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Resumen

El Eugenol es un derivado fendlico cominmente extraido de la esencia del clavo,
gue también puede extraerse de la pimienta, hojas de laurel, canela, alcanfor y otras
especias. Es utilizado desde hace varios siglos en la practica odontolégica. Su
consistencia es liquida y aceitosa de color amarillo claro con un aroma caracteristico,
poco soluble en agua y soluble en alcohol. En los ultimos afios se ha visto un
incremento considerable en la resistencia a los antibiéticos de cepas bacterianas, y
como el Eugenol presenta actividad antibacteriana podria funcionar como un
sensibilizador de resistencia ante cepas bacterianas permitiendo asi la efectividad
de los antibidticos.

El objetivo el presente trabajo fue: Evaluar al Eugenol como sensibilizador de
resistencia.

El Eugenol 99% (# cat. E51791), fue obtenido en Sigma-Aldrich (Toluca, México).
Para la evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana se utilizo la técnica de
difusion en agar de Kirby-Baier, en dos cepas gram-negativas Escherichia coli ATCC
25922 y Escherichia coli 82 MR y dos gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC
29213 y Staphylococcus aureus 23 MR en presencia de los antibiéticos Cefuroxima
y Cefepima en los cuales se presentan resistencia. Como control positivo se utilizo
el Cloranfenicol y para el control negativo se utilizaron las cepas sin ningun
compuesto.

Para la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) y prueba de sensibilidad se emple6 el método de dilucion
en caldo con diferentes concentraciones de Eugenol en combinacién con los
antibiéticos. La actividad de inhibicién de biofilm se evalué mediante el método de
cristal violeta con concentraciones subinhibitorias de Eugenol (1/2 CMI).

El Eugenol present6 actividad antimicrobiana en todas las cepas desafiadas. Se
obtuvo que la CMI para el Eugenol es de 1000 pg/mL y la CMB es de 3000 pug/mL
para la cepa S. aureus 23 MR como la multirresistente, asi como una CMI de 125
ng/mL y la CMB de 3000 pg/mL para la cepa S. aureus ATCC 29213, estos
resultados contrastan con otras investigaciones en donde se obtuvieron CMiIs frente

S. aureus de 100 a 150 pg/mL. La cepa de catalogo mostraria una congruencia con



los resultados en investigaciones previas, asi mismo se entenderia el aumento
considerable para la cepa multirresistente. Para la cepa de E. coli multirresistente se
obtuvo una CMI de 250 pg/mL, asi como una CMB de 3000 pg/mL, para la cepa de
referencia E. coli se obtuvo una CMI de 500 pg/mL, asi como una CMB de 3000
pug/mL. Los valores de CMI para la cepa de referencia fueron 4 veces mayores
comparados con otras investigaciones.

Para la prueba de sensibilidad se obtuvo una CMI menor a 0.23 pug/mL al igual que
una CMB menor a 0.23 pg/mL para la combinacion del Eugenol con el antibiético
Cefuroxima contra la cepa S. aureus ATCC 29213. Asi como una CMI de 15 pg/mL
y CMB de 30 pg/mL para la cepa S. aureus 23MR. Para la cepa E. coli 82MR se
obtuvo una CMI de 120 pg/mL y una CMB 240 ug/mL para la referencia una CMI de
7.5 pg/mL y una CMB 15 pg/mL. Considerando que la CMI del antibiético para las
cepas gram-positivas es de 15 pg/mL y de 120 pg/mL para las cepas gram-negativas.
La Cefepima mostr6 una CMI de 900 pg/mL para los dos tipos de cepas gram-
positivas y gram-negativas. Asi mismo el Eugenol en combinacion con el antibiético
Cefepima mostré6 una CMI de 15 pg/mL y una CMB de 30 pg/mL para la cepa S.
aureus 23 MR (multirresistente) asi como una CMI de 7.5 pg/mL y una CMB de 15
pHg/mL para S. aureus ATCC 29213. Para las cepas E. Coli 82 MR se obtuvo una
CMI 0.47 pg/mL y una CMB de 0.94 pg/mL y para la referencia una CMI de 0.94
ng/mL y una CMB de 1.88 pug/mL. Diversas investigaciones mencionan que algunos
antibiéticos convencionales pueden ser activos en concentraciones de 5 a 1000
veces mas bajas en combinacién con el Eugenol que cuando se usa solo, esto
indicaria una gran sensibilizacion del Eugenol con antibidticos. En el presente estudio
la CMI del antibiotico se vio reducida 60 veces al usarlo en combinacion con el
Eugenol.

En cuanto a la inhibicién de biofilm se obtuvo que hubo una mayor inhibicion en la
cepa de E. coli 82MR con una inhibicion del 67.54% para la concentracion 150
pg/mL.

En las bacterias gram-positivas la mayor inhibicion de biofilm se mostro en la cepa
de catalogo S. aureus ATCC con una inhibicién 11.30% para la media CMI en una

concentracion de 0.06 pg/mL.



El Eugenol presenta una sensibilizacion de resistencia en combinacion con el
antibidtico Cefepima en contra de las cepas S. aureus ATCC 29213, S. aureus 23
MR, E. coli 82 MR, a diferencia del antibiético Cefuroxima que los datos presentan
una misma CMI en presencia y ausencia del Eugenol para la cepa S. aureus 23 MR
y para E. coli 82 MR.

En el andlisis molecular se obtuvo que para el caso de la combinacion de Eugenol-
Cefuroxima y la proteina p-Lactamasa, la posicion 1 fue la que obtuvo una mayor
afinidad con un valor de - 4.8 kcal/mol, para el caso de la proteina B-Lactamasa y el
antibidtico Cefuroxima la posicion 1 fue la que presento una mejor afinidad con un
valor de - 6.66 kcal/mol finalmente el Eugenol y la proteina B-Lactamasa la posicion

8 fue la que presento una mejor afinidad con un valor de - 4.28 kcal/mol.

La combinacién del Eugenol, Cefepima y Cefuroxima presentan una mayor actividad

frente a las cepas desafiadas.
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Introduccion

Desde gue se descubrid la penicilina por Alexander Fleming en 1928, los antibi6ticos
se han vuelto los compuestos mas efectivos para combatir infecciones bacterianas,
Su éxito se ha mostrado por su uso continuo y el descenso en la mortalidad que
causaban las infecciones bacterianas en los ultimos 50 afios. Después de la
comercializacion de la penicilina en los afios 40, han ido surgiendo un gran nimero
de compuestos con actividad antimicrobiana de origen natural (derivados del
metabolismo secundario de los microorganismos), sintéticos o por modificacién de
versiones anteriores, pero, los microorganismos poseen herramientas moleculares
gue han permitido desarrollar resistencia y poder adaptarse a las nuevas condiciones
de su entorno, haciendo que los agentes antimicrobianos pierdan su efectividad al
poco tiempo de ser comercializados. La seleccion de cepas bacterianas resistentes
a antibidticos se permite a través de tres mecanismos principales: la captura de
genes de resistencia, principalmente a través de transposones, integrones,
plasmidos y transferencia genética horizontal de fuentes ambientales, adquisicion de
mutaciones de resistencia antibiotica junto con mutaciones compensatorias y la
sobreexpresion de los mecanismos intrinsecos de resistencia como son las bombas

de eflujo o enzimas que inactivan los antibiéticos (Recacha, 2019).

Las plantas medicinales han sido herramientas que el ser humano ha utilizado desde
tiempos muy antiguos para curar enfermedades o aliviar dolencias, conocido como
medicina tradicional. Todo este conocimiento se ha obtenido por medio de la
experiencia y se ha transmitido y conservado por medio del lenguaje. El registro del
primer texto sobre las plantas medicinales es de hace mas de 4000 afios y es una

tabla de arcilla de la cultura Sumeria (Rodriguez, 2005).

Los viajes intercontinentales conllevaron a la exportacion de diferentes especies de
plantas, esto provoco que se les tuviera que clasificar. Carlos Linneo se dio a la tarea
de la organizacion, en un ambito cientifico, de las plantas y animales. Por su
contribucion se obtuvo un conocimiento especifico de las propiedades curativas de

las plantas, pero esto llevo a que no se pudiera explicar las causas por las cuales las
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plantas actuaban, es decir, aun no se conocian los principios activos de productos

naturales en las plantas (Rodriguez et al., 2005).

