
114

Biomédica 2014;34(Supl.1):114-23Mora CL, Castaño J, Jaramillo MC

Contribución de los autores: 
Cristina Mora Arango: diseño de la investigación, realización de actividades experimentales y redacción del manuscrito.
Julián Castaño Zuluaga: participación en las actividades experimentales, recopilación de datos.
Consuelo Jaramillo Flórez: diseño y coordinación de la investigación, revisión del manuscrito.
Todos los autores participaron en el análisis de los resultados obtenidos.

ARTÍCULO ORIGINAL

Biomédica 2014;34(Supl.1):114-23
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1668

Actividad inhibitoria de dihidroxifenil propenona sobre
betalactamasas de Enterobacter cloacae: estudio preliminar en el 

desarrollo de fármacos para enfrentar la resistencia bacteriana
Cristina Lucía Mora, Julián Castaño, María Consuelo Jaramillo

 Grupo de Investigación en Sustancias Bioactivas, Sede de Investigación Universitaria,
Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia

Introducción. Los microorganismos patógenos como Enterobacter cloacae producen betalactamasas 
que les confieren resistencia frente a los antibióticos betalactámicos; se ha identificado, además, la 
actividad limitada de los inhibidores enzimáticos, de modo que la única posibilidad de enfrentar la 
resistencia es el diseño de nuevos fármacos y su uso racional.
Objetivo. Evaluar el efecto de la chalcona dihidroxifenil propenona sobre un aislamiento clínico de E. 
cloacae y sobre la betalactamasa aislada a partir de este microorganismo resistente como un aporte 
en la búsqueda de compuestos inhibidores de las betalactamasas.
Materiales y métodos. Se sintetizó la chalcona dihidroxifenil propenona y se evaluó su efecto sobre 
el aislamiento clínico de E. cloacae para determinar la concentración inhibitoria mínima mediante 
el método de microdilución en caldo y con la betalactamasa purificada mediante cromatografía de 
afinidad se realizaron estudios espectrofotométricos de cinética enzimática.
Resultados. La concentración inhibitoria mínima de la dihidroxifenil propenona sobre E. cloacae fue 
de 35 μg/ml; el porcentaje de recuperación de la betalactamasa a partir del microorganismo fue 
de 31,75 %; en el estudio cinético se evidenció actividad inhibitoria de acuerdo con los parámetros 
cinéticos de Vmax=1,7 x 10-3 μM/minuto y KM´=2330 μM.
Conclusión. La chalcona dihidroxifenil propenona ejerce su actividad inhibitoria por medio de la 
interacción con la betalactamasa y, de esta manera, protege la integridad estructural de los antibióticos 
betalactámicos; dicho efecto sinérgico la convierte en un compuesto promisorio en la búsqueda de 
alternativas para enfrentar la resistencia bacteriana.
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inhibidores enzimáticos, chalconas.
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Inhibitory activity of dihydroxy-phenyl-propenone on betalactamase of Enterobacter cloacae: 
Preliminary study for drug development to overcome bacterial resistance

Introduction: Enterobacter cloacae is a pathogenic microorganism with the ability to produce 
betalactamase enzymes, which makes them resistant to betalactamic antibiotics. Additionally, the 
limited activity of enzymatic inhibitors has been identified, and, therefore, the design of new drugs and 
the promotion of their rational use are the only possibilities to overcome this problem.
Objective: The aim of this research was to evaluate the effect of dihydroxy-phenyl-propenone on a 
clinical isolate of E. cloacae, as well as its activity on a betalactamase isolated from this resistant 
microorganism in order to contribute to the search for new betalactamase inhibitors.
Materials and methods: Dihydroxy-phenyl-propenone chalcone was synthesized and evaluated on a 
clinical isolate of E. cloacae to determine the minimum inhibitory concentration by broth microdilution; 
once the betalactamase enzyme was purified by affinity chromatography, a spectrophotometric analysis 
was done to evaluate its kinetic activity.
Results: The minimum inhibitory concentration value of dihydroxy–phenyl-propenone on E. cloacae 
was 35 μg/ml; the recovery percentage of the betalactamase from the microorganism was 31.75% 
and the kinetic parameters were Vmax=1.7 x 10-3 μM/min and KM= 2330 μM, which show an important 
inhibitory activity.
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Conclusion: Dihydroxy-phenyl-propenone has shown inhibitory activity on betalactamase enzymes 
and the ability to protect the chemical integrity of betalactamic antibiotics; this synergistic effect turns it 
into a promising compound in the search for new alternatives to overcome bacterial resistance.

