 35218 ATCC 12228 ATCC 14053
H
‘o
@NLCOOH R 7.0 R
!
1a
Bln
N._O
T cocn s 80 R
s
1f
NH,
L8 oo
HJQCOZ 10 6.5 R
2a

R = Resistente
El resto de los compuestos (1b-e, 1g-1, 2b y 3) no tuvieron actividad antimicrobiana apreciable

Cabe senalar que en esta prueba general solo se realizé una réplica puesto que es
un ensayo preliminar, y el objetivo de este era solo el observar asi como determinar los
compuestos que presentaran actividad antimicrobiana sobre dos bacterias y una levadura.
Con base en estos resultados posteriormente se realizaron ensayos en los que los
compuestos sintéticos con actividad antimicrobiana se probaron en un intervalo creciente
de concentraciones obteniendo el conocimiento de la sensibilidad antimicrobiana que

causan contra las dos bacterias y la levadura. Los halos de inhibicion de los tres
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compuestos (1a, 1f y 2a) que resultaron con actividad antimicrobiana positiva se aprecian
en la Figura 16.

Este método resultdé tanto econdmico como practico y permitio determinar la
actividad antimicrobiana de los compuestos estudiados de una manera semicuantitativa.
Los tres compuestos 1a, 1f y 2a que presentaron actividad antimicrobiana fueron elegidos
para ser probados en cantidades crecientes de 50, 100, 200, 300, 500, 800, 1000, 1300 y
1500 upg por el método de difusion en disco. Esto con el objetivo de establecer las
cantidades minimas y maximas de actividad antimicrobiana en las que causan una
inhibicién en los microorganismos empleados en este estudio.

Meétodo de difusion en disco de los compuestos 1a, 1f y 2a con actividad
antimicrobiana. Los compuestos 1a, 1f y 2a en concentraciones de 50, 100, 200, 300,
500, 800, 1000, 1300 y 1500 ug presentaron actividad antimicrobiana minima contra cada
cepa correspondiente, Tabla 8.

En la Tabla 8 se observa que los compuestos 1a y 1f no se evaluaron contra E. coli
ATCC 35218 ya que en el primer ensayo antimicrobiano a una concentracién de 1000 ug
resultaron inactivos. Sin embargo el compuesto 2a si presenta actividad antibacteriana
contra E. coli ATCC 35218 asi como contra S. epidermidis ATCC 12228. Los compuestos
1a y 1f también tienen actividad sobre S. epidermidis ATCC 12228.

El compuesto 2a contra E. coli ATCC 35218 tuvo actividad antimicrobiana en
concentraciones de 200 a 1500 ug. En S. epidermidis ATCC 12228 los compuestos 1a 'y
2a presentan actividad antibacteriana en concentraciones de 800 a 1500 pg, 1f, de 1000 a

1500 pg.
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Tabla 8. Diametro de los halos de inhibicion (mm) de 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis ATCC
12228 y de 2a contra E. coli ATCC 35218.

Microorganismo

Compuesto Concentracion Escherichia Staphylococcus
(ng) coli epidermidis
ATCC 35218 ATCC 12228
50 a 500 N.D. R
H
o 800 N.D. 6.4 +0.32
@NLCOOH 1000 N.D. 7.2+0.3°
|
“1 1300 N.D. 7.4 +0.3°¢
a
1500 N.D. 7.7 £0.3°
Bn 50 a 800 N.D. R
N (0] d
@[ L 1000 N.D. 78+07
COOBnN
N 1300 N.D. 8.3+0.9°
Ts
1f 1500 N.D. 8.5+ 0.5
50 R R
100 R R
200 7.5+0.3° R
@ENHZ 300 8.7 £ 0.9°¢ R
(0]
Hkﬁcoz'* 500 9.1+0.5° R
2a 800 9.4 + 0.4%¢ 6.5+ 0.2°
1000 9.8 +0.3¢ 6.9+0.3
1300 10.2 £ 0.2° 7.2+ 0.4
1500 10.3+0.2° 7.9+0.29

R = Resistente (sin halo de inhibicién)

N.D. = No determinado

El control positivo fue gentamicina (10 pg), el diametro del halo (mm) contra E. coli ATCC 35218 para 2a fue
de 17.7 £ 0.9. Contra S. epidermidis ATCC 12228 para 1a fue de 17.3 + 0.2, para 1f fue de 17.4 + 0.2 y 2a
fue 17.4+ 0.5

Los diametros son el resultado de 9 mediciones * desviacion estandar

En la misma columna las literales iguales indican que no hay diferencia significativa, mediante la prueba de
Duncan, (P>0.05).

El acido 2a fue el Unico antimicrobiano que causé una quimiotaxis negativa a la
bacteria Gram negativa E. coli ATCC 35218 con diametros de 7.5 £+ 0.3 mm a 10.3 £ 0.2

mm en concentraciones de 200 a 1500 pg, observandose que el halo de inhibicion se va

63



4. RESULTADOS Y DISCUSION

incrementado drasticamente en las concentraciones 200, 300 y 500 ug. Cabe sefalar que
a partir de 1000 ug el efecto inhibitorio de 2a es basicamente el mismo contra E. coli
ATCC 35218. Aunque se observa que tiene un mayor efecto en la bacteria G (-) que en la
bacteria G (+), referente a los halos de inhibicidn. Asimismo se observd que entre las
concentraciones empleadas del compuesto 2a contra E. coli ATCC 35218 existe
diferencia significativa (P<0.05) excepto entre los pares 300 a 800 ug, 800-1000 pg vy
1300-1500 pg (P>0.05), Tabla 8.