En el metabolismo primario existen procesos quimicos que intervienen en forma
directa en la supervivencia, crecimiento y reproducciéon de la planta estos
compuestos pueden ser los glucidos, lipidos y algunos derivados de aminoéacidos.
Los productos derivados del metabolismo secundario no son esenciales para el
metabolismo primario, estos se consideran como defensa de las plantas contra
depredadores o como productos que han sido sintetizados en situaciones de estrés
respecto a su entorno, como también puede ser la adaptacién al mismo, como la
atraccion de insectos polinizadores y dispersores de semillas para su reproduccion
(Bruneton, 2001).

Los metabolitos secundarios se sintetizan, localizan o concentran en distintas partes
de las plantas estos presentan actividad farmacoldgica que alteran o modifican la
funcién del organismo, ya sea en el cuerpo humano o en algin animal. Estos se
clasifican o agrupan en 4 clases principales. Terpenos: como hormonas, pigmentos
y aceites esenciales. Compuestos fendlicos: entre los que se encuentran cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos. Glicésidos: tales como Saponinas, glicosidos
cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos alcaloides (Avalos y Perez-Urria,
2009).

El Eugenol es un derivado fendlico que suele ser extraido de la esencia del clavo,
este compuesto también puede extraerse de la pimienta, hojas de laurel, canela,
alcanfor y otros aceites. Comunmente suele ser utilizado desde hace varios siglos
en la practica odontolégica. Presenta una consistencia liquida y aceitosa de color
amarillo claro y un aroma caracteristico, este compuesto es poco soluble en agua y
soluble en alcohol. Los registros han mostrado que el aceite del clavo se ha utilizado
desde el siglo XVI, hasta que Chisolm en 1873, recomendo que Eugenol se mezclara
con Oxido de Zinc ya que se forma una masilla de Eugenolato de Zinc y pudiera asi
aplicarse directamente en las cavidades cariosas, asi fue como lo introdujo en la

odontologia (Gonzélez, 2002).
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Se conoce que el Eugenol y el Cinamaldehido comunmente se utilizan en diversas
preparaciones alimenticias ya que estos poseen actividad antimicrobiana contra un

amplio espectro de bacterias (Ali et al., 2005).

Estudios anteriores han revelado que los aceites esenciales de pimienta negra (Piper
nigrum), canela (Cinnamomum verum) y el clavo (Syzygium aromaticum) muestran
actividades antimicrobianas contra patégenos transmitidos por alimentos. Analisis
qguimicos revelaron que B-Cariofileno, Cinaldehido y Eugenol fueron los mejores
componentes de los tres tipos de aceites esenciales (canela, pimienta negra y clavo)
(Purkait et al., 2020).

Las infecciones causadas por organismos resistentes a los antibiéticos han sido
consideradas como infecciones emergentes, debido a que su tratamiento es cada
vez mas limitado con el potencial de afectar a todas las personas del mundo, tanto
en paises con mayores recursos econémicos como en aquellos en vias de desarrollo.
El uso de los antibidticos en el area de la salud es reciente en la historia de la
humanidad desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, seguido por el uso
excesivo durante la segunda guerra mundial. Poco después se observéd que cepas
de Staphylocuccus desarrollaron resistencia a la penicilina lo que indico el
surgimiento de resistencia que se aceler6 en las décadas siguientes (Rocha et al.,
2015).

La pared celular de las cepas bacterianas es esencial para su proliferacion y
desarrollo normal ya que protegen el contenido intracelular de la bacteria (Brunton et
al, 2007).

Los antibioticos p-Lactamicos son de gran utilidad que se suelen prescribir a menudo,
tienen una estructura comun y la misma forma de accién pues inhiben la sintesis de
la pared celular bacteriana formada por peptidoglucanos. La resistencia bacteriana
a los antibidticos B-Lactamicos se ha elevado a un ritmo impresionante. Los
mecanismos de resistencia no solo son por la produccion de B-Lactamasas que
destruyen a los antibiéticos sino también por la modificacion o adquisicion de

proteinas fijadoras de penicilina y disminucion de la penetracion o emision (eflujo)
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activa del farmaco. Casi todas las bacterias contienen proteinas fijadoras de
penicilina, pero los antibidticos B-Lactamicos no logran destruir o no inhiben a todas
las bacterias, y operan diversos mecanismos de resistencia de los patégenos a tales
medicamentos. S. aureus resistente a meticilina ha adquirido su resistencia por la
adquisicion de PBP (mosaico de genes de proteinas fijadoras de penicilina)
adicionalmente por el alto peso molecular (a través de un transposén de un
microorganismo desconocido) con una bajisima afinidad por todos los antibiéticos

Lactdmicos (Brunton et al, 2007).

S. aureus ha demostrado la capacidad de adaptarse a los antimicrobianos,
adquiriendo gradualmente resistencia a todos los diferentes farmacos disponibles
para tratar infecciones establecidas. En la actualidad las cepas de S. aureus tienen
un amplio rango de resistencia a los antibidticos y se pueden encontrar cepas
multirresistentes convirtiéndose en un gran problema de salud publica (Castellano y
Pedroza-Mena, 2010).

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
incorporandose a una matriz de exopolisacaridos y adhiriéndose a una superficie
inerte o tejido vivo. El crecimiento de las biopeliculas es un método comdn de
crecimiento bacteriano en la naturaleza. Un ejemplo comun de biopelicula es la placa
dental. Todos los dias tratamos de combatir la capa bacteriana que cubre la

superficie de los dientes para evitar que crezca excesivamente (Lasa et al., 2005).

Existe una urgente necesidad de obtener nuevos agentes anti-biofilm ya que los
patdgenos con crecimiento de biofilm son fuertemente resistentes para los

antibiéticos convencionales (Schillaci et al., 2008).

Se ha identificado la formacion de biofilm en cepas bacterianas de S. Aureus, con
base en la literatura consultada se sabe que estas estructuras contribuyen a la

resistencia de ciertas cepas a antibiéticos.
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El biofilm tiene una estrategia de resistencia que evita la penetracién de farmacos y
aumenta la tolerancia en un factor de 100. Estudios recientes muestran que el 65 %
de todas las bacterias infecciosas y el 70 % de todas las infecciones humanas
cronicas pueden estar relacionadas con la formacién de biopeliculas (Gomez et al.,
2020).

S. aureus es una cepa de una importancia razonable por su implicacion en diversas
patologias debido a diferentes factores de virulencia y patogenicidad codificados por
diferentes genes expresados a lo largo de su ciclo de vida. Este microorganismo es
conocido por ser dificil de tratar y capaz de colonizar e invadir las células de su
huésped debido a que posee mecanismos de resistencia como la formacion de un
biofilm, una matriz extracelular compuesta principalmente por proteinas conocidas
en la actualidad como polisacéaridos y acidos nucleicos. La formacién de esta matriz
causa que la interaccion de los antibidticos con las bacterias no se dé de manera
adecuada generando fallas en los tratamientos (Roy et al., 2017).

Es necesario conocer matematica y algoritmicamente la eficacia del uso de
inhibidores de enzimas, buscando su interaccion y zonas de acoplamiento. El método
asistido por computadora es un primer enfoque para la deteccién de nuevos agentes
terapéuticos y esta disciplina es una estrategia emergente, ya que reduce muchas
complejidades del proceso de disefio de farmacos. La prediccion de tales
interacciones por acoplamiento molecular tiene una importancia creciente en el
campo de los descubrimientos de nuevos farmacos basados en la estructura
(Khamouli et al., 2019).

El acoplamiento molecular fue descrito inicialmente en 1982 por Kuntz y
colaboradores, y desde entonces se ha convertido en una herramienta central para
la busqueda y seleccion virtual con base en la estructura, tanto de ligandos con
actividad biolégica como de posibles blancos terapéuticos. Los ligandos son un
amplio grupo de pequefias moléculas de diversa naturaleza desde de hormonas,
neurotransmisores, farmacos o compuestos aislados de diversas fuentes naturales
(alcaloides en extractos de plantas), mientras que los blancos terapéuticos suelen

ser moléculas grandes como los acidos nucleicos (ADN/ARN) o proteinas. Los
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principios activos de los farmacos cumplen la funcion de ligandos y de esta manera

producen un efecto bioldgico beneficioso al consumirlos (Ballon et al. 219).