Key words: Enterobacter cloacae, ampicillin, cefalosporinase; chromatography, affinity; enzyme 
inhibitors, chalcones.
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La resistencia bacteriana se considera actualmente 
como un problema de salud pública de dimensiones 
globales. Este fenómeno se ha venido documen-
tando desde 1940 con la introducción de la 
penicilina en la práctica clínica; desde entonces, 
los fracasos terapéuticos han sido numerosos e, 
infortunadamente, los intentos para controlar o 
disminuir su progreso han sido insuficientes (1-3). 
Por estas razones se requieren medidas urgentes 
que aborden el problema de forma interdisci-
plinaria, considerando aspectos fundamentales 
para detener el avance de los microorganismos 
resistentes tales como la ecología, la evolución 
de los microorganismos y la restauración de la 
sensibilidad a los antibióticos de uso clínico (4).

La aparición de resistencia bacteriana demuestra 
una vez más que en su proceso evolutivo los 
microorganismos han desarrollado mecanismos 
eficaces para evadir los blancos de acción de 
los antibióticos, como es el caso de las bacterias 
productoras de betalactamasas, enzimas con la 
capacidad de destruir la integridad estructural de 
los antibióticos derivados de la penicilina (5-11).

Existen microorganismos patógenos, como E. 
cloacae, con la capacidad de producir por vía 
cromosómica o constitutiva betalactamasas de 
clase C (cefalosporinasas) y, por esta razón, han 
desarrollado resistencia frente a los fármacos 
betalactámicos (12,13). 

Varios estudios recientes realizados en Colombia 
han encontrado altas tasas de resistencia para 
este microorganismo. En el 2009, el Grupo para 
el Control de la Resistencia Bacteriana de Bogotá 
(GREBO) presentó los porcentajes de resistencia 
en las unidades de cuidados intensivos de una 
red de hospitales en Colombia y en el caso de 
fármacos formulados en combinación (antibiótico 
betalactámico con inhibidor de betalactamasas), 
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como la ampicilina y el sulbactam, la resistencia 
superaba el 50 % (14). Asimismo, los estudios 
realizados en Medellín y el Valle de Aburrá por 
parte del Grupo para el Estudio de la Resistencia a 
Antibióticos en Medellín (GERMEN) entre los años 
2010 y 2012 revelaron porcentajes de resistencia 
frente a la combinación de piperacilina y tazobactam 
superiores a 40 % en los servicios de las unidades de 
cuidados intensivos y otras salas de las instituciones 
hospitalarias que hacen parte de la red (15).

A pesar de que los compuestos inhibidores de 
enzimas, como el ácido clavulánico y las sulfonas 
del ácido penicilánico (sulbactam y tazobactam), 
han ayudado a controlar la resistencia, se ha visto 
que su actividad es relativamente limitada contra 
las betalactamasas de clase C y contra algunas 
enzimas de clase A y, además, se ha reportado 
que estos compuestos, al presentar el mismo 
núcleo químico de los fármacos betalactámicos, 
pueden inducir la expresión de betalactamasas en 
microorganismos resistentes (16-22). 

Frente a este panorama, la única posibilidad 
de detener el avance de los microorganismos 
resistentes es el diseño de nuevos fármacos de 
origen natural y sintético con diferente núcleo 
químico que puedan dar lugar a combinaciones 
efectivas de antibiótico e inhibidor, así como la 
promoción de su uso racional como una alternativa 
de valor que ayudaría a romper el círculo de la 
resistencia (19,23,24).