Contra S. epidermidis ATCC 12228 el compuesto 2a generd halos de inhibicion mas
pequefios que contra E. coli ATCC 35218, de 6.5 £ 0.2 mm a 7.9 + 0.2 mm en
concentraciones de 800 a 1500 pg. Asi también presentd diferencia significativa (P<0.05)
entre las concentraciones empleadas de este compuesto, excepto en el par 1000-1300 ug
(P>0.05), Tabla 8. Con lo anterior se observa que en la mayoria de las concentraciones
de 2a contra las bacterias G (-) y G (+) el incremento de la concentracion del compuesto
hace que el diametro del halo de inhibicion también aumente.

La comparacion de los halos de inhibicién causados por el efecto de 2a sobre
ambas cepas, E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228, se observa en la Figura
17.

En la Figura 17, se muestra que el compuesto 2a generd halos de inhibicion
mayores, 7.5+ 0.3 mm a 10.3 £ 0.2, a concentraciones de 200 a 1500 pg en E. coli ATCC
35218 que sobre S. epidermidis ATCC 12228. Asi también que el compuesto 2a a una
concentracion de 300 pg causa un halo de inhibicion mayor (8.7 + 0.87 mm) contra E. coli
ATCC 35218 que a una concentracion maxima de 1500 pg (7.9 £+ 0.16 mm) contra S.
epidermidis ATCC 12228.

Al causar el compuesto 2a inhibicion en dos cepas supone el hecho de que si se

probara con un numero mayor de microorganismos Yy resultara con actividad
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antimicrobiana se podria decir que es un antimicrobiano de amplio espectro (Prescott et

al., 2004).
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Figura 17. Comparacion del efecto antibacteriano (halos de inhibicion) del compuesto 2a contra E.
coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228.

Por otra parte la existencia de diferencia significativa (P<0.05) del efecto causado
por el antibacteriano 2a en cada cantidad empleada y para cada microorganismo (E. coli
ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228), indicé que a un mismo contenido o
concentracion del compuesto 2a contra ambas cepas, el efecto fue distinto. De la misma
forma diferentes cantidades de compuesto 2a contra ambas cepas mostré una inhibicién
distinta.

En el caso del compuesto 1a contra la bacteria G (+) S. epidermidis ATCC 12228,
mostré diametros de halos de inhibicion de 6.4 £ 0.3 a 7.7 £ 0.3 mm en concentraciones

de 800 a 1500 ug y 1f de 7.8 £ 0.7 a 8.5 + 0.5 mm en concentraciones de 1000 a 1500 ug,
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Figura 18. Se observa también en la misma figura que el diametro de inhibicion generado
por los compuestos es directamente proporcional a la cantidad de antimicrobiano
empleado es decir que al aumentar la cantidad del compuesto el halo también aumenta y

viceversa.
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Figura 18. Comparacion del efecto antibacteriano (halos de inhibicion) de los compuestos 1a, 1f y
2a contra S. epidermidis ATCC 12228.

En relacion a los diametros de los halos que presenta 1f podemos decir que parece
tener una mayor inhibicién que 1a y 2a sobre S. epidermidis ATCC 12228. Ya que los
halos de inhibicion del compuesto 1f con un contenido en disco de 1000 ug son de un
diametro aproximado a los que generan 2a y 1a a una concentracion de 1500 ug, Figura
18.

Sin embargo, aunque 1f provoca un mayor diametro en sus halos de inhibicién

presentd crecimiento microbiano minimo dentro de ellos a diferencia de 1a y 2a que no
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presentaron. Cabe sefalar también que 2a es generador del heterociclo 1a y debido a que
ambos presentan actividad antimicrobiana contra S. epidermidis ATCC 12228 es
razonable el hecho de que ambas quinoxalinonas generen halos de inhibicién en un rango
de concentraciones iguales de 800, 1000, 1300 y 1500 ug, Figura 18.

Para el compuesto 1a contra S. epidermidis ATCC 12228 existio diferencia
significativa (P<0.05) entre las concentraciones empleadas, no asi para 1f, lo cual
concuerda con el hecho de que el microorganismo sea mas resistente al compuesto 1f al
presentar crecimiento bacteriano en el interior de sus halos. Lo anterior hace sugerir que
la CMB de 1f debe ser mayor que de 1a y 2a. En el compuesto 1a contra S. epidermidis
ATCC 12228 los pares de concentraciones que no presentaron diferencia significativa
(P>0.05) fueron entre 1000 y 1300 pg, y entre 1300 y 1500 ug, Tabla 8. Para 1f las
concentraciones generadoras de quimiotaxis negativa en estos ensayos, no presentaron
diferencia significativa (P>0.05) por lo tanto el empleo de cualquiera de las
concentraciones causaran el mismo efecto. Esta caracteristica se puede explicar en parte
nuevamente, porque la quinoxalinona 1f aunque genera halo de inhibicién, en el interior
del diametro hay crecimiento bacteriano incipiente, lo que la vuelve bacteriostatica y no
bactericida. También este resultado sugiere que 1f no causa un dafo importante contra S.
epidermidis ATCC 12228 aunque la concentracién aumente. Esto indica que la
concentracion de 2a causa un efecto mas apreciable sobre la bacteria que 1a y 1f.

