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Introduccidn: Escherichia coli es una bacteria patégena que esta implicada en un
gran numero de enfermedades infecciosas. El uso indiscriminado de antibiéticos ha
contribuido a la aparicién de resistencia bacteriana por presion selectiva. En la
permanente busqueda de nuevos agentes antimicrobianos se ha derivatizado una
chalcona sililada a partir de 2°,4-dihidroxichalcona, flavonoide que presenta actividad
antibacteriana frente al microorganismo Gram negativo, con el objeto de incrementar
su accién [1]. Se ensayaron, ademas, combinaciones binarias y ternarias del nuevo
compuesto, utilizando acido nalidixico (antimicrobiano de uso comercial) y rutina
(flavonoide inactivo) con el fin de determinar la posible existencia de sinergismo [2].
Materiales y Método:
Compuestos utilizados: 2’ ,4-disiliichalcona (2°,4-DSC), derivatizada a partir de 2,4-
dihidroxichalcona (2°,4-DHC); acido nalidixico (AN) y rutina (Ru).
Derivatizacion de 2°,4-DHC: la chalcona pura se colocé en un balén conteniendo un
magneto, se tapé herméticamente el recipiente y se inyect6 argdn para lograr una
atmésfera inerte permanente. Se adicionaron imidazol y diclorometano en cantidades
adecuadas y por ultimo tetrametilclorosilano. La mezcla se mantuvo con agitacion
permanente durante 24 h. La reaccion se detuvo volcando la misma sobre una
solucién de cloruro de amonio al 15%. Se realizaron sucesivas extracciones con éter y
el extracto se lavd con agua y solucion saturada de cloruro de sodio. La fase etérea
se seco con sulfato de amonio anhidro, se filtr6 y se concentré al vacio. El producto se
evidencié por cromatografia en placa fina y se identific6 por RMN.
Método cinético-turbidimétrico: Para determinar cuantitativamente la sensibilidad de
E.coli ATCC 25 922 frente a 2',4-DSC y el incremento de la actividad antibacteriana
del compuesto cuando se utilizaron sus combinaciones binarias con AN (concentracion
constante: 2 ug/mL) y Ru (concentracion constante: 20 pug/mL) y su combinacion
ternaria con AN (2 pg/mL) — Ru (20 pg/mL), se empleé un método cinético-
turbidimétrico desarrollado previamente [1]. El contenido de un cultivo en agar
inclinado de E. coli de 24 h fue transferido a un frasco Erlenmeyer conteniendo 30 mL
de caldo Muller Hinton e incubado a 35° C durante 18 h, con agitacién permanente. Se
realizaron experiencias cinéticas de crecimiento microbiano en frascos Erlenmeyers
conteniendo 100 mL de caldo Miuller Hinton adicionados de concentraciones
crecientes de 2°,4-DSC, incorporando 2 mL del inéculo previamente preparado.
Posteriormente, se incubaron en una camara de cultivo Rosi 1000 (35 °C, 180 rpm), se
extrajeron alicuotas a intervalos de 20 min durante 5 h y se leyeron las transmitancias
a 720 nm, utilizando como blanco caldo Miiller - Hinton. Para la determinacién de
sinergismo se realizaron experiencias similares pero agregando ademas una
concentracion constante de AN (2 ug/mL) o Ru (20 pg/mL) (combinaciones binarias) y
su combinacion ternaria con AN (2 pg/mL) — Ru (20 pg/mL). Con la siguiente
ecuacion:

In Ny=27,1—-8,56.T

donde Ni: u.f.c mL' y T: transmitancia a 720 nm, se calcularon los valores de In N,
para obtener las curvas de crecimiento, para distintas concentraciones de AN aislado y
en las combinaciones binarias y ternaria, respectivamente [2]. A modo de ejemplo se



ilustran a continuacién las curvas de crecimiento de E. coli obtenidas en presencia de
la combinacién 2°,4-DSCH variable — AN constante.

E. coli ATCC 25 922
| 2 pg/mL Acido Nalidixico -
B Testigo
® 10 pg/mL 2°4- disililchalcona
20 pg/mL 2’ ,4- disililchalcona
Vv 30 pg/mL 2" ,4- disililchalcona
2 40 pg/mL 2’ ,4- disililchalcona
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Figura 1. Curvas de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25 922 en presencia de
2’ 4-disililchalcona — &cido nalidixico (2 pg.mL™).

Resultados: De las pendientes de las correspondientes curvas de crecimiento del
microorganismo, se evaluaron las velocidades especificas de crecimiento del germen
en ausencia (testigo) y en presencia del compuesto sillado y sus combinaciones
binarias y ternaria. Como se observa en la Fig 1., las pendientes de las curvas de
crecimiento disminuyen notablemente a medida que se incrementa la concentraciéon de
2°,4-DSCH en el medio de cultivo. Los valores de velocidad especifica y la aplicacion
de un mecanismo de accién permitieron calcular las correspondientes concentraciones
inhibitorias minimas que se informan en la siguienteTabla:

Valores de concentracién inhibitoria minima para 2°,4-disiliichalcona frente a E.coli
ATCC 25 922 y todas las combinaciones enyadadas.

Combinacion 2°,4-DSCH 2',4-DSCH-Ru  2°,4-DSCH-AN 2',4-DSCH-AN-Ru

CIM (ug.mL™) 66,8 61,2 47,9 41,0

Conclusiones: Los valores de concentracion inhibitoria minima obtenidos indican que,
si bien, las combinaciones binarias mostraron sinergismo, la combinacion ternaria fue
la mas eficaz con una CIM de 41,0 ug/mL. Estos resultados alientan a proseguir con la
derivatizacion de chalconas dihidroxiladas antibacterianas para obtener compuestos
con superior actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos patégenos.
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