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Actividad del (2E)-3-(2, 3-dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil) prop-2-en-1-ona
en presencia del poli(acido maleico-co-2-vinil-pirrolidona) sobre un
aislamiento clinico de Staphylococcus aureus productor de p-lactamasas

Tatiana Arenas Fernédndez', Cristina Lucia Mora Arango?, Constain Hugo Salamanca®, Maria Consuelo Jaramillo Flérez?

RESUMEN

Introduccion: debido a la problematica actual de farmaco-resistencia hacia los antibiéticos
B-lactdmicos, se ha hecho necesario, en busca de una solucion, trabajar con nuevas moléculas
con potencial farmacoldgico, asi como utilizar novedosos sistemas poliméricos como matrices
0 excipientes farmacéuticos.

Objetivo: evaluar la actividad antibidtica de la ampicilina, combinada con un compuesto
sintético de tipo chalcona, denominado (2E)-3-(2,3-dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-
1-ona, sobre un aislamiento clinico de Staphylococcus aureus resistente a penicilinas, en
presencia de una matriz polimérica hidrosoluble denominada poli(Acido maleico-co-2-vinil-
pirrolidona).

Materiales y métodos: el compuesto sintéticoy la matriz polimérica se obtuvieron por métodos
descritos en la literatura. Se usé un aislamiento clinico de Staphylococcus aureus resistente a
penicilinas y se hicieron ensayos de actividad antibidtica por la técnica de macrodilucién en
caldo, de la cual se obtuvieron las concentraciones inhibidoras minimas de los compuestos
evaluados.

Resultados: la mezcla ampicilina-chalcona muestra un efecto antibidético menor que el
de su referente ampicilina-sulbactam. No obstante, cuando se utiliza la matriz polimérica
en combinacion con la ampicilina-chalcona se aprecia un incremento significativo de la
actividad antibidtica, evidenciado en que la concentracién inhibidora minima es la mitad de
la del referente comercial.
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SUMMARY

Activity of (2E)-3-(2, 3-dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil)
prop-2-en-1-ona in the presence of poli(maleic
acid-co-2-vinyl-pyrrolidone) on a p-lactamase
producing clinical isolate of Staphylococcus
aureus

Introduction: Due to the current problem of resistance
to B-lactam antibiotics, it has become necessary, in
search of a solution, to work with new molecules
with pharmacological potential, and to use novel
polymeric systems as matrices or pharmaceutical
excipients.

Objective: To evaluate the antibiotic activity of
ampicillin combined with a synthetic chalcone-type
compound, the (2E)-3-(2,3-dimethoxyphenyl)-1-(4-
methylphenyl) prop-2-en-1-one, on a clinical isolate
of penicillin-resistant Staphylococcus aureus in the
presence of a water soluble polymer matrix known as
poly(maleic acid-co-2-vinyl-pyrrolidone).

Materials and methods: The synthetic compound
and the polymeric matrix were obtained by previously
described methods. Tests for antibiotic activity against
the strain of penicillin-resistant Staphylococcus aureus
were done by the broth dilution technique which
provided the minimal inhibitory concentrations of
the compounds tested.

Results: The chalcone-ampicillin mix shows lesser
antibiotic effect than the ampicillin-sulbactam used as
referent. However, when such mix is combined with
the polymer matrix, antibiotic activity significantly
increases as evidenced by decrease in the minimal
inhibitory concentration with respect to the
ampicillin-sulbactam referent.