Los compuestos 1a y 2a contra S. epidermidis ATCC 12228, estadisticamente e
individualmente indican que el factor “cantidad o concentracién” explica respectivamente
cerca del 86.99% y 88.43% de la variabilidad de los halos de inhibicion mostrados. Por lo
tanto los halos de inhibicion obtenidos en las pruebas realizadas se deben exclusivamente
al factor “cantidad o concentracion” y no a otro factor externo o interno experimental. Sin
embargo, para 1f la variabilidad estadistica de la respuesta es debida a sdlo el 34.41%
por la concentracion, y el resto puede ser ocasionada por la resistencia mostrada por el
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microorganismo al compuesto. Para 2a contra E. coli ATCC 35218, el analisis estadistico
indicé que el 85.00% de la variabilidad de los diametros de los halos se explica por la
cantidad del antibacteriano, con lo que se descarta algun otro factor experimental. En
todos los casos no existid diferencia significativa (P>0.05) entre los experimentos
realizados en cada prueba antimicrobiana ensayada, con lo que se obtuvieron
experimentos reproducibles y confiables.

En el caso de los compuestos 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis ATCC 12228 existio
diferencia significativa (P<0.05) entre las concentraciones empleadas, Tabla 9, por lo
tanto el uso de uno u otro compuesto a una concentracion determinada contra S.
epidermidis ATCC 12228 generara halos de inhibicion diferentes. Esta diferencia
significativa (P<0.05) se observa a 800, 1000 y 1500 ug entre 1a y 2a en comparacién con
1f. Esto concuerda con el hecho de que 1f presenta halos de inhibicion con diametros

mayores que 1ay 2a, Figura 18.

Tabla 9. Resultados de la prueba de Duncan para 1a, 1f y 2a contra S. epidermidis
ATCC12228.

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Concentracion (ug)

1a 1f 2a

50-500 R R R
800 6.4 +0.3° R 6.5+0.2°
1000 72+0.3° 7.8+0.7° 6.9+0.3°
1300 7.4 +0.3° 8.3 +0.9° 7.2 +0.4°
1500 7.7 +0.3° 8.5+ 0.5 7.9+0.2°

R = Resistente (sin halo de inhibicion)

Los diametros son el resultado de 9 mediciones * desviacion estandar

En la misma fila las literales iguales indican que no hay diferencia significativa, mediante la prueba de Duncan,
(P>0.05).
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Entre 1a y 2a no existi6é diferencia entre las concentraciones (P>0.05) y esto es
l6gico al observar un mismo comportamiento y halos de inhibicion semejantes por ambos
compuestos, Figura 18. Asi también por el hecho ya mencionado que 2a genera a 1a
durante la sintesis de los derivados de quinoxalinonas.

Todos los cuadros del analisis estadistico (ANOVA) asi como las figuras (graficas)
de los residuales contra los valores ajustados de todas las pruebas antimicrobianas
realizadas se pueden observar en el Apéndice B.

Los heterociclos 1f y 1a resultaron ser antimicrobianos selectivos para la cepa Gram
positiva S. epidermidis ATCC 12228 pues solo causan efecto, como se observo, en una
de las tres cepas probadas.

Esta inhibicion es también debido a la combinacién de los sustituyentes en los
compuestos ya que el antibacteriano 1f que tiene en el C-10 como en el N-1 un bencilo y
en el N-4 un tosilo, generd una susceptibilidad antimicrobiana sobre S. epidermidis ATCC
12228 a diferencia de 1g que a pesar de ser un ester, la combinacion de los sustituyentes,
en el C-10 y N-1 tiene un prenilo y en N-4 un tosilo, no le proporcionan una capacidad
inhibitoria en el crecimiento de la cepa.

Los compuestos 1h - 11 contienen un grupo amida en C-10. En el antimicrobiano 1f
comparado con 1j tienen todos los sustituyentes iguales excepto en el C-10, en el que 1f
tiene un ester y 1j, un grupo amida, siendo esto suficiente para que en el primer
compuesto tenga actividad inhibitoria y en el segundo no. Las amidas tienen en su
estructura un nitrégeno y los ésteres oxigeno lo cual sugiere que la electronegatividad
mas alta del oxigeno pueda ser un factor determinante. Asi 1f puede tener mayor
oportunidad de ser receptor en la célula microbiana para entonces causar un dafio en ella
y lograr una inhibiciéon o letalidad de dicha cepa. Esto se debe a que en ciertas

condiciones especialmente en sistemas biologicos tanto el comportamiento quimico de
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isdbmeros geométricos puede ser muy diferente asi como de los compuestos con
sustituyentes y/o posicion diferente (Morrison y Boyd, 1998).

El acido 2a mostré actividad antimicrobiana sin embargo el analogo 2b con un grupo
nitro en el C-8, no mostré alguna actividad antibacteriana. Con lo que se puede decir que
basta cambiar uno de los sustituyentes para que sea un compuesto activo o inactivo.

Andlogos a todos los compuestos mencionados también presentaron halos de
inhibicion en contra de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Obafemi y Akinpelu,
2005).

