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ARTICULO ORIGINAL

Actividad inhibitoria de dihidroxifenil propenona sobre
betalactamasas de Enterobacter cloacae: estudio preliminar en el
desarrollo de farmacos para enfrentar la resistencia bacteriana

Cristina Lucia Mora, Julian Castafo, Maria Consuelo Jaramillo

Grupo de Investigacion en Sustancias Bioactivas, Sede de Investigacién Universitaria,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccion. Los microorganismos patdgenos como Enterobacter cloacae producen betalactamasas
que les confieren resistencia frente a los antibidticos betalactamicos; se ha identificado, ademas, la
actividad limitada de los inhibidores enzimaticos, de modo que la Unica posibilidad de enfrentar la
resistencia es el disefio de nuevos farmacos y su uso racional.

Objetivo. Evaluar el efecto de la chalcona dihidroxifenil propenona sobre un aislamiento clinico de E.
cloacae y sobre la betalactamasa aislada a partir de este microorganismo resistente como un aporte
en la busqueda de compuestos inhibidores de las betalactamasas.

Materiales y métodos. Se sintetiz6 la chalcona dihidroxifenil propenona y se evalué su efecto sobre
el aislamiento clinico de E. cloacae para determinar la concentracion inhibitoria minima mediante
el método de microdilucién en caldo y con la betalactamasa purificada mediante cromatografia de
afinidad se realizaron estudios espectrofotométricos de cinética enzimatica.

Resultados. La concentracion inhibitoria minima de la dihidroxifenil propenona sobre E. cloacae fue
de 35 pg/ml; el porcentaje de recuperacion de la betalactamasa a partir del microorganismo fue
de 31,75 %; en el estudio cinético se evidencié actividad inhibitoria de acuerdo con los parametros
cinéticos de V__ =1,7 x 10 pM/minuto y K, =2330 pM.

Conclusion. La chalcona dihidroxifenil propenona ejerce su actividad inhibitoria por medio de la
interaccion con la betalactamasa y, de esta manera, protege la integridad estructural de los antibiéticos
betalactamicos; dicho efecto sinérgico la convierte en un compuesto promisorio en la blisqueda de
alternativas para enfrentar la resistencia bacteriana.

Palabras clave: Enterobacter cloacae, ampicilina, cefalosporinasa, cromatografia de afinidad,
inhibidores enzimaticos, 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 pg/ml; the recovery percentage of the betalactamase from the microorganism was 31.75%
and the kinetic parameters were V__=1.7 x 10 pM/min and K|,= 2330 pM, 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.
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La resistencia bacteriana se considera actualmente
como un problema de salud publica de dimensiones
globales. Este fenémeno se ha venido documen-
tando desde 1940 con la introduccién de la
penicilina en la practica clinica; 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 ecologia, la evolucién
de los microorganismos y la restauracién de la
sensibilidad a los antibiéticos de uso clinico (4).

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

Existen microorganismos patégenos, como E.
cloacae, con la capacidad de producir por via
cromosémica o constitutiva betalactamasas de
clase C (cefalosporinasas) y, por esta razén, han
desarrollado resistencia frente a los farmacos
betalactamicos (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 Bogota
(GREBO) present6 los porcentajes de resistencia
en las unidades de cuidados intensivos de una
red de hospitales en Colombia y en el caso de
farmacos formulados en combinacién (antibiético
betalactamico 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 Medellin y el Valle de Aburra por
parte del Grupo para el Estudio de la Resistencia a
Antibiéticos en Medellin (GERMEN) entre los afios
2010 y 2012 revelaron porcentajes de resistencia
frente a la combinacién 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 acido clavulanico y las sulfonas
del acido penicilanico (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, ademas, se ha reportado
que estos compuestos, al presentar el mismo
nucleo quimico de los farmacos betalactamicos,
pueden inducir la expresion de betalactamasas en
microorganismos resistentes (16-22).

Frente a este panorama, la Unica posibilidad
de detener el avance de los microorganismos
resistentes es el disefio de nuevos farmacos de
origen natural y sintético con diferente ndcleo
quimico que puedan dar lugar a combinaciones
efectivas de antibidtico e inhibidor, asi como la
promocién de su uso racional como una alternativa
de valor que ayudaria a romper el circulo de la
resistencia (19,23,24).

En este sentido, una de las principales fuentes
de compuestos con gran diversidad quimica vy
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 razon, el propésito
del presente trabajo fue comparar el efecto inhibi-
torio de la chalcona dihidroxifenil propenona sobre
un aislamiento clinico 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 busqueda de compuestos inhibidores de la
betalactamasa que puedan ser Utiles para enfrentar
el fendmeno de la resistencia bacteriana.