KEY WORDS

p-Lactamases; Bacterial Drug Resistance; Chalcone;
Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION

En la actualidad uno de los grandes problemas
mundiales de salud es la aparicién de resistencia
bacteriana a diversos antibidticos. Especificamente,

para el caso de los B-lactdmicos el fendmeno
de la farmaco-resistencia estd relacionado con
la produccién de enzimas hidroliticas de tipo
B-lactamasas, que tienen la capacidad de hidrolizar
el anillo B-lactdmico lo que lleva a pérdida de la
actividad bioldgica que se traduce en falla terapéutica;
esta Ultima es més relevante cuando sucede con los
antibidticos B-lactdmicos mds convencionales, como
la ampicilina y la amoxicilina, que son fadrmacos
de amplia utilizacién y bajo costo (1-3). Con el
animo de solucionar dicha problemdtica se han
venido desarrollado nuevas estrategias terapéuticas,
consistentes en el empleo simultdneo de antibidticos
convencionales con algtin inhibidor irreversible de las
B-lactamasas, como el &cido clavulénico, el sulbactam
y el tazobactam (4). No obstante, las combinaciones
de antibidticos con inhibidores enziméticos también
han venido perdiendo eficacia terapéutica por
la aparicion de nuevas cepas productoras de
B-lactamasas resistentes a dichos inhibidores (5-10).

Entre los microorganismos que han mostrado
la capacidad de generar una resistencia a estos
antibidticos p-lactamicosseencuentra Staphylococcus
aureus, que motiva nuestro estudio, porque se ha
convertido en un problema mundial de salud publica,
especialmente en las unidades de cuidados intensivos,
cuyos pacientes son los més vulnerables a septicemias
y abscesos cutdneos (11,12). En las tiltimas dos décadas
se ha informado que en Estados Unidos la incidencia
de sepsis causada por dicho microorganismo pasd
de 164.000 casos (82,7 por cada 100.000 habitantes) a
660.000 casos (240,4 por cada 100.000 habitantes) (13).
Por otro lado, en Europa han informado aumento en
la morbimortalidad por bacteriemias ocasionadas
por dicho microorganismo, que paso de 2% en 1990
a 40% en 2004 (14). En Colombia, el asunto no es tan
preocupante porque la mayoria de los contagios con
este microorganismo no se adquieren en los hospitales
sino en la comunidad; de los 68 casos de infecciones
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) reportados entre 2006 y 2009, solo al 37% se
les comprobd contagio intrahospitalario (15).

De acuerdo con lo anterior, es obvio que se deben
buscar alternativas nuevas y mejores para tratar de
solucionar el problema; entre ellas se encuentra la
busqueda de nuevas moléculas con mayor potencial
antibiotico frente a microorganismos resistentes
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o capaces de inhibir las [-lactamasas. Otras
opciones son el mejoramiento de las caracteristicas
fisicoquimicas de los fd&rmacos ya existentes y la
bioproteccidon por fendmenos de asociacidon con
matrices macromoleculares biocompatibles. Una
estrategia novedosa de investigacién es asociar
farmacos con sistemas poliméricos hidrosolubles con
capacidad de autoorganizarse en solucion acuosa
generando microdepdsitos y nanodepdsitos, en los
que es posible incorporar moléculas farmacoldgicas,
a partir de la asociacion o solubilizacién en
pseudofases poliméricas, que proporcionan un efecto
de barrera fisica frente a los sistemas enzimdticos. En
numerosos estudios se han utilizado diversos sistemas
poliméricos asociados a farmacos, mejorando Ia
solubilidad de estos en medios acuosos y, con ello,
su estabilidad fisicoquimica y bioldgica (16-32). Por
otra parte, cabe destacar los copolimeros derivados
del acido maleico con vinil olefinas (33) y vinil-2-
pirrolidona (34), que han mostrado la capacidad
de formar pseudofases poliméricas en solucién
acuosa, en las que se han incorporado moléculas
farmacoldgicas de tipo nitroimidazoles, mejorando
las caracteristicas fisicoquimicas de solubilidad de
dichos agentes farmacoldgicos en medios acuosos.
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Esnecesariohacerestudiosenfocados enlaevaluacion
de la potencialidad antibidtica de nuevas moléculas
farmacoldgicas frente a microorganismos resistentes,
asi como en evaluar nuevas estrategias que permitan
modular las caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos
en medios bioldgicos por medio de sistemas poliméricos
hidrofilicos con capacidad de generar microdepdsitos y
nanodepdsitos en solucidn acuosa.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos quimicos