En estos ensayos antimicrobianos nuevamente el antibiético gentamicina empleado
como control positivo mostré halos de inhibicion semejantes a los del apartado 4.2. En
cada replica realizada present6 un diametro de 17.3 £ 0.2 mm al probar el compuesto 1a'y
17.4 £ 0.2 mm al probar el compuesto 1f ambos contra S. epidermidis ATCC 12228. Para
el compuesto 2a mostré un halo con diametro de 17.7 £ 0.9 mm para E. coli ATCC 35218
y 17.4 £ 0.5 mm para S. epidermidis ATCC 12228. Este control positivo permitié comparar
de manera visual la inhibiciéon antimicrobiana causada por los tres compuestos derivados
e intermediario de quinoxalin-2[1H]-onas asi como el hecho de descartar que existiera un
agente intrinseco (como el estado fisioldgico de la célula) o extrinseco (como la cantidad
de inéculo) que afectara la actividad antimicrobiana de los compuestos ensayados
(Andrews, 2006; Prescott et al., 2004).

Los resultados del ensayo en placa de S. epidermidis ATCC 12228 y E. coli ATCC

35218 anteriormente discutidos se observan en la Figura 19.
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Compuesto1f Compuesto 2a

b)

Figura 19. Halos de inhibicion de a) 2a contra E. coli ATCC 35218; b) 1a, 1f y 2a contra S.
epidermidis ATCC 12228 en concentraciones de 50, 100, 200, 300, 500, 800, 1000, 1300 y 1500

ug.

4.4 Método de macro dilucién en caldo de los compuestos 1a, 1fy 2a

El método de macro dilucién, aplicado a los tres compuestos con actividad

antimicrobiana (1a, 1f y 2a) en contra de la cepa Gram negativa y Gram positiva, resultd
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con puntos de corte, es decir con puntos de interrupcion del crecimiento microbiano, en
tres de los cuatro ensayos antibacterianos, Tabla 10. Los ensayos con punto de corte son,
el del compuesto 1a contra S. epidermidis ATCC 12228 y el de 2a tanto contra E. coli
ATCC 35218 como contra S. epidermidis ATCC 12228. Este método se realizé dos veces

por triplicado.

Tabla 10. Recuento en placa (UFC/mL) de los microorganismos tipificados para determinar las CMI
y CMB de 1a, 1f y 2a.

Compuesto
Concentracion 1a 1f 2a
en pg/uL Staphylococcus Staphylococcus Escherichia Staphylococcus
epidermidis epidermidis coli epidermidis
ATCC 12228 ATCC 12228 ATCC 35218 ATCC 12228
8 N.D N.D. 320,000 + 107,238 N.D.
16 186,670 + 71,102 425,000 + 54,083 263,330 + 148,174 385,000 + 48,905
32 161,667 + 21,148 515,000 + 46, 815 1,666 £ 3,727 328,330 + 58,996
64 44,833 + 11,067 93,000 + 1,291 0 3,500 * 3,095
128 0 Incontable 0 0
256 0 Incontable 0 0
512 0 Incontable N.D. 0
Control 230,000 + 47,258 843,333 + 134,742 403,333 + 153,695 395,000 + 55,902

N.D. = No determinado

El punto de corte se localiza entre las dos concentraciones en la que una aun tiene presencia de UFC/mL y la otra ninguna
presencia de UFC/mL, ambas en negritas
Las UFC/mL son la media de 6 conteos + desviacién estandar

En la Tabla 10 se observa que el punto de corte del compuesto 2a contra E. coli
ATCC 35218 se localiza entre las concentraciones 32 y 64 ug/pL ya que en 32 ug/ulL

existe aun crecimiento de colonias bacterianas. En 64 ug/uL como en las dos
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concentraciones siguientes no hubo crecimiento microbiano después de 24 y 48 h de
incubacion.

La observacion del punto de corte se aprecia en la Figura 20 con la interrupcién de
la turbidez presentada en los tubos por el crecimiento microbiano. El tubo de
concentraciéon 64 ug/uL presenta una turbidez pero es debida al compuesto no al
crecimiento propio de la cepa. Esta disminucién apreciable de turbidez indica que la
concentracién minima inhibitoria (CMI) es 32 ug/uL y la concentracion minima bactericida
(CMB) es 64 ug/uL. En este ensayo el control con microorganismo y sin compuesto

mostré una media de 403,333 UFC/mL.

Punto de corte

Bco. = Tubo sin microorganismo, sin antimicrobiano
y sin compuesto 2a

C(+) =Tubo con antimicrobiano (gentamicina) y
microorganismo (E. coli ATCC 35218)

C(-) = Tubo con microorganismo Unicamente

Control = Tubo con microorganismo y disolvente (etanol)

Figura 20. Punto de corte (flecha) entre las concentraciones 32 y 64 ug/uL del antibacteriano
2a contra E. coli ATCC 35218.

En la Tabla 10 se muestran los recuentos en placa de S. epidermidis ATCC 12228

frente a las concentraciones probadas de los antimicrobianos 1a, 1f y 2a. Asi también en
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la Figura 21 se puede apreciar el punto de corte del compuesto 2a y 1a entre las
concentraciones 64 y 128 ug/uL que nos permiti6 determinar la CMI y la CMB

respectivamente para ambos compuestos.