En este sentido, una de las principales fuentes 
de compuestos con gran diversidad química y 
de importancia terapéutica en el tratamiento 
de enfermedades infecciosas la constituyen los 
productos naturales, en particular los compuestos 
conocidos como chalconas, que son flavonoides 
de cadena abierta con actividad antibacteriana 
ampliamente documentada (25-30).

Estudios recientes realizados con una serie de 
chalconas sintetizadas en nuestro laboratorio 
han demostrado actividad inhibitoria sobre la 
betalactamasa (31-33); por esta razón, el propósito 
del presente trabajo fue comparar el efecto inhibi-
torio de la chalcona dihidroxifenil propenona sobre 
un aislamiento clínico de E. cloacae y sobre la 
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betalactamasa inducida y aislada a partir de este 
microorganismo resistente como un aporte en 
la búsqueda de compuestos inhibidores de la 
betalactamasa que puedan ser útiles para enfrentar 
el fenómeno de la resistencia bacteriana.

Materiales y métodos

Síntesis de la dihidroxifenil propenona

La chalcona dihidroxifenil propenona, conocida por 
su nombre químico como 1-(4-metil-fenil)-3-(2,3-
dihidroxifenil)-2-propenona, fue preparada en el 
laboratorio mediante la condensación de Claissen-
Schmidt a partir de 1-(4-metilfenil)etanona (7,46 
mmol) en medio alcalino: NaOH (0,29 g, 7,33 
mmol) disuelto en agua y etanol con la adición de 
2,3-dimetoxibenzaldehido (7,46 mmol). La reacción 
permaneció en agitación durante una hora a 25 °C 
y luego se sometió a enfriamiento a 4 °C durante 
12 horas (34,35). Para efectuar la desmetilación                                                       
se disolvió el compuesto en dimetilformamida (2 
ml) y yodociclohexano (10,0 mmol) en un sistema 
de reacción en atmósfera inerte y en reflujo por                                                                                                         
14 horas (36,37). El producto de la reacción 
fue un sólido viscoso que se purificó mediante 
cromatografía de columna. La elucidación estruc-
tural se realizó mediante estudios de resonancia 
nuclear (RN) y espectroscopia de infrarrojo. RN1H: 
(CDCl3, TMS como referencia): 2,3 ppm (s, 3H), 
3,7 ppm (s, 6H), 7,4 ppm (d, 1H), 7,9 ppm (d, 1H), 
6,7-6,8 ppm (dd, 2H). IR: λmax 3400 cm-1 (OH) 1177 
cm-1 (CH3), 1659 cm-1 (C=O), 1600, 1471 cm-1 
(C=C aromático).

Estudio microbiológico

Para la determinación de la concentración inhibitoria 
mínima del compuesto dihidroxifenil propenona 
se aplicó el procedimiento de microdilución en 
caldo recomendado por el Clinical and Laboratory 
Standars Institute (CLSI) (38), con algunas modifi-
caciones como se describe a continuación.

Aislamiento clínico de E. cloacae y preparación 
del inóculo bacteriano. El aislamiento clínico de E. 
cloacae fue donado por el Hospital Universitario 
San Vicente de Paúl con la aprobación del Comité 
de Ética y previo consentimiento informado del 
paciente, y se mantuvo por replicación en medios 
de cultivo e incubación a una temperatura de 37 °C. 
Se preparó la suspensión bacteriana en caldo 
BHI (brain-heart infusion) y se incubó durante 4 
horas a 35 °C; posteriormente se aseguró una 
población de 5 x 105 UFC/ml en cada uno de los 
ensayos realizados mediante seguimiento espectro-
fotométrico a 625 nm (38).