El acoplamiento molecular es una herramienta clave de la biologia molecular
estructural y de disefio de farmacos asistido por computadora. El objetivo del
acoplamiento molecular ligando-enzima es predecir los modos de unidn
predominantes de un ligando con una enzima de estructura tridimensional conocida.
Los métodos de acoplamiento exitosos buscan espacios de alta dimension de
manera efectiva y utilizan una funcion de puntuacién que clasifica correctamente los
acoplamientos candidatos. El acoplamiento se puede utilizar para examinar
virtualmente grandes bibliotecas de compuestos, ordenar resultados y generar
hipo6tesis estructurales sobre cédmo los ligandos inhiben un objetivo, lo cual es

invaluable para la optimizacion de prospectos (Morris y Lim-Wilby, 2008).

Antecedentes

En estudios realizados por Feitosa y colaboradores en 2020 evaluaron los efectos
inhibidores del Eugenol y derivados contra la bomba de flujo NorA en S. aureus.
Encontrando que para la cepa portadora NorA 4-alil-2-6-dimetoxifenol, Eugenol e
isoeugenol potenciaron la accion del antibiético. Ashrafudoulla y colaboradores en
el mismo afio investigaron la actividad antibacteriana y antibiofilm del Eugenol contra
Vibrio parahaemolyticus, encontraron que la actividad del Eugenol puede inhibir los
factores de virulencia de V. parahaemolyticus como la biopelicula y la motilidad, asi
mismo encontraron que una pequefia cantidad de Eugenol ha demostrado la
capacidad de filtracion de acidos nucleicos y proteinas para inhibir el crecimiento de

las células de V. parahaemolyticus.

Purkait y colaboradores en 2020, evaluaron la eficacia antibacteriana, antifingica y
antioxidante de los aceites esenciales de tres especias de uso comun (pimienta
negra, canelay clavo) en combinacion con la caracterizacion quimicay la evaluaciéon
de latoxicidad. Observaron que la combinacion de aceite de canelay aceite de clavo

exhibian interacciones antibacterianas sinérgicas contra S. aureus, L.
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monocytogenes, P. aeruginosa y S. typhimurium, asi como actividad antifingica
sinergica contra A. niger. Por otro lado, Dhara y Tripathi (2020) determinaron la
combinacioén sinérgica de Eugenol con Cefotaxima y Ciprofloxacina para combatir la
resistencia y potenciacién de farmacos antibacterianos por Eugenol contra cepas
bacterianas. Se observO que existe una interaccién sinérgica entre Eugenol y
Cefotaxima. E. coli y Klebsiella pneumoniae exhibieron CMI oscilo entre 0.22 y 7.28
g mL -t para ambos organismos. En presencia del Eugenol la CMI de Cefotaxima
se redujo alrededor de 32 a 1024 veces en E. coli y de 16 a 1024 veces en K.
pneumoniae. Se detectd un mayor dafio de la membrana bacteriana con Eugenol
gue con los antibidticos convencionales. Las células no tratadas tenian una forma
ovalada con superficies muy lisas, después de la exposicion a Eugenol, se observo
agrandamiento de la célula, mientras que las bacterias tratadas con la combinacion
de CMI Eugenol y CMI Cefotaxima mostraron grandes surcos en las superficies
celulares junto con un alargamiento celular significativo. El tratamiento con la
combinacién CMI Eugenol y CMI Ciprofloxacina dio como resultado la desaparicion

del contenido citoplasmatico de la célula.

Falleh y colaboradores en 2020 calcularon la formula optima que combinan los
aceites esenciales de Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum, Myrtus
communis y Lavandula stoechas para potenciar sus efectos anti-S. aureus. Los
compuestos principales fueron Alcanfor (35%), a-Pineno (75%), Cinamaldehido
(89%) y Eugenol (75%) para los AE de lavanda, mirto, canela y clavo,
respectivamente. Ademas, la prueba de actividad antibacteriana ilustro que todos los
AE estudiados eran potentes agentes antimicrobianos, especialmente lo de canela 'y
clavo (de 15 a 39 mm de zona de inhibicién). La busqueda de la combinacion mas
eficaz para la conservacion de la leche contra S. aureus sugirid que una mezcla de
58.8% de canela, 34.4% de clavo de olor, y 6.8% lavanda presenta la eficiencia
optima. Por lo tanto, esta formula podria considerarse como una alternativa potencial
para la seguridad alimentaria contra la contaminacion por S. aureus, particularmente

en la industria lactea.

17



JUSTIFICACION

El Eugenol es utilizado muy comunmente en la medicina mexicana, para tratar
diferentes afecciones, cominmente como antimicrobiano, ya que este compuesto se
encuentra en la especia del clavo, por muchos afios la gente lo ha utilizado por su

efecto antimicrobiano, pero la mayoria de la poblacion lo utiliza sin saberlo.

Se ha buscado en los ultimos afios alternativas que muestren una mayor eficacia

para el tratamiento de enfermedades y potencializar los efectos de los antibiéticos.

En busca de esta solucién, se ha encontrado una respuesta del Eugenol sobre las
cepas S. aureus y E. coli. Ya que existen pocos estudios en donde se evalué la
actividad sensibilizadora del Eugenol sobre farmacos, por lo tanto, es importante
determinar la actividad sensibilizadora del compuesto Eugenol en presencia

diferentes farmacos.

HIPOTESIS:

Se sabe que existen cepas multirresistentes de S. aureus y E. coli a ciertos farmacos,
y se ha comprobado que algunos productos naturales son capaces de sensibilizar
dicha resistencia, por lo tanto, si el Eugenol ha mostrado actividad antimicrobiana
probablemente actuard como sensibilizador y se observara una disminucién en las
concentraciones necesarias de antibioticos para inhibir el crecimiento de estas cepas

resistentes.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar al Eugenol como sensibilizador de resistencia.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

- Evaluar de manera cualitativa la actividad antimicrobiana del Eugenol.

- Establecer las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas
del Eugenol tanto de manera individual como en combinacién con
antibidticos, para inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas.

- Cuantificar el porcentaje de inhibicién en la formacién de biopelicula en
cepas Gram-positivas y Gram-negativas tratadas con Eugenol.

- Examinar la capacidad del Eugenol para sensibilizara a las bacterias
resistentes frente a diferentes farmacos.

- Analizar el efecto del Eugenol sobre las curvas de crecimiento de cepas
Gram-positivas y Gram-negativas, tanto en presencia como en ausencia
de antibioticos.

- Investigar el posible mecanismo de accion del Eugenol en su actividad

antimicrobiana.

METODOLOGIA:

1. Obtencién de los compuestos:
Los compuestos fueron proporcionados por el Laboratorio de Bioactividad de
productos naturales de la UBIPRO de la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala.

Acido clavulanico # de catalogo 61177-45-5
Reserpina # de catalogo 50-55-5
Cefuroxima # de catalogo 56238-63-2
Cefepima # de catalogo 123171-59-5

Eugenol # de catadlogo E51791-5Gb
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2. BIOENSAYOS

Bacterias Gram-positivas Bacterias Gram-negativas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus 23 MR Escherichia coli 82 MR

3. Evaluacioén cualitativa de la actividad antimicrobiana.

En el caso de evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana del Eugenol
y de los antibiéticos se evalu6 por medio de la técnica de difusién en agar de
Kirby-Baler (Rodriguez, 2005). Se impregnaron sensidiscos con 4 uL (4.25
ug) de Eugenol y 30 ug de cada uno de los siguientes antibiéticos: Cefuroxima,
Cefepima. De igual manera se evaluaron combinaciones de Eugenol con cada
uno de los farmacos a probar. Como control positivo se utilizaron sensidiscos
con 25 ug de cloranfenicol. Cada bioensayo se realizé por triplicado (Apéndice
2). Asi mismo se utilizé6 como control el acido clavulanico (inhibidor de (-
Lactamasas) y reserpina (inhibidor de bombas de flujo) para poder determinar

el posible mecanismo de accion.

4. Evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana.

Para la evaluacion cuantitativa se emple6 el método de dilucién en caldo
(Koneman, 1996). Las concentraciones utilizadas fueron una serie de
diluciones de 500 a 0.0625 pg/mL de Eugenol, los diferentes antibidticos, asi
como diferentes combinaciones de Eugenol con los antibioticos a probar.
(Apéndice 3)
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5. Evaluacion de la inhibicién de Biofilm

Para el método de inhibicién de biofilm se empled la técnica propuesta por
GoOmez-Sequeda y colaboradores en 2020 en donde se adicionaron 100 pL
de la cepa a una concentracion de 1x10° en solucién salina con 100 pL de
Eugenol a diferentes concentraciones, en una placa de 96 pozos, se dejo por
48 hrs en incubacion a 37 °C sin agitarse, después de esas 48 hrs se desecho
el contenido y se lavo 3 veces con solucién salina, se agregaron 200 uL de
cristal violeta al 0.4% dejandose reposar durante 15 minutos, después se lavo
3 veces con solucion salina para remover el exceso de cristal violeta para
afadir acido acético al 30% dejandose por 15 minutos para la lectura en el
lector ELISA a 595 nm.

(Apéndice 4)

6. Evaluacién de la capacidad sensibilizadora de resistencia.

Se empled el método de microdilucién en caldo (Picazo, 2000).
Utilizando concentraciones de 120 a 0.05 pg/mL de los antibi6ticos con una

concentracion subinhibitoria del Eugenol (1/2 CMI). (Apéndice 5)

7. Efecto del compuesto Eugenol y sus combinaciones sobre la curva de

crecimiento en cepas bacterianas.

Se realizo el método propuesto por Kubo y colaboradores en 1993 modificado
por Avila en 1996 donde se evaluaron la CMI del Eugenol, CMI de la
Cefuroxima, y la CMI de la Cefuroxima en presencia del Eugenol en una

cantidad subinhibitoria y un testigo. (Apéndice 6)
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8. Docking molecular

Se realizd un acoplamiento molecular para poder inferir el mecanismo
virtual de accién del Eugenol en un blanco proteico, obteniendo las
conformaciones moleculares, prediciendo asi la eficacia y su actividad
biologica. El acoplamiento molecular es un método informatico que predice
computacionalmente la posicion mas conveniente de interaccion entre un
ligando y un blanco usualmente proteico a partir de sus proyecciones
tridimensionales. Mientras mas estable, especifica y favorable, mayor sera

la actividad biologica (Ballon et al., 2019).

9. Andlisis estadistico

Se realiz6 el método de ANOVA de un factor para determinar si existe

diferencia significativa entre los halos de inhibicion obtenidos.
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Resultados:

1.- Evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana.

Para la evaluacion cualitativa se pueden observar los resultados obtenidos de la
prueba Kirby-Buer en la siguiente tabla como un resultado de los promedios de tres

repeticiones mas menos la desviacion estandar:

Tabla 1. Evaluacion cualitativa del Eugenol y los compuestos resultados de los halos de inhibicion.

Cepas Staphylococcus  Staphylococcus Escherichia Escherichia

aureus 23 MR aureus ATCC coli 82MR coli ATCC
29213 25922

Control + 22.0+0.0 22.0+0.0 22.0+0.0 22.0+£0.0

Cefepima N/A 20.0+£0.0 N/A N/A

Cefuroxima N/A N/A N/A N/A

Acido Clavulanico | N/A 6.0+0.0 6.0+0.0 N/A

Reserpina N/A N/A N/A N/A

Eugenol (PN) 15.0+0.0 13.0+0.0 13.0+0.0 16.0+0.0

Combinaciones

Control+/PN 226+£1.0 255+34 245+£05 255+1.1

Cefepima/PN 14.3+05 145+£05 13.0+£1.7 12.0+£2.0

Cefuroxima/PN 13.6+1.0 11.5+0.0 140+15 146 +05

Ac. Clavulanico/PN | 12.5 £ 0.5 11.5+05 13.0+1.1 14.0+0.0

Reserpina/PN N/A 14.0+£0.0 13505 135+05

Valores de los halos de inhibicién en milimetros, donde PN= Eugenol, N/A= no presento actividad.
Concentraciones: Control + = cloranfenicol 25 pg; Eugenol 4 puL; Cefuroxima, Cefepima, Reserpina y
Acido Clavulanico 15 pg.

Se puede observar en la tabla 1 que en el caso de los antibiéticos se obtuvo una
actividad nula para las cepas S. aureus multirresistente y para las dos cepas de E.
coli, a excepcién de la cepa S. aureus que si presenta una actividad contrario a los
antibidticos se puede observar que con base en los resultados el Eugenol si presento
actividad frente a las cepas gram-negativas y gram-positivas asi mismo las
combinaciones entre el Eugenol y los antibidticos si mostraron actividad, excepto la
combinacién de reserpina y Eugenol frente a la cepa S. aureus multirresistente. Asi

mismo se puede observar que para la reserpina no se observé una actividad frente
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a las cepas evaluadas, tomando en cuenta que este compuesto es un inhibidor de
las bombas de eflujo, de la misma manera para el caso del Ac. Clavulanico mostro
actividad frente a la cepa S. aureus de catalogo y la cepa E. coli multirresistente este
ultimo compuesto es un inhibidor de B-Lactamasas, la reserpinay el Ac. Clavulanico

fueron utilizados para determinar el modo de accion de la resistencia de las cepas.

2. Evaluacion cuantitativa de la actividad antimicrobiana.

Al determinar la actividad antimicrobiana de los antibiéticos y el compuesto puro se

prosigui6 a determinar los valores de CMI y CMB presentados en la siguiente tabla:

Tabla 2. CMI y CMB del Eugenol por cepa bacteriana.

Cepas Staphylococcus Staphylococcus  Escherichia coli Escherichia coli

aureus 23 MR aureus ATCC 82MR ATCC 25922
29213
CMB 3 3 3 3
cMI |1 0.125 0.25 0.5

CMB=concentracion minima bactericida, CMI= concentracibn minima inhibitoria.
Concentracién en pg/mL.

En la tabla 2 el Eugenol presenté un valor igual de CMB para todas las cepas
bacterianas, de tal manera que una concentraciéon de 3 mg/mL de Eugenol inhibe el
99.9% del crecimiento bacteriano en bacterias gram-positivas y gram-negativas de

catalogo y multirresistentes.

Por otro lado, existié una variacion sobre las concentraciones CMI considerando que
para mostrar una inhibicion drastica en las cepas bacterianas se requerira de 1
mg/mL para S. aureus multirresistente, 0.125 mg/mL para S. aureus de catalogo,

0.25 mg/mL para E. coli multirresistente y 0.5 mg/mL para E. coli de catélogo.
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3.- Evaluacion de lainhibicion de biofilm

Ya determinadas las Concentraciones Minimas Inhibitorias y Minimas Bactericidas,
se evalué el efecto antibiofilm del Eugenol. El porcentaje obtenido se puede observar

en las siguientes graficas.

m), mMIC mCBM

67.54%
70.17%
66.77%
68.03%

53.21%

28.16%

25.66%

13.27%

STAPHYLOCOCCUS STAPHYLOCOCCUS ESCHERICHIA CcOLI ESCHERICHIA COLI ATCC
AUREUS 23 MR AUREUS ATCC 29213 82MR 25922

12.38%
7.14%
8.33%
11.30%

Figura 1. Resultados porcentuales de la inhibicién de la formacion de biofiim del Eugenol
contra cepas bacterianas.

Se muestra en la figura 1 una inhibicibn mayor contra las cepas multirresistentes y la
cepa de catédlogo de E. coli, por otro lado, en presencia de la cepa S. aureus la
inhibicion de la formacion de biofilm fue menor. De tal manera que una cantidad
subinhibitoria del compuesto logra inhibir un 53.21 % de la formacion de biofilm en la
cepa E. coli multirresistente y un 28.16 % en la cepa de catalogo, al evaluar la
concentracion bactericida se obtuvo que para la cepa de E. coli multirresistente se
obtuvo una inhibicién del 70.1% y una inhibicion del 68.03% en la cepa E. coli de

catalogo.