Punto de corte

s12 256 12 o4 32 1spg\p|_ Bdo C(\) cl ConLol 512 256 32 16uglBeo. C(+) Control C()
A W \ 3 ; z -

Bco. = Tubo sin microorganismo, sin antimicrobiano y Bco. = Tubo sin microorganismo, sin antimicrobiano y
sin compuesto 1a sin compuesto 1f

a) b)

Punto de corte

512 21%@ 4 3216pgluL C(;-) Control Béo. C(#)

 \\\ ilj

Bco. = Tubo sin microorganismo, sin antimicrobiano y
sin compuesto 2a

c)
C(+) = Tubo con gentamicina y microorganismo (S. epidermidis ATCC 12228)
C(-) = Tubo con microorganismo Unicamente
Control = Tubo con microorganismo y disolvente (etanol)

Figura 21. a) Punto de corte entre 64 ug/uL (CMI) y 128 pg/uL (CMB) del antibacteriano 1a; b) CMI
(flecha) de 64 pg/uL del antibacteriano 1f; c) Punto de corte (flecha) entre 64 pg/uL (CMI) y 128
pg/uL (CMB) del antibacteriano 2a contra S. epidermidis ATCC 12228.
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Para el compuesto 1f la turbidez en el tubo va en decremento pero no de manera
apreciable para observar la disminucion del crecimiento bacteriano y diferenciarla de la
turbidez que se debe al antibacteriano. En estos experimentos la media del control para
los tres compuestos probados contra S. epidermidis fue de 489,444 UFC/mL en el cual se
observa un crecimiento 6ptimo y adecuado al no existir compuesto inhibitorio.

Se puede observar en la Tabla 11 y Figura 21 que el compuesto 2a y 1a tienen una
concentracién minima bactericida (CMB) de 128 ug/pL a diferencia del antimicrobiano 1f
que muestra colonias desarrolladas de manera incontable a esa misma concentracion
(Tabla 10) y por lo tanto no se pudo establecer una CMB, solo muestra una concentracion

minima inhibitoria (CMI) de 64 ug/uL, Tabla 11.

Tabla 11. CMI, CMB y % de inhibicion de los compuestos 1a, 1f y 2a contra las cepas Escherichia
coli ATCC 35218 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Compuesto
1a 1f 2a
Staphylococcus Staphylococcus Escherichia  Staphylococcus

epidermidis epidermidis coli epidermidis

ATCC 12228 ATCC 12228 ATCC 35218  ATCC 12228
CMI (pg/pL) 64 64 32 64
% de inhibicién* 80.51 88.97 99.30 99.11
CMB 128 N.P. 64 128
% bactericida™* 100 N.P. 100 100

*Este porcentaje de inhibicidon corresponde a la CMI de cada microorganismo

**Este porcentaje corresponde a la CMB de cada microorganismo

La CMB se consider6 como a aquella en la que el compuesto mata o inhibe el 99.9% de las UFC/mL del
microorganismo

N.P. = No present6
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A pesar de que en el método de difusidon el compuesto 1f presentd los halos de
inhibicion mas grandes contra S. epidermidis ATCC 12228 este tiene una CMI de 64
pg/uL igual que los compuestos 1a y 2a y no presentd CMB. Esto era de esperarse al
contener en sus halos de inhibicidbn crecimiento microbiano, lo que nos indicaba y
confirmamos con este método que es un compuesto bacteriostatico y no bactericida.

En los ensayos antimicrobianos se observé que el compuesto 2a tiene un punto de
corte para la cepa E. coli ATCC 35218 y otro para S. epidermidis ATCC 12228. Estos
puntos de corte generaron una CMI de 32 ug/uL para la primera cepa y de 64 pg/uL para
la segunda, Tabla 10 y 11. Con lo que se corroboran los resultado del método de difusion,
el compuesto 2a causa una mayor sensibilidad y toxicidad en la cepa E. coli ATCC 35218
que en la cepa S. epidermidis ATCC 12228.

Este efecto se observa mejor al graficar los porcentajes de inhibicion de los tres
compuestos generados en la cepa S. epidermidis ATCC 12228 y E. coli ATCC 35218 a
las diferentes concentraciones del compuesto, Figura 22. Podemos apreciar que el
compuesto 2a en E. coli ATCC 35218 tiene una CMB mas baja que en S. epidermidis
ATCC 12228, la diferencia es una concentracion.

El compuesto 1f presenta mayor inhibicién contra S. epidermidis ATCC 12228 que
1a, ya que 1f causa la inhibicién en 88.97% del crecimiento de S. epidermidis ATCC
12228 a una CMI de 64 ug/uL. El compuesto 1a a la misma concentracién causa el
80.51% de inhibicién del crecimiento de la cepa. No asi en el caso de 2a que muestra a

64 pg/ul una inhibicién casi del 99.11% de S. epidermidis ATCC 12228, Tabla 11.
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120 ~

100 ~

80 -
—a— Escherichia coli
ATCC 35218, 2a

60 - Staphylococcus
epidermidis
ATCC 12228, 2a
40 1 =i Staphylococcus
epidermidis
ATCC 12228, 1a
—+— Staphylococcus
20 1 epidermidis
ATCC 12228, 1f

% de inhibicidn microbiana

0 = + + +
0 8 16 32 64 128 256 12

Concentracion del compuesto (ug/pl)

Figura 22. Porcentaje de inhibicion de las tres quinoxalinonas 1a, 1f y 2a contra los
microorganismos tipificados.