Evaluación de la actividad inhibitoria del compuesto. 
La actividad inhibitoria de la chalcona dihidroxifenil 
propenona (0,3-141 μg/ml) y del tazobactam (0,3-
141 μg/ml) se evaluó en combinación con ampicilina 
a una concentración constante de 512 μg/ml y la 
determinación de la viabilidad celular posterior al 
tiempo de incubación de 24 horas se realizó con el 
reactivo TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride), 
el cual se reduce por la actividad mitocondrial de 
las células vivas a trifenilformazán y genera un 
compuesto de color rojo insoluble en agua (39-42). 
Las lecturas espectrofotométricas posteriores a la 
incubación se realizaron a una longitud de onda 
de 530 nm (43).

Obtención de la enzima betalactamasa. La enzima 
betalactamasa clase C, que fue el blanco molecular 
en los estudios de cinética enzimática, se obtuvo 
en el laboratorio a partir del aislamiento clínico de 
E. cloacae mediante los procesos de inducción, 
extracción y purificación.

Inducción. Se inició con un cultivo de 24 horas del 
aislamiento clínico de E. cloacae, el cual se ajustó 
a una población de microorganismo equivalente a                                                                                                   
0,5 en la escala de McFarland, y se incubó a 37 °C 
durante dos horas. A continuación se adicionó 
penicilina G como inductor de la producción de 
enzima en tres concentraciones diferentes, 0,5; 
1,0; 2,0 mg/ml, y se incubó durante cinco horas 
con agitación continua con el fin de estandarizar la 
concentración efectiva para la inducción (44,45). 
Para lograr este propósito se determinó el 
porcentaje de hidrólisis del nitrocefín de cada uno 
de los extractos crudos de betalactamasa durante 
diferentes tiempos de incubación, los ensayos 
espectrofotométricos se realizaron haciendo el 
seguimiento a la hidrólisis del nitrocefín (100 μM) 
a una longitud de onda de 486 nm durante 60 
minutos y a una temperatura de 20 °C (46).

Extracción. Los cultivos de E. cloacae previamente 
inducidos para la producción de betalactamasa 
se centrifugaron durante 30 minutos a 2.500 rpm; 
los agregados celulares se suspendieron en agua 
desionizada y se sometieron a ciclos de ultrasonido 
(4 °C durante dos minutos en cuatro intervalos de 
30 segundos) para liberar la enzima del espacio 
periplasmático; luego se centrifugaron las muestras 
durante 10 minutos y el sobrenadante (extracto 
total de betalactamasas) se almacenó a -20 °C y 
antes del estudio de cinética enzimática (45), se 
realizó la cuantificación de proteínas mediante el 
método BCA utilizando ácido bicincónico (Pierce 
BCA protein Assay Kit™) (Thermo Scientific, 
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Meridian, USA). Los extractos proteicos obtenidos 
se liofilizaron antes de su purificación en un equipo 
Eyela, PFR-1000™ (Tokio, Japón).

Purificación. La purificación de la enzima beta-
lactamasa se realizó mediante cromatografía de 
afinidad, utilizando afigel (Biorad®) modificado 
con ácido aminocefalosporánico (7-ACA: 7- 
aminocephalosporanic acid) mediante la adición 
de EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide), reactivo que permite el acoplamiento 
de compuestos que contienen ácidos carboxílicos 
y aminas primarias (47,48). La elución con tampón 
de acetato (pH 4,4) seguido por tampón de fosfato 
0,1 M (pH 6,8) permitió la obtención de fracciones 
purificadas de betalactamasa, las cuales se 
evaluaron para confirmar su actividad catalítica 
utilizando nitrocefín como sustrato.