Respecto ala cepa S. aureus se obtuvo que con una cantidad subinhibitoria se inhibe
un 12.38% de la formacion de biofilm en la cepa multirresistente y un 7.1% para la

cepa S. aureus de catélogo, evaluando la concentracion bactericida el porcentaje de
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inhibicion se duplica para la cepa multirresistente obteniendo un 25.66% y para la

cepa de catélogo se inhibe un 11.30%.

4.- Evaluacion de la capacidad sensibilizadora de resistencia
Se evalu6é la capacidad sensibilizadora del Eugenol en combinacion de los
antibiéticos por medio de la determinacién de CMB y CMI, mostrando los resultados

obtenidos en las siguientes tablas.

Tabla 3. CMIy CMB de la prueba de sensibilizaciéon con el antibiético Cefuroxima.

Cepa CMI antbicico PN + Cefuroxima PN + Cefuroxima
Hg/mL CMI pg/imL CMB pg/mL
S. aureus 23 15 15 30
MR?
S. aureus ATCC 15 >0.23 >0.23

292132

E. coli 82 MR? 120 120 240

E. coli ATCC 120 7.5 15
259224

Unidades en microgramos sobre mililitros en presencia del Eugenol a una concentracion de (0.5)*
(0.06)? (0.125)3 (0.25)* y el antibidtico Cefuroxima. PN= Eugenol, (>) = menor que.

Tabla 4. CMI y CMB de sensibilizacion con el antibiético Cefepima.

Cepa CMI antibistico PN + Cefepima PN + Cefepima
Hg/mL CMI pg/mL CMB pg/imL
S. aureus 23 0.9 15 30
MR?
S. aureus ATCC 0.9 7.5 15
292132
E. coli 82 MR? 0.9 0.47 0.94
E. coli ATCC 0.9 0.94 1.88
259224

Unidades en microgramos sobre mililitros en presencia del Eugenol a una concentracion de (0.5)*
(0.06)? (0.125)% (0.25)* y el antibiotico Cefepima. PN= Eugenol.
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En la tabla 3 se mostr6 una disminucion en los valores de concentracion del
antibiético Cefuroxima en presencia del Eugenol para las cepas de catélogo, de tal
manera que la concentracion minima inhibitoria del antibidtico para S. aureus paso
de 15 pg/mL a una concentracion menor que 0.23 pg/mL asi mismo una CMB menor
que 0.23 pg/mL disminuyendo el valor de la CMI poco mas de 65 veces y para E. coli

paso de 120 pg/ml a 7.5 pg/mL disminuyendo su valor 16 veces.

Para el caso del antibiotico Cefepima en la tabla 4 para la cepa E. coli de catalogo
se obtuvo un ligero aumento de 0.9 pg/mL a 0.94 pg/mL el valor de la CMI y una
disminucién para la cepa multirresistente que mostro una disminucion de la CMI de
0.9 pg/mL a 0.47 pg/mL, a diferencia de la cepa S. aureus que mostro actividad en
sus dos versiones (multirresistente y de catalogo) disminuyendo de 0.9 ug/mL a 15
pug/mL para la cepa multirresistente y de 0.9 pg/mL a 7.5 pg/mL para la cepa de

catélogo.
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5.- Efecto del compuesto Eugenol y sus combinaciones sobre la
curva de crecimiento en cepas bacterianas.

Por ultimo, se evaluo el efecto del Eugenol y su combinacion con el antibiético con
base en los resultados de sensibilidad donde se determiné que se evaluaria el
antibidtico Cefuroxima frente a las cepas S. aureus evaluando asi las
concentraciones para CMIy CMB.

12
CMI S. aureus 23 MR

10

(o¢]

-
/

Log UFC/mL
(o))

4
2
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
—e—Cefuroxima + Eugenol Cefuroxima Eugenol Testigo

Figura 2. Curva de crecimiento para la CMI de la cepa S. aureus 23 MR.

Cepa multirresistente en presencia del Eugenol, Cefuroxima y su combinacién en cantidades minimas
inhibitorias Concentracion evaluada del antibiotico (15 pg/mL) Eugenol a una concentracion de (0.5 pg/mL).
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MIC S. aureus ATCC 29213
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Figura 3. Curva de crecimiento para la CMI de la cepa S. aureus ATCC 292113.

Cepa de catalogo en presencia del Eugenol, Cefuroxima, y su combinacién en cantidades minimas inhibitorias.
Concentracion evaluada del antibiético (120 pg/mL) Eugenol a una concentracion de (0.06 pg/mL).

Como se observa en la figura 2, pasado las primeras 12 horas si existe una
disminucion en las poblaciones bacterianas en la combinacion del Eugenol y el
antibidtico contrastado con el antibiético solo para la cepa multirresistente,
observando que la linea de crecimiento de la Cefuroxima y el Eugenol queda por

debajo de la linea de crecimiento del antibiético solo.

Frente a la cepa de catalogo en la figura 3, se muestra que el Eugenol por si solo
inhibe el crecimiento bacteriano drasticamente desde la primera hora, al combinarse
con el antibidtico en una cantidad subinhibitoria se observa que disminuye la
poblacion bacteriana quedando en las primeras 5 horas por debajo del antibiético

solo.

29



CMB S. aureus 23 MR
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Figura 4. Curva de crecimiento para la CMB de la cepa S. aureus 23 MR.

Cepa multirresistente en presencia del Eugenol, Cefuroxima y su combinacién, en cantidades minimas
bactericidas. Concentracion evaluada (30 pg/mL) Eugenol a una concentracion de (1.0 pg/mL).
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CMB S. aureus ATCC 29213
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Figura 5. Curva de crecimiento para la CMB de la cepa S. aureus ATCC 29213.

Cepa de catélogo en presencia del Eugenol, Cefuroxima y su combinaciéon en cantidades minimas bactericidas
Concentracion evaluada (>0.23 ug/mL) Eugenol a una concentracion de (0.12 pg/mL).

Para las Concentraciones Bactericidas Minimas se presenta que para la cepa
multirresistente en la figura 4 el Eugenol a diferencia del antibiético presenta una
disminucion mayor en las poblaciones bacterianas comparado con el antibiético solo,
pero al combinarlos utilizando una cantidad subinhibitoria de Eugenol, se muestra
una disminucion por debajo del antibidtico solo en las primeras dos horas, pero no
por debajo del Eugenol a diferencia en la figura 5 de la cepa de catalogo, ya que, en
esta se muestran disminuciones drasticas de las poblaciones bacterianas en el
Eugenol a las 12 horas, el antibiético a las 12 horas y su combinacion 24 horas
después, la combinacion muestra una disminucién por debajo del antibiético solo,
pero muestra una disminucion total del crecimiento a un mayor tiempo que el

antibiotico solo.
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6. Docking Molecular

Se realiz6 el Docking molecular en el programa AMDock, se visualizaron y obtuvieron
las imagenes 3D en el programa PyMOL, el esquema 2D se obtuvo con el programa
Discovery Studio 2020 para la cepa S. aureus en donde se observé una mayor
actividad con base en el objetivo del proyecto, en donde se corrié un docking para la
proteina B-Lactamasa de la cepa S. aureus y como ligando el Eugenol, la Cefuroxima
e igual un empalmamiento de los dos ligandos y la proteina en donde se observaria
su posible accion, se obtuvieron diferentes poses de acoplamiento y con base en su
afinidad la mayor eficiencia. Los resultados se muestran en las siguientes tablas e
imagenes:

Tabla 5. Valores de afinidad y poses del acoplamiento de la proteina B-Lactamasa
de S. aureus con el antibiético Cefuroxima y el compuesto Eugenol.