Se puede observar que en la concentracién de 16 ug/pL del compuesto 1f tiene un
comportamiento mas inhibitorio contra S. epidermidis ATCC 12228 que los compuestos
1a y 2a. En esta concentracion 1f muestra una inhibicién aproximadamente del 50% en
comparacion con 1a que tiene casi el 20% y 2a que tiene el 3% aproximadamente.
Paradéjicamente el porcentaje de inhibicion desciende semejante a los compuestos 1a y
2a en la siguiente concentracién (32 ug/uL). Esto se puede atribuir a un efecto de
tolerancia por la disminucién o desaparicion de su capacidad de matar a la cepa
bacteriana. Este hecho ha sido comprobado en infecciones estafilocécicas que no
responden al tratamiento con un antibi6tico sino que hace necesario el asociarlo con otro
(Garcia et al., 2000). Sin embargo en la concentracién 64 ug/uL aumenta nuevamente el
porcentaje de inhibicion del compuesto 1f semejante a la de los otros dos compuestos con
lo que nos indica que la concentracién 32 pg/uL es la CMI. Ya que en las siguientes tres

concentraciones 1f pierde su poder inhibitorio y las células microbianas crecen a pesar de
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su presencia de manera incontable. Con lo cual este compuesto no muestra una CMB
contra la cepa S. epidermidis. Este comportamiento es llamado el fenédmeno paradéjico o
de Eagle el cual consiste, como se vio en este compuesto, en la presencia de un mayor
numero de bacterias debido a que son supervivientes a concentraciones superiores a la
CMB. Este fendmeno aparece también cuando la CMI y la CMB no estan proximas o
difieren en mas de dos diluciones (Garcia et al., 2000).

El sembrado se realizd6 de forma directa en las concentraciones 128 a 512 ug/uL
para todos los compuestos y se dejaron 12, 24 y 48 h de incubacion. Esto con la finalidad
de observar que no hubiera crecimiento de alguna cepa sobreviviente.

Estudios realizados a analogos de estos derivados de quinoxalinonas con actividad
antimicrobiana han resultado con inhibicién del crecimiento microbiano en CMI de 0.125
Mg/uL (Sanna et al., 1998).

Las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas en estos estudios en su
totalidad son arriba de 0.500 ug/uL y solo tres compuestos tienen CMI menor a 0.500
pg/pL. Sin embargo de estos compuestos uno tuvo actividad antibacteriana contra E. coli
con CMI de 0.125 ug/uL, S. aureus con CMI de 0.250 a 0.500 ug/pL y antifungica contra
C. albicans con CMI de 0.008 a 0.0625 ug/mL, siendo un antimicrobiano de amplio
espectro, el resto solo posee actividad antibacteriana contra la bacteria Gram positiva
(Sanna et al., a, 1999).

Los antimicrobianos de quinoxalinonas mencionados en el parrafo anterior
generalmente tienen en su estructura un grupo CF; y NO,, los cuales deben
proporcionarles cierta actividad antimicrobiana ya que con el solo hecho de cambiar el
grupo de posicion en la estructura de la molécula causa cambios en la capacidad de
inhibicién del crecimiento microbiano y por ende resultan ser mas toxicos para una célula

microbiana que para otra.
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Existen algunos otros derivados que se muestran con CMI de 0.0156 pg/uL hasta 1
Mg/uL para las todas las cepas probadas (Obafemi y Akinpelu, 2005). Los cuales tienen
un grupo N3O,S en su estructura el que confiere actividad antimicrobiana, la cual es
mayor en la posicidon en la estructura del sustituyente OH que en H en la molécula. El
cambio del sustituyente causa un cambio importante en la actividad antimicrobiana al
colocar uno u otro grupo en su estructura.

Los derivados e intermediarios de quinoxalinonas (1a, 1f y 2a) estudiados en este
trabajo mostraron CMI y CMB altas en comparacion con los antimicrobianos
mencionados. Sin embargo dicha diferencia entre los analogos y estos antimicrobianos en
la magnitud del dafo a las células microbianas es la posicion y existencia de un grupo CF3
6 NO, con mayor electronegatividad. Prescott et al. (2004) mencionan que esta
electronegatividad puede causar una posible lisis, una inhibiciéon en las funciones de la
membrana celular o en la sintesis de acido nucleico asi como de proteinas en dicha
célula.

Sin embargo en este estudio se puede decir que los compuestos 1a, 1f y 2a
probablemente inhiban la sintesis de la pared celular de las bacterias empleadas ya que
se sabe por la literatura que los compuestos que inhiben esta parte de la célula resultan
ser selectivos contra células procariota, no atacando a las eucariotas. Prescott et al.
(2004) explican lo anterior al mencionar que las células bacterianas poseen una estructura
exclusiva en su pared celular que no se encuentra en las eucariotas. Y los compuestos
selectivos interfieren en la accion del portador lipidico que transporta precursores de la
pared o inhiben las enzimas de transpeptidacion que participan en los enlaces entre las
cadenas polisacaridas del peptidoglucano o asi también pueden activar las enzimas liticas
de dicha pared celular presente en las células procariotas.