Estudio cinético de la enzima β-lactamasa. La 
actividad catalítica y la determinación de los 
parámetros cinéticos (KM y Vmax) de la enzima 
betalactamasa obtenida en el laboratorio mediante 
cromatografía de afinidad se determinaron mediante 
ensayos espectrofotométricos utilizando ampicilina 
como sustrato en el rango de concentraciones entre 
5,5-5.600 μM a una longitud de onda de 235 nm 
(49,50). Los ensayos se llevaron a cabo en medio 
de tampón de fosfato de 0,1 M (pH 7,3) a 37 °C y 
los cambios en la absorbancia se monitorizaron en 
un tiempo de reacción de cuatro horas con lecturas 
cada 10 minutos en un espectrofotómetro con lector 
de platos de 96 pozos (Biotek Powerwave X2™) 
y termostato equipado con control de temperatura. 
La tasa de hidrólisis y las constantes cinéticas se 
calcularon utilizando el software GraphPad Prism 
5.0 (San Diego, California, USA).

Inhibición de betalactamasa y su cuantificación. Los 
estudios de inhibición sobre el blanco molecular 
se iniciaron con la incubación de la enzima 
betalactamasa purificada (7,2 μM) con el inhibidor 
correspondiente (tazobactam como inhibidor de 
referencia y la dihidroxifenil propenona como inhibidor 
de prueba) en una concentración respectiva de 720 
μM antes del seguimiento espectrofotométrico con 
ampicilina; cada uno de los ensayos se realizó por 
triplicado, y la disminución de la actividad catalítica de 
la enzima, debida al efecto inhibitorio, se comprobó 
al comparar con el control no inhibido de acuerdo 
con las condiciones experimentales mencionadas 
anteriormente en el estudio cinético (51-53).

Resultados

Al realizar los ensayos microbiológicos sobre el 
aislamiento clínico de E. cloacae utilizando una 

concentración constante de antibiótico y un rango 
de concentraciones de los inhibidores (tazobactam 
como fármaco de referencia y la chalcona dihidro-
xifenil propenona como compuesto de prueba), 
se observaron los efectos sinérgicos de ambos 
compuestos (cuadro 1).

Los resultados obtenidos de la concentración 
inhibitoria mínima indican que una concentración 
de 35 μg/ml de chalcona dihidroxifenil propenona 
(figura 1) combinada con una de 512 μg/ml de 
ampicilina logra la inhibición del crecimiento de 
la población de E. cloacae, lo cual puede estar 
relacionado con la interacción del compuesto con 
la betalactamasa, tal como ocurre en el caso del 
tazobactam, que logra inhibir la enzima de modo 
que el antibiótico, en este caso la ampicilina, queda 
protegido de la acción hidrolítica y, de esta manera, 
puede ejercer su efecto antimicrobiano, impidiendo 
la síntesis de peptidoglucano de la pared celular 
del microorganismo (54,55).

El proceso de obtención de la betalactamasa se 
inició con el aislamiento clínico de E. cloacae, el 
cual fue sometido a un periodo de crecimiento en 
presencia de tres concentraciones de penicilina G 
como antibiótico inductor (0,5, 1,0 y 2,0 mg/ml); 
posteriormente se obtuvieron los extractos crudos 
de betalactamasa correspondientes y con ellos se 
realizaron estudios espectrofotométricos con el 
fin de seleccionar la concentración adecuada de 
inductor; para lograr este propósito se determinó 

Cuadro 1. Concentración inhibitoria mínima de la chalcona 
dihidroxifenil propenona y tazobactam sobre el aislamiento 
clínico de Enterobacter cloacae

CIM (μg/ml)

Aislamiento clínico de 
Enterobacter cloacae 

productor de betalactamasa

Ampicilina-tazobactam
Ampicilina-dihidroxifenil propenona

512/0,3
512/35

CIM: concentración inhibitoria mínima

Figura 1. Estructura química de la chalcona ((2E)-3-(2,3-
dihidroxifenil)-1-(4-etilfenil) prop-2-en-1-ona) obtenida por 
procedimientos de síntesis en el laboratorio
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el porcentaje de hidrólisis del nitrocefín de cada 
uno de los extractos crudos de betalactamasa 
durante los diferentes tiempos de incubación. 
El porcentaje de hidrólisis del nitrocefín fue un 
indicativo de la producción de la enzima por parte 
del microorganismo.