Poses Afinidad Estimacion Ki Unidades Ki Eficiencia del
(kcal/mol) ligando
1 -4.8 0.30 mM -0.40
5 -4.3 0.70 mM -0.36
2 -4.0 1.17 mM -0.33
6 -4.0 1.17 mM -0.33
7 -3.9 1.38 mM -0.33
9 -3.9 1.38 mM -0.33
8 -3.8 1.64 mM -0.32
10 -3.8 1.64 mM -0.32
4 -3.7 1.94 mM -0.31
3 -1.8 47.93 mM -0.15

Tabla 6. Valores de afinidad y poses del acoplamiento de la proteina 3-Lactamasa
de S. aureus con el antibiético Cefuroxima.

Afinidad Estimacion Ki Unidades Ki Eficiencia del

(kcal/mol) ligando
1 -6.66 13.13 uM -0.23
2 -6.31 23.70 uM -0.22
3 -6.17 30.02 uM -0.21
6 -5.92 45.77 uM -0.20
10 -5.37 0.12 mM -0.19
8 -5.15 0.17 mM -0.18
7 -4.97 0.23 mM -0.17
4 -4.13 0.94 mM -0.14
5 -3.97 1.23 mM -0.14
9 -3.85 1.51 mM -0.13
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Tabla 7. Valores de afinidad y poses del acoplamiento de la proteina B-Lactamasa
de S. aureus con el compuesto Eugenol.

Afinidad Estimacion Ki  Unidades Ki Eficiencia del

(kcal/mol) ligando
8 -4.28 0.73 mM -0.36
6 -4.11 0.97 mM -0.34
5 -4.10 0.99 mM -0.34
9 -4.10 0.99 mM -0.34
1 -4.03 1.11 mM -0.34
4 -4.00 1.17 mM -0.33
3 -3.78 1.70 mM -0.32
10 -3.71 1.91 mM -0.31
7 -3.39 3.27 mM -0.28
2 -3.31 3.75 mM -0.28
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Figura 6. Acoplamiento de la proteina B-Lactamasa de S. aureus y el compuesto
Eugenol.
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Figura 7. Acoplamiento de la proteina B-Lactamasa de S. aureus y el compuesto
Eugenol.
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Figura 8. Acoplamiento de la proteina B-Lactamasa de S. aureus y el antibiotico
Cefuroxima.

36



Figura 9. Acoplamiento de la proteina B-Lactamasa de S. aureus con el antibigtico
Cefuroxima y el compuesto Eugenol.
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Figura 10. Esquema 2D de la interaccion del Eugenol con los residuos de la proteina
B-Lactamasa de S. aureus.
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Figura 11. Esquema 2D de la interaccion del antibidtico Cefuroxima con los residuos
de la proteina B-Lactamasa de S. aureus.

En la tabla 5 se observa que la posicion mas favorable y efectiva en la combinacion
del Eugenol y Cefuroxima frente a la proteina p-Lactamasa fue la nimero 1 con una
afinidad del - 4.8 kcal/mol y una eficiencia del ligando de - 0.40 en la figura 9 se
observa el empalmamiento de los dos ligandos (Eugenol y Cefuroxima) en donde

estas dos moléculas se observan de color rosa y el resto de la proteina de color
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verde, observando pues que el antibiético Cefuroxima se une en un sitio ortostérico

y el ligando Eugenol en un sitio alostérico.

En la tabla 6 para el caso del acoplamiento de la proteina B-Lactamasa con el
antibidtico Cefuroxima se obtuvo que la posicion numero 1 fue la mas favorable con
un valor de afinidad de - 6.66 kcal/mol y una eficiencia del ligando de - 0.23
observado en la figura 8 el acoplamiento en 3D, en color naranja el compuesto

Cefuroxima y en color verde el resto de la proteina.

En la tabla 7 se observan los resultados para el acoplamiento del Eugenol y la
proteina B-Lactamasa, en donde los resultados muestran que la posicion 8 fue la
mas eficaz con un valor de afinidad de - 4.28 kcal/mol y una eficiencia de ligando de
-0.36. En la figura nimero 7 y 6 se observa el acoplamiento del Eugenol con la
proteina p-Lactamasa, en donde el Eugenol se muestra de color azul y el resto de la

proteina en color verde desde dos perspectivas diferentes.

En la figura 10 se observa la interacciéon del Eugenol con los aminoacidos pero al
momento de que los aminoacidos forman parte de una enzima o proteina se les
conocera como residuos, de esta manera el Eugenol interactia con los residuos
Isoleucina (ILE A:239), Tirosina (TYR A:105), Aspartato (ASN A:132), Aspartato
(ASN A:170), Lisina (LYS A:73), Serina (SER A:70) asi mismo podemos observar
gue la interaccion del Eugenol con la proteina es por medio de enlaces alquilo con la
Isoleucina A:239, para el caso de la Tirosina A:105 la interaccion es por medio del
enlace -1, el Aspartato A:132 interactia por un enlace m-hidrogeno donante, la
Lisina A:73, el Aspartato A:170 y la Serina A:70 interactian con el Eugenol por

enlaces de hidrégeno.

Para el caso de la interaccion de los residuos con el antibiético Cefuroxima en la
figura 11 se puede observar que interactia con Isoleucina ( ILE A:167), Tirosina (TYR
A:105), Aspartato (ASN A:132), Glutamina (GLN A:337), Arginina (ARG A:244), en
donde para los enlaces por puentes de hidrégeno se observan en Aspartato,
Glutamina y Arginina, en esta Ultima se observa también un enlace de tipo donador-

donador desfavorable, para la Tirosina la interaccion es por medio del enlace -1
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ademas de una interaccion enlace Tr-cation y finalmente la interaccion de Isoleucina

es por medio del enlace de hidrégeno de carbono.

7. Analisis estadistico

Se realizo el analisis estadistico ANOVA multifactorial para los halos de inhibicién

obtenidos de las combinaciones del Eugenol y los compuestos.
Las conclusiones para los halos obtenidos de las combinaciones son las siguientes:

Como el valor de P= 5.4 x10°° resulto menor que alfa= 0.05 se rechaza Ho y se
concluye que existe diferencia significativa en los halos de inhibicion obtenidos entre
las cepas multirresistentes y las cepas de catalogo. Lo anterior se afirma con una
confiabilidad del 95%.

Como el valor de P= 3.25 x1028 resulto menor que alfa= 0.05 se rechaza Ho y se
concluye que si existe diferencias significativas en los halos de inhibicion obtenidos
entre los compuestos combinados con el Eugenol. Lo anterior se afirma con una
confiabilidad del 95%.

Como el valor de P= 1.40 x1013 resulto menor que alfa= 0.05 se rechaza Hoy se
concluye que si existe interaccion entre los compuestos combinados con Eugenol y

las cepas probadas. Lo anterior se afirma con una confiabilidad del 95%
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Discusion.

Con base en los resultados del presente estudio se valida el uso en la medicina
tradicional de las plantas que en su aceite esencial o extracto contengan Eugenol,
ya que este presento actividad antimicrobiana frente a bacterias gram-positivas y

gram-negativas.

El Eugenol mostr6 actividad antimicrobiana contra las cepas evaluadas S. aureus y
E. coli con una concentracion de 4 ug/mL de Eugenol por disco, estudios previos
revelan que los aceites esenciales de pimienta negra, canela y el clavo exhiben
actividades antimicrobianas contra patégenos transmitidos por alimentos (Purkait et
al., 2020). La bacteria E. coli es una bacteria que comunmente se encuentra en los
intestinos de las personas, animales, en el medioambiente, en los alimentos y el agua

sin tratar.

En el caso del andlisis estadistico se obtuvo que, si existe diferencia significativa
entre los compuestos utilizados en el presente proyecto en combinacién con el
Eugenol, contrastado con los datos obtenidos en la tabla 1, en donde se ve que
muchos de los compuestos presentaban una actividad nula frente a las cepas
utilizadas en el proyecto, mientras que, al ser combinados con el Eugenol, en su

mayoria presentaron actividad inhibitoria.