Seutilizaronlossiguientescompuestos: solucién deyodo/
yoduro de potasio al 2% (Sigma®); solucién de almidon
al 1% (Carlo Erba®); ampicilina en polvo para inyectables
(Gen Far®) (010108); ampicilina/sulbactam en solucion
inyectable (Pfizer®) (72639270-2R) y agar Mueller-Hinton
(VL379337 507) (Merck®). Por otro lado, la chalcona (2E)-
3- (2,3-dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil) prop-2-en-1-ona
(35) y el polimero biocompatible poli(acido maleico-
co-vinil-2-pirrolidona) abreviado como P(MAcoVP) con
Mw = 25.000 (34,36), se sintetizaron y caracterizaron de
acuerdo con la metodologia previamente reportada
(34-36). Las estructuras de la ampicilina, el sulbactam, la
chalcona y el polimero se muestran en la figura 1.
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Figura 1. a. Estructura quimica de la ampicilina. b. Estructura quimica del sulbactam. ¢. Estructura quimica de la chalcona (2E)-3-(2,3-
dimetoxifenil)-1-(4-metilfenil) prop-2-en-1-ona d. Estructura comonomérica de la sal disédica del poli(acido maleico-co-vinil-2-

pirrolidona)
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Microorganismos

El aislamiento clinico de Staphylococcus aureus
productor de B-lactamasa (aislamiento 1) provino
del Hospital la Merced de Ciudad Bolivar, Antioquia.
Utilizamos como controles las siguientes cepas:
control negativo (aislamiento 2): aislamiento clinico
de Staphylococcus aureus sensible a penicilinas;
control positivo: Staphylococcus aureus ATCC 29213®
productor de B-lactamasas.

Caracterizacion del aislamiento clinico de
Staphylococcus aureus resistente

El aislamiento clinico de Staphylococcus aureus
resistente (aislamiento 1) se tipificé microbioldgica-
mente mediante antibiogramas. Luego se determind
su sensibilidad a las penicilinas antiestafilocdcicas por
la técnica de difusidon con un disco que contenia 1 ug

de oxacilina (37). Finalmente, se determind la presen-
cia de p-lactamasas mediante la prueba colorimétrica
con yodo (38).

Determinacion de la concentracién inhibidora
minima

La concentraciéon inhibidora minima (CIM) de los
compuestos en estudio se determind por el método
de macrodilucién en caldo (38). Cada ensayo se
evalud en un rango de concentraciones comprendido
entre 12 ug/mL y 3.200 ug/mL, obtenidas a partir de
diluciones seriadas. El tiempo de incubacién de cada
ensayo fue de 18 horas a 35 = 0,1 °C. Se utilizaron
los controles negativo y positivo ya descritos.
Cada ensayo se hizo por triplicado y los datos se
analizaron estadisticamente, mediante el software
GraphPadPrisma 5.0. Las condiciones de cada ensayo
se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de los ensayos antimicrobianos con la cepa de
S. aureus productoras de B-lactamasa (aislamiento 1)

Ensayo Componentes
1 Ampicilina
P(MAcoVP)

Ampicilina + sulbactam

Ampicilina + P(MAcoVP)

2

3

4 Ampicilina + chalcona
5

6 Ampicilina + sulbactam + P(MAcoVP)
7

Ampicilina + chalcona + P(MAcoVP)

Proporcion de los componentes de la mezcla

Tipo de mezcla

- Homogénea

- Homogénea
2:1 Homogénea
2:1 Heterogénea
1:1 Homogénea
2:1:2 Homogénea
2:1:2 Heterogénea

*El medio de dispersién utilizado para la evaluacion de los compuestos solos y en mezclas fue una solucién buffer de fosfato con pH 7,3 y concentracién de 0,1M

RESULTADOS

Caracterizacion del aislamiento clinico de
Staphylococcus aureus resistente

Los antibiogramas hechos mediante la técnica de
sensidiscos permitieron tipificar el aislamiento
clinico como IV C R, lo cual indica que se trata de
una cepa resistente a antibidticos B-lactdmicos.