Los resultados obtenidos con los extractos 
proteicos provenientes del aislamiento clínico de E. 
cloacae (cepa identificada como superproductora 
de betalactamasa) se presentan en la figura 2. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, las 
diferencias significativas entre las concentraciones 
evaluadas se presentaron durante los primeros 
15 minutos de reacción; pasados 30 minutos se 
presentó más de 95 % de hidrólisis con las tres 
concentraciones de inductor evaluadas, de modo 

que la concentración de inductor que favoreció  
una mayor tasa de hidrólisis fue la de 0,5 mg/ml de 
penicilina G, debido a que en esta concentración 
se presentó una mayor actividad de la enzima 
betalactamasa en las fases iniciales de reacción.

Antes de la purificación de la betalactamasa, los 
extractos proteicos obtenidos se liofilizaron con 
el fin de asegurar la funcionalidad de la enzima 
y se obtuvo un total de 173,5 mg de proteína, 
cuantificada mediante el método BCA.

Con el fin de aislar y purificar la betalactamasa, 
se aplicó el procedimiento de cromatografía 
de afinidad y como producto de la separación 
cromatográfica de 60 mg de proteína total liofilizada, 
se obtuvieron 32 fracciones, en cada una de las 
cuales se verificó la actividad de la betalactamasa 

Figura 2. Efecto de las concentraciones de penicilina G (inductor) sobre la hidrólisis del nitrocefín como medida de la actividad de 
la betalactamasa en los extractos proteicos crudos
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utilizando nitrocefín como sustrato. El contenido 
proteico de las fracciones activas se cuantificó 
mediante el método BCA, obteniéndose un 
porcentaje de recuperación de la betalactamasa 
de 31,75 %. Los resultados de la cuantificación de 
proteínas en las fracciones activas se presentan 
en la cuadro 2.

La fracción de betalactamasa obtenida en el 
procedimiento de cromatografía de afinidad en 
la que se presentó la mayor concentración fue la 
fracción 3 con una concentración de 7.051,664 μg/
ml: esta fracción se diluyó hasta una concentración 
de 2.820,666 μg/ml, de tal manera que la 
concentración definitiva en los estudios de cinética 
enzimática fue de 282,066 μg/ml, equivalente a 
una concentración de 7,2 μM de betalactamasa 
purificada. La concentración de betalactamasa en 
el extracto proteico representa una cantidad de 
enzima de 60 ng, lo que equivale a 0,02 unidades 
de actividad enzimática con la capacidad de 
hidrolizar 0,02 μmol de sustrato en un tiempo de 
0,02 minutos (1,2 segundos); esta concentración 
de enzima garantiza la relación molar (1/1) de 
betalactamasa y ampicilina para la aplicación 
del estudio cinético, en el que las cantidades de 
sustrato se encuentran en el rango de 0,011-1,120 
μmol (equivalentes a 5,5-5.600 μM) con el fin de 
asegurar cantidades superiores e inferiores a 
0,02 μmol de ampicilina (56,57).

Con el objeto de verificar la actividad catalítica 
de la enzima purificada mediante cromatografía 
de afinidad, se realizaron estudios de cinética 
enzimática utilizando ampicilina como sustrato y 
se calcularon las constantes cinéticas de velocidad 
máxima (Vmax) y constante de afinidad (KM). Los 
resultados obtenidos en estos parámetros cinéticos 
describen el comportamiento catalítico de la enzima 
purificada, el cual se ajustó al modelo descrito por 
Michaelis y Menten, en el cual la actividad cinética 
de la betalactamasa obtenida se caracteriza por el 
aumento de la velocidad catalítica en función del 
aumento de las concentraciones de ampicilina 
hasta llegar a la etapa de saturación de la enzima 

en la cual se alcanza la velocidad máxima de 
reacción y que permanece constante ante el 
aumento de las concentraciones de sustrato (58-
60) (figura 3).