Para las Concentraciones Minimas Inhibitorias y Concentraciones Minimas
Bactericidas, se obtuvo que no existié diferencia entre la Concentracion Minima
Bactericida de las cepas gram-positivas y gram-negativas pues se establecié en una
concentracion de 3 ug/mL en donde la concentracion de Eugenol fue de 27.62 pg/mL,
por otra parte para la Concentracion Minima Inhibitoria se obtuvo que la menor
concentracion fue para S. aureus ATCC 29213 la cepa de catalogo con una
concentracion de 0.125 pg/mL en donde la concentracion de Eugenol fue de 1.15
pug/mL de aceite, en segundo lugar E. coli 82 Mr con una concentracion de 0.25 pg/mL
en donde la concentracion Eugenol fue de 2.3 pg/mL, siguiéndole E. coli ATCC
25922 con una concentracién de 0.5 pg/mL con una concentracion del aceite de

Eugenol de 4.60 pg/mL y finalmente S. aureus 23 MR con una concentracion de 1
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Hug/mL con una concentracion de 9.21 pg/mL de aceite de Eugenol. Dhara y Tripathi
(2020) determinaron una concentraciéon de Eugenol de 7.28 ug mL * frente a E. coli

una concentracion menor a la reportada en este estudio.

Purkait y colaboradores en 2020 evaluaron la eficacia antibacteriana, antifingica y
antioxidante de los aceites esenciales de tres especias de uso comun, reportaron
una CMI para el aceite de clavo de 58.54 + 3.17 pg/mL, reportando asi mismo que

su mayor componente fue el Eugenol con una presencia del 53.9 %.

Para la sensibilidad de la resistencia se mostro que el &cido clavulanico y la reserpina
no mostraban actividad frente a las cepas S. aureus y E. coli, pero en combinacion
con Eugenol ( 4 pg/mL), cada uno mostro una actividad frente a las cepas, autores
afirman que el acido clavulanico se une de manera irreversible a las p-Lactamasas
pues contiene un anillo betalactamico en su estructura, evitando que se inactiven
ciertos antibioticos betalactamicos, ademas del uso de Cefuroxima y Cefepima que
fungen como antibiéticos betalactamicos a los cuales las cepas S. aureus 23 MR y
E. coli 82 MR mostraron una resistencia, por esto se puede inferir que le método de
resistencia de las cepas S. aureus 23 MR y E. coli 82 MR es por efecto de B-

Lactamasas.

En el caso de la reserpina no mostraba actividad frente a ninguna cepa, al combinar
la reserpina con Eugenol estos mostraron actividad frente a tres cepas, se puede
inferir que como se ha reportado que el Eugenol presenta actividad en cantidades
minimas, la respuesta de la combinacién y su actividad posiblemente fue por el
Eugenol, ya que el compuesto reserpina demostrd ser un inhibidor del mecanismo
de resistencia que implica la sobreexpresiéon de bombas de flujo en la membrana
celular (Garvey y Piddock, 2008) se infiere que la resistencia no es por bombas de

flujo.

Para el caso de la inhibicion de la formacion de biofilm, se presenté en una mayor
inhibicion para las bacterias gram-negativas, resaltando que la inhibicion fue casi
similar en las dos cepas multirresistente y de catalogo, presentando una inhibicién

del 70.17 % y un 68.03 % respectivamente. En la literatura se menciona que el
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Eugenol tiene la habilidad de inhibir la formacion de biofilm al afectar la membrana

citoplasmatica (Walmiki y Ravishankar, 2017).

Asi mismo Somrani y colaboradores en 2021 reportaron que el Aceite esencial de
clavo mostro una inhibicion de la formacién de biofilm al paso de una hora del 25.2%
frente a Salmonella entérica una bacteria gram-negativa, donde el Eugenol

componia el 78.85% del aceite.

En cuanto a la capacidad sensibilizadora del Eugenol frente a los antibiéticos se
obtuvo que la Cefuroxima logro disminuir su concentracién en presencia del Eugenol
pasando de una CMI de 15 pg/mL a una cantidad menor a 0.23 pg/mL para la cepa
S. aureus ATCC 29213 considerando asi la cantidad de Eugenol 3.68 pg/mL, asi
mismo disminuyendo el valor de la CMI para la cepa E. coli ATCC 25922 de 120
pug/mL a 7.5 pg/mL la concentracion de Eugenol utilizada para esta cepa fue de 1.84
pg/ml, para las cepas multirresistentes las cantidades permanecieron iguales, en el
caso de cepa S. aureus 23 MR la cantidad de Eugenol utilizada fue de 0.5 pg/mL y

para la cepa E. coli 82 MR 0.92 pg/mL.

Por otro lado, la Cefepima mostré disminuciones frente a tres cepas, S. aureus 23
MR de 0.9 pg/mL a 15 pg/mL la concentracion utilizada de Eugenol fue de 0.5 pg/mL,
para S. aureus ATCC 29213 de 0.9 pg/mL a 7.5 pg/mL con una concentracion de
Eugenol de 3.68 pg/mL y E. coli 82 MR de 0.9 pg/mL a 0.47 pg/mL con una

concentracion de Eugenol de 0.92 ug/mL.

Esto evaluado en las curvas de crecimiento se obtuvo que al combinar la Cefuroxima
con Eugenol en una Concentracién Minima Bactericida al paso de 24 horas se
obtendra una inhibicién completa de la cepa bacteriana S. aureus de catalogo, esto
concuerda con Gonzales en 2002 pues a altas concentraciones el Eugenol tiene un
efecto bactericida, accion atribuida a los fenoles por degradacién de las proteinas, lo

gue resulta en dafio a la membrana celular.

Para las Concentraciones Minimas Inhibitorias se observa una disminucién en el
crecimiento de las bacterias, sin llegar a una inhibicion por completo en ninguna de

las cepas. En bajas concentraciones el Eugenol tiende a estabilizar las membranas
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celulares, lo cual previene la penetracion de las bacterias a los conductos

destinatarios. (Gonzales, 2002)

El docking molecular dio como resultado que para el acoplamiento de la proteina (-
Lactamasa y el Eugenol la mayor eficacia se observa en la posicion 8 con un valor
de energia de union de - 4.28 (kcal/mol), en la figura 10 se muestran los resultados
de la interaccidn del Eugenol con los residuos Isoleucina, Tirosina, Aspartato, Lisina

y Serina.

Para el caso del acoplamiento para la proteina B-Lactamasa y el antibiético
Cefuroxima la mayor eficacia se observé en la posicién 1 presentando una energia
de unién de - 6.66 (kcal/mol), en la figura 8 podemos observar a la molécula de
Cefuroxima interactuando con los residuos Isoleucina, Tirosina, Aspartato,

Glutamina y Arginina.

Finalmente, para la combinacion de Cefuroxima y Eugenol la mayor eficacia se
obtiene en la posicién 1, considerando su energia de unién con un valor de - 4.8
(kcal/mol), teniendo una interaccion con los aminoacidos con estos valores y
esquemas se puede confirmar la eficacia de la combinacion del compuesto Eugenol
como sensibilizador de las bacterias, tomando a consideracién también que los

programas utilizados son en funcién de andlisis predictivos matematicamente.

La mayor interaccion se puede observar para el caso del Eugenol y la proteina -
Lactamasa esto pues entre menor sea el valor de afinidad mayor seréa la unién del

ligando y la proteina.

Morris y Lim-Wilby en 2008 mencionaron que el objetivo del acoplamiento ligando
proteina es predecir los modos de unidén predominantes de un ligando con una
proteina de estructura tridimensional conocida, asi se proponen hipotesis
estructurales de como los ligandos inhiben el objetivo, esto de acuerdo a los objetivos
de este estudio respaldaria computacionalmente y predictivamente la efectividad de
la combinacién de Eugenol y Cefuroxima frente a la proteina de S. aureus y

supondria los modos de interaccion entre los ligandos y la proteina.
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Conclusiones:

- El Eugenol presenta actividad antimicrobiana en cepas gram-positivas
como gram-negativas.

- El Eugenol presenta una mayor inhibicion sobre la formacion de biofilm en
cepas gram-negativas con una inhibicién superior al 28%.

- ElEugenol en combinacion del antibidtico Cefuroxima presenta una mayor
eficacia frente a la cepa S. aureus ATCC 29213 disminuyendo la CMB y
CMI por debajo de 0.23 pg/mL.

- Se comprueba que el Eugenol es un sensibilizador de resistencia de cepas
bacterianas gram-positivas y gram-negativas.