Materiales y métodos
Sintesis de la dihidroxifenil propenona

La chalcona dihidroxifenil propenona, conocida por
su nombre quimico como 1-(4-metil-fenil)-3-(2,3-
dihidroxifenil)-2-propenona, fue preparada en el
laboratorio mediante la condensacién 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 adicién de
2,3-dimetoxibenzaldehido (7,46 mmol). La reaccion
permanecio en agitacion durante una hora a 25 °C
y luego se sometio a enfriamiento a 4 °C durante
12 horas (34,35). Para efectuar la desmetilacién
se disolvio el compuesto en dimetilformamida (2
ml) y yodociclohexano (10,0 mmol) en un sistema
de reaccién en atmésfera inerte y en reflujo por
14 horas (36,37). El producto de la reaccién
fue un sélido viscoso que se purific6 mediante
cromatografia de columna. La elucidacion estruc-
tural se realiz6 mediante estudios de resonancia
nuclear (RN) y espectroscopia de infrarrojo. RN'H:
(CDCl,, 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: ., __ 3400 cm-1 (OH) 1177
cm-1 (CH3), 1659 cm-1 (C=0), 1600, 1471 cm-1
(C=C aromatico).

Estudio microbiologico

Para la determinacion de la concentracién inhibitoria
minima del compuesto dihidroxifenil propenona
se aplicd el procedimiento de microdilucién en
caldo recomendado por el Clinical and Laboratory
Standars Institute (CLSI) (38), con algunas modifi-
caciones como se describe a continuacion.

Aislamiento clinico de E. cloacae y preparacion
del inbculo bacteriano. El aislamiento clinico de E.
cloacae fue donado por el Hospital Universitario
San Vicente de Padul con la aprobacion del Comité
de Etica y previo consentimiento informado del
paciente, y se mantuvo por replicacion en medios
de cultivo e incubacién a una temperatura de 37 °C.
Se prepard la suspensién bacteriana en caldo
BHI (brain-heart infusion) y se incubé durante 4
horas a 35 °C; posteriormente se aseguré una
poblacién de 5 x 105 UFC/ml en cada uno de los
ensayos realizados mediante seguimiento espectro-
fotométrico a 625 nm (38).
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Evaluacién de la actividad inhibitoria del compuesto.
La actividad inhibitoria de la chalcona dihidroxifenil
propenona (0,3-141 pg/ml) y del tazobactam (0,3-
141 pg/ml) se evalud en combinacién con ampicilina
a una concentracion constante de 512 pg/ml y la
determinacion de la viabilidad celular posterior al
tiempo de incubacion de 24 horas se realiz6 con el
reactivo TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride),
el cual se reduce por la actividad mitocondrial de
las células vivas a trifenilformazéan y genera un
compuesto de color rojo insoluble en agua (39-42).
Las lecturas espectrofotométricas posteriores a la
incubacion se realizaron a una longitud de onda
de 530 nm (43).

Obtencion de la enzima betalactamasa. La enzima
betalactamasa clase C, que fue el blanco molecular
en los estudios de cinética enzimatica, se obtuvo
en el laboratorio a partir del aislamiento clinico de
E. cloacae mediante los procesos de induccion,
extraccion y purificacion.

Induccién. Se inici6 con un cultivo de 24 horas del
aislamiento clinico de E. cloacae, el cual se ajustd
a una poblacion de microorganismo equivalente a
0,5 en la escala de McFarland, y se incubé a 37 °C
durante dos horas. A continuacion se adiciond
penicilina G como inductor de la produccién de
enzima en tres concentraciones diferentes, 0,5;
1,0; 2,0 mg/ml, y se incubd durante cinco horas
con agitacién continua con el fin de estandarizar la
concentracion efectiva para la induccion (44,45).
Para lograr este propdsito se determind el
porcentaje de hidrdlisis del nitrocefin de cada uno
de los extractos crudos de betalactamasa durante
diferentes tiempos de incubacién, los ensayos
espectrofotométricos se realizaron haciendo el
seguimiento a la hidrélisis del nitrocefin (100 pM)
a una longitud de onda de 486 nm durante 60
minutos y a una temperatura de 20 °C (46).

Extraccion. Los cultivos de E. cloacae previamente
inducidos para la produccién 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
periplasmatico; luego se centrifugaron las muestras
durante 10 minutos y el sobrenadante (extracto
total de betalactamasas) se almacen6 a -20 °C y
antes del estudio de cinética enzimatica (45), se
realizd la cuantificacién de proteinas mediante el
método BCA utilizando &cido bicincénico (Pierce
BCA protein Assay Kit™) (Thermo Scientific,
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Meridian, USA). Los extractos proteicos obtenidos
se liofilizaron antes de su purificacion en un equipo
Eyela, PFR-1000™ (Tokio, Japon).