Con base en los resultados de actividad catalítica 
de la betalactamasa obtenida a partir del aisla-
miento clínico de E. cloacae con ampicilina como 
sustrato, se comprobó el potencial inhibitorio de 
la chalcona dihidroxifenil propenona evaluada 
a una concentración constante de 720 μM; al 
realizar los estudios de cinética enzimática en 
combinación con el antibiótico ampicilina, se 
propuso un análisis comparativo para detectar los 
cambios en los parámetros cinéticos debido a la 
presencia del fármaco tazobactam como inhibidor 
de referencia y la chalcona dihidroxifenil propenona 
como compuesto de prueba, conservando en 
los dos inhibidores evaluados una proporción 
de betalactamasa e inhibidor de 1/100 (53). Los 
resultados obtenidos se presentan en el cuadro 3.

La actividad catalítica de la enzima betalactamasa 
se vio afectada en presencia de los dos inhibidores 
evaluados debido a la disminución de la afinidad de 
la enzima por el sustrato ampicilina, lo que permitió 
observar el aumento de las constantes de afinidad 
aparentes (KM´) en presencia del tazobactam y 
de la chalcona dihidroxifenil propenona; ambos 
compuestos ejercieron su actividad inhibitoria sin 
afectar la velocidad máxima catalítica, indicando el 
tipo de inhibición competitiva en la reacción.

Cuando se evaluó la enzima sin inhibir, la concen-
tración de ampicilina necesaria para alcanzar la 
mitad de la velocidad máxima catalítica fue de 
126 μM, mientras que cuando se evaluó la enzima 
inhibida con la chalcona dihidroxifenil propenona, 
se requirió una concentración de 2.330 μM de 
ampicilina para alcanzar este parámetro; por 
otro lado, con el tazobactam como inhibidor de 

Cuadro 2. Parámetros cinéticos de la betalactamasa aislada 
de Enterobacter cloacae y actividad inhibitoria de la chalcona 
dihidroxifenil propenona y el fármaco tazobactam

Compuesto Vmax (μM/min) KM (μM)

Ampicilina
Ampicilina-tazobactam
Ampicilina-dihidroxifenil
propenona

1,7 x 10-3 ± 3,3 x 10-4

1,7 x 10-3 ± 3,6 x 10-4

1,7 x 10-3 ± 1,9 x 10-3

126 ± 117
2.955 ± 1.023
2.330 ± 607

Figura 3. Gráfica de Michaelis y Menten correspondiente a la 
actividad catalítica de la betalactamasa purificada
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referencia, la afinidad disminuyó significativamente 
hasta un valor de 2.955 μM de ampicilina, lo cual                                                                                                                    
deja en evidencia el potencial inhibitorio del 
compuesto sintetizado y puede interpretarse como 
una mayor afinidad de fijación de la enzima por los 
inhibidores y no por el sustrato natural representado 
por la ampicilina como antibiótico betalactámico, 
de modo que la acción de los inhibidores es evitar la 
formación del complejo betalactamasa-ampicilina 
responsable de la hidrólisis e inactivación del 
fármaco betalactámico.

Discusión

Los estudios cinéticos y microbiológicos realizados 
en nuestro laboratorio para evaluar una serie de 
chalconas con diferentes patrones de sustitución 
han demostrado el potencial de este grupo de 
compuestos en la restauración de la actividad de 
antibióticos betalactámicos frente a microorganismos 
resistentes productores de betalactamasa (31-33).