- Lacombinacion de Eugenol con Cefepima fue la més eficaz contra la cepa
S. aureus ATCC 29213.

- El Eugenol presenta una sensibilizacion ante la resistencia de las cepas
para el antibidtico Cefuroxima.

- La combinacion de Eugenol y el antibiético Cefuroxima es eficaz contra
bacterias gram-negativas, con un valor de afinidad de - 6.66 (kcal/mol) por
determinacion computacional.

- El Eugenol presenta una inhibicion no competitiva en conjunto con el

antibiético Cefuroxima.
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Apéndice 1

Estructura quimica de los compuestos utilizados en el presente estudio.

Nombre

Estructura quimica

Eugenol
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HO

Acido clavulanico
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Apéndice 2.

Método de difusion de agar de Kirby- Baler. (Rodriguez, 2005)
*Antes de inocular las cajas y de impregnar los sensidiscos, el agar y los sensidiscos

se esterilizaran en Autoclave a 121°C bajo 1 atmdsfera de presion, por 15 min.

Este método se basa en la utilizacion de sensidiscos de papel Whatman 5
impregnados con una concentracion conocida de la sustancia antimicrobiana a
utilizar.

Cuando el agar se ha solidificado, se procede a inocular las cajas con las
suspensiones gque contienen a cada microorganismo.

Los discos son colocados en la superficie del agar en el que pondra a inocular una
suspension de la cepa a probar.

Las cajas son aseguradas con cinta y volteadas de manera que el agar quede hacia

arriba. Son incubadas a 37°C por un periodo de 24hrs.

Pasado el tiempo de incubacién se procede a medir los halos formados alrededor de

los sensidiscos en milimetros.
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Apéndice 3
Técnica de microdilucion en caldo (Koneman 1996).

El inoculo se prepara colocando con un asa bacteriolégica colonias de una misma
bacteria, se sumerge el asa en 10 mL de caldo MH estéril, se enjuaga bien en el
liguido hasta que se desprenda todo rastro de bacteria y acto seguido se retira el
asa de siembra hasta que la turbidez del medio sea equivalente al No. 0.5 de
McFarland, (1.5 x 108 de bacterias por mL).

Se tomaran 10 pL de inoculo y se suspenderan en 10 mL de solucion salina al 0.9%
estéril. Se prepararan tubos con caldo MH, con las siguientes concentraciones de los
compuestos y de las mezclas 0.062, 0.125, 0.25, 0.5, 1.00, 2.00, 3.00 y 4.00,
posteriormente de los tubos con las concentraciones se toman 100 pyL de cada
concentracion en tubos eppendorfy a esos tubos se les adiciona 100 uL de indculos
de cada cepa. Los tubos se incuban por 24 horas a 37°C, posterior a ese tiempo de
incubacion las bacterias se siembran en agar MH, para sembrar se tomaron con
micropipeta 50 yL de cada tuvo eppendorf colocandose en su respectivo agar.
Posterior a eso se incubo durante 24 horas a 37°C y se observo la disminucion en el
crecimiento del microorganismo. Para los controles positivos se utilizaron diferentes

concentraciones de cloranfenicol y nistatina para bacterias.
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Apéndice 4

Método de cristal violeta (Gomez-Sepulveda et al. 2020)

Este método se evalla en placas de 96 pozos con un volumen final de 200 uL
se adicionaran 100 pL de la cepa a una concentracién de 1x10° en solucién
salina con 100 pL del compuesto a diferentes concentraciones se dejara por
48 hrs en incubacion a 37 ° sin agitarse permitiendo la adherencia de bacterias
a la superficie, después de esas 48 hrs se desechara el contenido y se lavara
3 veces con solucién salina estéril al 0.9% para eliminar las bacterias, se
dejara secando a una temperatura de 60°C por 45 minutos después se
proseguira a agregar 200 pL de cristal violeta al 0.4% dejandose reposar
durante 15 minutos a temperatura ambiente, después se lavaran 3 veces con
solucion salina estéril al 0.9% para remover el exceso de cristal violeta para
afiadir 200 pL acido acético al 30 % en agua destilada, dejandose por 15
minutos para la lectura en el lector ELISA a 595 nm.

Para obtener el porcentaje de inhibicién sera calculado usando la formula:

o OD negative control — OD Experimental
Inhibition Percentage = . X
OD negative control
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Apéndice 5

Método de Sensibilizaciéon (Picazo, 2000)

El volumen de cada pocillo suele ser de 100 pL, por lo que al inocular las placas con
100 pl por pocillo de caldo que contenga el compuesto antimicrobiano (tamafo del
inéculo < 10 pl) o 50 pl (si se utiliza también para inocular placas de 50 ul). Cabe
sefalar que, al calcular la concentracién inicial mas alta, la concentracion del agente
antimicrobiano se diluira a la mitad después de la adicién del in6culo. Por lo tanto,
utilizando una pipeta multicanal, agregue 100 o 200 pl de la solucion antibacteriana
mas alta a la placa en la linea 1 segun el volumen final del in6culo. Luego, se agregan
50 o0 100 pl de caldo libre de antibacteriano de la fila 2 a la 11, la dilucion se realiza
con una pipeta multicanal, teniendo en cuenta que los pocillos de la ultima columna
siguen sirviendo de controles (positivo - no antibacteriano - y negativo - no
inoculado). El indculo en el método de dilucidén en caldo se prepara a partir de una
suspension de 0,5 en la escala de McFarland con crecimiento o suspension directa
usando uno de estos dos métodos. En la técnica de microdilucion, el volumen de
indculo final debe ser de 5 x 10° CFU/ml 0 5 x 10* CFU/pozo. Con base en esto, se
diluird la suspension original en caldo Mueller-Hinton segun el método elegido. Para
microdiluciones, haga una dilucién 1:10 usando 5 ul de in6culo o una dilucién 1:100
conindculo 50 pL. Elinéculo diluido debe usarse dentro de los 15 minutos posteriores
a la preparacion. Las placas deben sellarse con parafilm antes de la incubacion para
evitar la evaporaciéon del medio. Es necesario probar el inoculo durante su
preparacion mediante la inoculacién de porciones diluidas en medios sélidos para
gue el indculo real utilizado pueda calcularse después de la incubacion. Para facilitar
el recuento, los tubos de control positivo de 10 uL pueden diluirse en 10 mL de
solucion salina y luego inocularse con 100 uL de la dilucion. Si el in6culo es de 5 x
10° CFU/ml, deberian crecer 50 colonias en las placas de medio sélido. Incubar los
tubos o placas a 35°C durante 16 a 20 horas. La interpretacidén de los resultados se
facilita por referencia al crecimiento observado en el tubo de ensayo o el control
positivo. Las placas de microdilucion deben tener al menos 2 mm de turbidez o

tincién para estos controles positivos.
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Apéndice 6

Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento) (Kubo 1993
et al, citado en Avila, 1996).

Se preparard tubos con las cepas bacterianas a probar y se dejaran incubando
durante 24 horas.

Se preparar y rotulara un tubo sin antibiéticos que servira como control.

El inoculo se preparara con aproximadamente 1x10°> UFC/mL en un tubo con rosca
con 10 ml de caldo MH de la concentracion.

Inocular con ayuda de una micropipeta, 0.01 mL de la suspensién de bacterias en
los tubos que contienen el antimicrobiano, el cual estara en una concentracion igual
a la concentracion bactericida, a la concentracion bactericida minima y sus multiplos
medios; esto sera la CMB, CMI y la mitad de la CMI. La concentracion final debe ser
aproximadamente de 1x10° bacterias/mL de caldo en cada tubo. Se debera incubar
en una estufa sin presion de CO2 a 37°C.

Muestrear cada dos horas durante los primeros cuatro tiempos (T0-0, T1-1, T2-2, T3-
3, T4-4), el tiempo 5 se muestra a las 12 horas y el tiempo 6 a las 24 horas. Se
realizan 2 diluciones para determinar las unidades formadoras de colonias en cada
tubo, una vez incubadas durante 24 horas a 37°C.

Se grafica el Logio del nUmero de sobrevivientes contra el tiempo para determinar el

tiempo en donde se produzca la inactivacion.
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