Aun asi la actividad antimicrobiana de estos compuestos puede verse incrementada

con la presencia de halégenos en su estructura. Ya que los compuestos halogenados
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antimicrobianos analogos a los compuestos 1a, 1f y 2a ensayados por Sanna et al.,
(1998; 1999 a, b) asi como Carta et al., (2003) a pesar de utilizar concentraciones altas
para inhibir microorganismos patégenos son bajas en comparacién de los derivados
antimicrobianos aqui estudiados. Sin embargo estos solo muestran CMI y no CMB.

Los antimicrobianos obtenidos en este estudio (2a y 1a) presentaron CMB para E.
coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228 ademas de mostrar una CMI. Lo cual
indica en comparacién con los otros derivados que pueden matar a las células
microbianas y no solo detener su crecimiento. Sin embargo por la magnitud de la
concentracion hace necesario de toxicidad para saber si causa algun dano.

Existen otros derivados de quinoxalinonas que muestran actividad antiviral (Patel et
al., 2000) con lo que seria de interés el estudio antiviral de los compuestos evaluados en

este trabajo.
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El compuesto 2a fue el mas téxico ya que inhibié tanto a E. coli ATCC 35218 (CMI
de 32 ug/uL y CMB de 64 pg/uL) como a S. epidermidis ATCC 12228 (CMI de 64
Mg/uL y CMB de 128 pg/uL).

Los compuestos 1a (CMI de 64 ug/uL, CMB de 128 pg/uL) y 1f (CMI de 64 ug/uL)
fueron selectivos al inhibir Unicamente a S. epidermidis ATCC 12228.

No hubo actividad antimicrobiana apreciable de los 15 compuestos evaluados
contra C. albicans ATCC 14053.

La fase exponencial permitié calcular tiempo, absorbancia y alicuota para tener 1 x
10° y 1 x 10® UFC/mL en bacterias y en la levadura, respectivamente, para la
determinacion antimicrobiana.

El analisis estadistico ANOVA de dos vias indicé que los experimentos por el
método de difusion en disco fueron confiables y reproducibles (P>0.05).

La efectividad antibacteriana contra E. coli ATCC 35218 por 2a y S. epidermidis
ATCC 12228 por 1a y 2a es debida estadisticamente por la concentracion
(P<0.05). La actividad antibacteriana contra S. epidermidis ATCC 12228 de 1f se
debe en parte (P>0.05) estadisticamente a la concentracién y posiblemente a la

resistencia mostrada por este microorganismo al compuesto.

81



6. PERSPECTIVAS

= Evaluar la actividad antimicrobiana de los 15 derivados e intermediarios de
quinoxalin-2[1H]-ona con un numero mayor de bacterias Gram (+), Gram (-) y
levaduras, y con ello determinar el espectro de accién antimicrobiano.

= Realizar curvas de letalidad de las quinoxalin-2[1H]-onas con actividad
antimicrobiana para el conocimiento de la rapidez del efecto inhibitorio o
bactericida

= Determinar la actividad antimicrobiana de quinoxalinonas halogenadas dado que la

presencia de halégenos potencian su actividad inhibitoria y bactericida.
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APENDICE A

8. APENDICE

Tabla 12. Diametros de halos de inhibicion (mm) de antibidticos BIO-RAD®.

Antibiético Concentracion R | MS S
Amikacina 30 ug <14 15-16 217
Ampicilina 10 ug

Enterobacteriaceae <11 12-13 214

Staphylococcus spp <28 229

Enterococos <16 217

Otros Streptococos <21 22-29 =230
Cefalotina 30 ug <14 15-17 218
Ceftriaxona 30 pg <13 14-20 =221
Cloranfenicol 30 pg <12 13-17 =18
Dicloxacilina 1 Mg

Staphylococcus spp <10 11-12 213
Enoxacina 10 g <14 15-17 >18
Eritromicina 15 ug <13 14-17 =18
Gentamicina 10 g <12 13-14 215
Netilmicina 30 g <12 13-14 =215
Penicilina 10U

Staphylococcus spp <28 229

N. gonorrhoeae <19 >20

Enterococos <14 =15

Otros estreptococos <19 10-27 228
Trimetroprim- 25 ug <10 11-15 216
sulfametoxazol
R = Resistente; | = Intermedio; MS = Moderadamente sensible; S = Sensible
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APENDICE B

Tabla 13. ANOVA de dos vias: Halo (mm) frente experimento, concentracion del compuesto 1a
contra el microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Grados de Suma de Media de

Efecto libertad cuadrados cuadrados F P
Experimento 2 0.1689 0.08444 1.49 0.245
Concentracion 3 7.9133 2.63778 46.55 0.000
Error 24 1.3600 0.05667
Total 35 10.4556

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa

S =0.2380

R-Sq = 86.99%

Con la finalidad de representar las variaciones de los diametros de halos de
inhibicion obtenidos del método de difusion en disco, se grafico la probabilidad normal de
los residuales, Figuras 23, 25, 27, 29, 31 y 33. Se puede apreciar que los datos tienen un
comportamiento semejante a una recta, es decir estan lo mas cerca posible a los valores
estimados existiendo la menor dispersién en los resultados. Y por lo tanto el modelo

empleado en este analisis es adecuado.
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Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es halo)
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Figura 23. Grafica de probabilidad normal de los residuales del compuesto 1a contra S.
epidermidis ATCC 12228.
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Figura 24. Grafica de los residuales contra los valores ajustados del compuesto 1a contra el
microorganismo S. epidermidis ATCC12228.
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Tabla 14. ANOVA de dos vias: Halo (mm) frente experimento, concentracion del compuesto 1f

contra el microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Efecto Grados de Suma de Media de F p
libertad cuadrados cuadrados
Experimento 2 1.3430 0.67148 1.10 0.354
Concentracion 2 2.1830 1.09148 1.79 0.196
Error 18 10.9867 0.61037
Total 26 16.7496