Por otro lado, el ensayo de difusién con disco de
oxacilina permiti®6 comprobar la ausencia de Ila
proteina de membrana PBP2a y con ello descartar
que el mecanismo de resistencia del microorganismo
se deba exclusivamente a la produccién de
B-lactamasas. Finalmente, la prueba colorimétrica
con yodo permitié asegurar que el aislamiento clinico
corresponde a una cepa productora de B-lactamasas.
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Determinacion de la concentraciéon inhibidora
minima
Los resultados de la concentracidon inhibidora

minima de cada compuesto evaluado por el método
de macrodilucidn en caldo se muestran en la tabla 2.

Se puede observar en la tabla 2 que la ampicilina
sola presenta una CIM de 1.600 ug/mL, mientras
que combinada con el inhibidor de PB-lactamasas
sulbactam, se produce una disminucién de la CIM a
la mitad. Por otro lado, la combinacién ampicilina-

chalcona presenta una CIM de 1.500 pug/mL, muy
similar a la de la ampicilina sola. La adicion de la
matriz polimérica a la combinacién ampicilina-
sulbactam no produce un cambio significativo
en la CIM, mientras que dicha matriz afiadida a
la combinacién ampicilina-chalcona si logra una
disminucién significativa: la CIM pasa de 1.600 ug/mL
a 400 pug/mL. Finalmente, se observa que la matriz
polimérica también presenta un efecto sobre la cepa
de S.aureus con un valor de CIM de 1.600 ug/mL,
similar al de la ampicilina sola.

Tabla 2. Concentraciones inhibidoras minimas para un aislamiento clinico de Staphylococcus aureus resistente a penicilinas

Compuesto
Ampicilina
P(MAcoVP)
Ampicilina/sulbactam
Ampicilina/chalcona

Ampicilina/polimero

Ampicilina/sulbactam/polimero

Ampicilina/chalcona/polimero

CIM#* (ug/mL) DEt
1.600 =
1.600 -

800 -
1.500 0,00431
1.600 0,00327

800 -

400 0,00351

*CIM: Concentracion inhibidora minima; TDE: Desviacion estandar

DISCUSION

Los resultados muestran que la ampicilina combinada
con la chalcona presenta un efecto de inhibicién
sobre el aislamiento clinico resistente similar al que
presenta ella sola, y que este es practicamente la
mitad del que se obtiene con su referente sulbactam.

Si se compara el efecto inhibidor del sulbactam con
el de la chalcona sobre las B-lactamasas, se podria
pensar que la ultima carece de él y que, por ello, no
se observa una accioén antibidtica. No obstante, si se
compara la estructura quimica de la chalcona con la
del sulbactam (figura 1), se observa que la primera
presenta mayor cantidad de grupo funcionales
apolares que el segundo, por lo que la chalcona
resulta ser menos soluble que el sulbactam en medios
acuosos en las condiciones en que se hicieron dichas
mezclas. Este hecho se evidencié en el momento
de hacer las mezclas de ampicilina y chalcona en