Los resultados promisorios nos han motivado a 
continuar avanzando en el estudio de la actividad 
inhibitoria de la chalcona dihidroxifenil propenona 
sobre aislamientos de microorganismos patógenos 
resistentes de importancia clínica por la producción 
de betalactamasa, como E. cloacae. El tema resulta 
de gran interés debido a la prevalencia en nuestro 
medio de infecciones hospitalarias causadas por                                                                                                                
este microorganismo asociado con tasas muy altas de 
resistencia; en este contexto surge como alternativa 
la chalcona dihidroxifenil propenona, cuyo potencial 
inhibitorio radica en sus características químicas 
y que, al no ser estructuralmente análoga de los 
inhibidores con núcleo betalactámico conocidos 
actualmente (sulbactam, tazobactam, ácido clavu-
lánico), podría interactuar con la betalactamasa 
y ejercer su efecto inhibitorio, evitando así los 
fenómenos de resistencia cruzada a fármacos y 
la inducción enzimática, los cuales se consideran 
como la principal amenaza en el desarrollo de 
nuevos inhibidores enzimáticos (61,62).

En el estudio microbiológico, el aislamiento 
clínico de E. cloacae no presentó inhibición en el 
crecimiento relacionada con la concentración de 
ampicilina evaluada y debida a la producción de 
betalactamasas como mecanismo de resistencia; 
cuando se evaluó el efecto antimicrobiano de los 
inhibidores por separado tampoco se presentó 
inhibición en el crecimiento. Por otro lado, cuando 
se evaluó el tazobactam como inhibidor de 
referencia y la chalcona dihidroxifenil propenona 
como compuesto de prueba en combinación con 
el antibiótico ampicilina, se evidenció el efecto 
sinérgico de la ampicilina y la dihidroxifenil 
propenona en las concentraciones respectivas 
de 512/35 μg/ml. Dicha combinación logró inhibir 
el crecimiento del microorganismo, lo cual deja 
en claro que el compuesto sintetizado carece de 
actividad antimicrobiana y que su actividad podría 
estar relacionada con la interacción con la enzima 
betalactamasa producida por el microorganismo.

Con el fin de profundizar en la investigación y 
conocer los efectos del compuesto sintetizado 
sobre la betalactamasa como blanco molecular, 
se aisló y se purificó la enzima producida por el 
microorganismo E. cloacae y se realizó el estudio 
cinético correspondiente. Con este se demostró 
que la chalcona dihidroxifenil propenona compitió 
por los sitios activos de la betalactamasa y, 
probablemente mediante la formación de un 
complejo estable de betalactamasa y dihidroxifenil 
propenona, disminuyó la afinidad de la enzima por 
el sustrato ampicilina, lo cual se vio reflejado en el 
alto valor obtenido en el cálculo de la constante de 
afinidad aparente KM=2.330 μM.

Así, pues, la chalcona dihidroxifenil propenona 
ejerció su actividad inhibitoria por medio de la 
interacción con la betalactamasa y protegió la 
integridad estructural de los antibióticos beta-
lactámicos, de tal manera que por su efecto 
sinérgico se convierte en un compuesto promisorio 
en la búsqueda de alternativas para enfrentar la 
resistencia bacteriana.

Los resultados del presente trabajo permiten 
evidenciar el potencial inhibitorio de la chalcona 
dihidroxifenil propenona y brindan la posibilidad 
de continuar con el estudio de la interacción 
entre enzima e inhibidor, el mecanismo de acción 
inhibitorio del compuesto y las características de 
permeabilidad celular y actividad citotóxica como 
un valioso aporte en el desarrollo de nuevos 
fármacos que mediante la inhibición de enzimas 
hidrolíticas puedan proteger la integridad estructural 

Cuadro 3. Resultados de la cuantificación de proteínas mediante 
el método BCA de las fracciones que presentaron actividad de 
betalactamasa obtenidas mediante cromatografía de afinidad

Fracción Contenido de proteína (μg/ml) ± DE

2
3
4
6

10
11
12

3.973,823 ± 0,05186
7.051,664 ± 0,02400
6.149,464 ± 0,03745
   841,303 ± 0,007082
   462,149 ± 0,004634
   471,502 ± 0,02951
   103,139 ± 0,02248
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de los antibióticos betalactámicos, ampliamente 
conocidos en la práctica clínica por sus perfiles 
de seguridad y eficacia en el tratamiento de las 
enfermedades infecciosas.
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