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa
S=0.7813

R-Sq = 34.41%
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Figura 25. Gréfica de probabilidad normal de los residuales del compuesto 1f contra S. epidermidis

ATCC 12228.
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vs. ajustes
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Figura 26. Grafica de los residuales contra los valores ajustados del compuesto 1f contra el
microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Tabla 15. ANOVA de dos vias: Halo (mm) frente experimento, concentracion del compuesto 2a
contra el microorganismo E. coli ATCC 35218.

Efecto Grados de Suma de Media de F P
libertad cuadrados cuadrados
Experimento 2 1.2213 0.61063 2.79 0.073
Concentracion 6 49.5375 8.25624 37.77 0.000
Error 42 9.1800 0.21857
Total 62 61.2108

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa

S =0.4675

R-Sq = 85.00%
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Grafica de probabilidad normal
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Figura 27. Grafica de probabilidad normal de los residuales del compuesto 2a contra E. coli ATCC

35218.
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Figura 28. Gréfica de los residuales contra los valores ajustados del compuesto 2a contra el
microorganismo E. coli ATCC 35218.
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Tabla 16. ANOVA de dos vias: Halo (mm) frente experimento, concentracion del compuesto 2a

contra el microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Grados de Suma de Media de

Efecto libertad cuadrados cuadrados F P
Experimento 2 0.1089 0.5444 0.83 0.448
Concentracién 3 11.5275 3.84250 58.61 0.000
Error 24 1.5733 0.06556
Total 35 13.6031

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa

S =0.2560

R-Sq = 88.43%

Grafica de probabilidad normal
(la respuesta es halo)

95
90

80 1
70 1
60
50 1
40_
30 4
20 |

Porcentaje

10
5 -

-0.50 —0.|25 0.00 0.25 0.50
Residuo

Figura 29. Gréfica de probabilidad normal de los residuales del compuesto 2a contra S.

epidermidis ATCC 12228.
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Figura 30 Grafica de los residuales contra los valores ajustados del compuesto 2a contra el
microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Tabla 17. ANOVA mixto: Halo (mm) frente concentraciones del compuesto 2a contra los

microorganismos E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228.

Grados de

Suma de

Media de

Efecto libertad cuadrados cuadrados F P
Concentracién 8 1842.26 230.28 76.53 0.000
Microorganismo 1 663.69 663.69 220.58 0.000
Error 152 457.35 3.01
Total 161 2963.31

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa

S =1.73461

R-Sq = 84.57%
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Tabla 18. Factores considerados para el analisis estadistico ANOVA mixto del compuesto 2a
contra los microorganismos E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228.

Factor Tipo Niveles Valores
Concentracion Fijo 9 1;2;3;4,5,6;7;,8;,9
Microorganismo Aleatorio 2 1;2

Para observar el comportamiento de los valores u observaciones obtenidas
experimentalmente se graficé la probabilidad normal de los residuales, Figura 31. Esta
grafica nos muestra un comportamiento y acercamiento semejante a la recta de los
valores obtenidos experimentalmente de los valores estimados, con lo que podemos decir

que la dispersion de los datos experimentales de esta prueba es pequefia.
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Figura 31. Grafica de probabilidad normal de los residuales del compuesto 2a contra E. coli ATCC
35218 y S. epidermidis ATCC 12228.
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Figura 32 Grafica de los residuales contra los valores ajustados del compuesto 2a contra el
microorganismo E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 12228.

Tabla 19. ANOVA mixto: Halo (mm) frente a los compuestos 1a, 1f y 2a a diferentes
concentraciones contra el microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Efecto Grados de Suma de Media de F P
libertad cuadrados cuadrados
Compuesto 2 24.789 12.395 4,94 0.009
Concentracion 3 238.372 79.457 31.67 0.000
Error 102 255.896 2.509
Total 107 519.057

P>0.05 = No existe diferencia significativa
P<0.05 = Existe diferencia significativa

S =1.58391

R-Sq =50.70%
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Tabla 20. Factores considerados para el analisis estadistico ANOVA mixto de los compuestos 1a,

1f y 2a contra el microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.

Factor Tipo Niveles Valores
Compuesto Aleatorio 3 1;2;3
Concentracion Fijo 4 1;2;3; 4

La grafica de probabilidad normal de los datos, Figura 33, nos indica que el error
estimado es pequerio por lo tanto la cercania de los valores reales con los estimados es
maxima, al estar cercanos a la linea recta de la gréfica. La dispersion de los datos es

reducida y los datos reales experimentales obtenidos tienen una distribucion normal.
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Figura 33. Grafica de probabilidad normal de los residuales de los compuestos 1a, 1f y 2a contra
S. epidermidis ATCC 12228.
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Figura 34 Grafica de los residuales contra los valores ajustados del efecto antibacteriano (halo de
inhibicién) frente a los compuestos 1a, 1f y 2a a diferentes concentraciones contra el
microorganismo S. epidermidis ATCC 12228.
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