16

medio acuoso, porque se observo la formacion de
un sistema heterogéneo y no homogéneo como si
ocurrié con la mezcla ampicilina-sulbactam. Esta
incapacidad de la chalcona para formar un sistema
homogéneo lleva a que no se encuentre tan disponible
en la fase acuosa, razon por la cual no provocaria un
efecto inhibidor significativo sobre el aislamiento
clinico evaluado, como si lo hace el sulbactam que
es mucho mas polar y estd mas disponible en el
medio acuoso. Este andlisis adquiere mayor validez
cuando se compara el efecto inhibidor de las mezclas
ampicilina-sulbactam y ampicilina-chalcona en
presencia de la matriz polimérica hidrosoluble: se
observa que dicha matriz tiene una notoria influencia
sobre el efecto antibidtico de la mezcla ampicilina-
chalcona y no sobre la mezcla ampicilina-sulbactam
(tabla 2). Esta diferencia se puede fundamentar en la
capacidad que tiene la matriz polimérica de formar
pseudofases de menor polaridad que la que exhibe
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el medio acuoso. Al respecto, se ha encontrado
que los copolimeros de vinilpirrolidona con acido
maleico generan en la regiéon interfasial polimero-
solvente unas zonas especificas de baja polaridad o
pseudofases hidrofobas, en las que es posible anclar
o unir moléculas de baja polaridad y asi mejorar la
solubilidad de dichas moléculas apolares en medios
acuosos (34). En relacidon con estos efectos de
asociacion polimérica se ha descrito previamente para
macromoléculas, correspondientes a homopolimeros
de vinil-2-pirrolidona, una alta capacidad de retener
diversos sustratos organicos mediante un proceso
de adsorcién similar al de Langmuir, en el que en
cada sitio de adsorcidon participan alrededor de
diez unidades monoméricas de vinilpirrolidona
(39). Por lo tanto, si se analizan los resultados de la
CIM de la mezcla ampicilina-chalcona en ausencia
y presencia de la matriz polimérica, se puede
observar un aumento significativo de la actividad
antibidtica, pasando de una CIM de 1.500 ug/mL a
una de 400 ug/mL, respectivamente. Esta notable
disminucién en la CIM se puede explicar en términos
de la interaccion de la chalcona con la pseudofase
polimérica, la cual le confiere una mayor solubilidad
en el medio acuoso y, con esto, que se encuentre mas
disponible para producir un efecto farmacoldgico.
Por otro lado, se observa que la matriz polimérica
no ejerce un efecto sobre la mezcla ampicilina-
sulbactam. Este resultado se puede explicar si se
tiene en cuenta que dicha mezcla corresponde a un
sistema homogéneo en las condiciones del ensayo.
En este sentido, ambas moléculas ya se encuentran
completamente distribuidas en la fase acuosa y no
necesitan la pseudofase polimérica para incrementar
su solubilidad, como si lo hace la chalcona que es
menos soluble en el medio acuoso. Finalmente, cabe
mencionar que la matriz polimérica también mostrd
un efecto inhibidor sobre el aislamiento clinico, lo
cual ha sido reportado para polimeros idnicos de esta
naturaleza.

CONCLUSION

Los resultados demuestran la potencialidad
farmacoldgica de la chalcona frente a cepas de
microorganismos resistentes. NoO obstante, se
hace necesario buscar un mejoramiento de sus
caracteristicas fisicoquimicas que le permita aumentar

su solubilidad en medios acuosos, porque existe una
dependencia directa entre dicha solubilidad y su
capacidadparaprovocarunefectoantibiético. Porotro
lado, la matriz polimérica, como sistema reservorio
de la chalcona, también se mostrdé promisoria
como posible excipiente para el futuro desarrollo
de medicamentos con potencial de aplicaciéon en
el tratamiento de infecciones por cepas resistentes.
Sin embargo, cabe resaltar que son necesarios mas
estudios para tener una mejor descripcién del proceso
de asociacién de las moléculas evaluadas en dichas
matrices poliméricas en solucién acuosa. Por ejemplo,
es necesario evaluar los coeficientes de asociacion en
medio acuoso y las variaciones en las solubilidades
intrinsecas a las condiciones de estudio. Ademaés, se
hace necesario determinar la biocompatibilidad de esta
matriz polimérica mediante estudios de citotoxicidad.
Finalmente, es preciso evaluar el efecto de la mezclas
ampicilina-chalcona en presencia y ausencia de la
matriz polimérica sobre las B-lactamasas para poder
plantear su potencialidad como un inhibidor especifico
de las mismas como Io son el sulbactam y el acido
clavulanico.
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