Purificacién. La purificacion de la enzima beta-
lactamasa se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad, utilizando afigel (Biorad®) modificado
con &cido aminocefalosporanico (7-ACA: 7-
aminocephalosporanic acid) mediante la adicién
de EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide), reactivo que permite el acoplamiento
de compuestos que contienen acidos carboxilicos
y aminas primarias (47,48). La elucién con tampon
de acetato (pH 4,4) seguido por tampén de fosfato
0,1 M (pH 6,8) permiti6 la obtencién de fracciones
purificadas de betalactamasa, las cuales se
evaluaron para confirmar su actividad catalitica
utilizando nitrocefin como sustrato.

Estudio cinético de la enzima f-lactamasa. La
actividad catalitica y la determinacion de los
parametros cinéticos (K, y V ) de la enzima
betalactamasa obtenida en el laboratorio mediante
cromatografia de afinidad se determinaron mediante
ensayos espectrofotométricos utilizando ampicilina
como sustrato en el rango de concentraciones entre
5,5-5.600 pM a una longitud de onda de 235 nm
(49,50). Los ensayos se llevaron a cabo en medio
de tampén de fosfato de 0,1 M (pH 7,3) a 37 °C y
los cambios en la absorbancia se monitorizaron en
un tiempo de reaccién de cuatro horas con lecturas
cada 10 minutos en un espectrofotometro con lector
de platos de 96 pozos (Biotek Powerwave X2™)
y termostato equipado con control de temperatura.
La tasa de hidrolisis y las constantes cinéticas se
calcularon utilizando el software GraphPad Prism
5.0 (San Diego, California, USA).

Inhibicibn de betalactamasa y su cuantificacion. Los
estudios de inhibicion sobre el blanco molecular
se iniciaron con la incubacion de la enzima
betalactamasa purificada (7,2 pM) con el inhibidor
correspondiente (tazobactam como inhibidor de
referencia y la dihidroxifenil propenona como inhibidor
de prueba) en una concentracién respectiva de 720
MM antes del seguimiento espectrofotométrico con
ampicilina; cada uno de los ensayos se realiz6 por
triplicado, y la disminucién de la actividad catalitica de
la enzima, debida al efecto inhibitorio, se comprobd
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 microbiolégicos sobre el
aislamiento clinico de E. cloacae utilizando una
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concentracion constante de antibiético y un rango
de concentraciones de los inhibidores (tazobactam
como farmaco 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 concentracion
inhibitoria minima indican que una concentracion
de 35 pg/ml de chalcona dihidroxifenil propenona
(figura 1) combinada con una de 512 pg/ml de
ampicilina logra la inhibicién del crecimiento de
la poblacién de E. cloacae, lo cual puede estar
relacionado con la interaccion del compuesto con
la betalactamasa, tal como ocurre en el caso del
tazobactam, que logra inhibir la enzima de modo
que el antibiotico, en este caso la ampicilina, queda
protegido de la accion hidrolitica y, de esta manera,
puede ejercer su efecto antimicrobiano, impidiendo
la sintesis de peptidoglucano de la pared celular
del microorganismo (54,55).

El proceso de obtencién de la betalactamasa se
inicié con el aislamiento clinico de E. cloacae, el
cual fue sometido a un periodo de crecimiento en
presencia de tres concentraciones de penicilina G
como antibidtico 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 concentracién adecuada de
inductor; para lograr este proposito se determind

Cuadro 1. Concentracion inhibitoria minima de la chalcona
dihidroxifenil propenona y tazobactam sobre el aislamiento
clinico de Enterobacter cloacae

CIM (pg/ml)

Aislamiento clinico de
Enterobacter cloacae
productor de betalactamasa

Ampicilina-tazobactam 512/0,3
Ampicilina-dihidroxifenil propenona 512/35
CIM: concentracion inhibitoria minima
OH
I o

H5C

Figura 1. Estructura quimica de la chalcona ((2E)-3-(2,3-
dihidroxifenil)-1-(4-etilfenil) prop-2-en-1-ona) obtenida por
procedimientos de sintesis en el laboratorio
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el porcentaje de hidrolisis del nitrocefin de cada
uno de los extractos crudos de betalactamasa
durante los diferentes tiempos de incubacion.
El porcentaje de hidrdlisis del nitrocefin fue un
indicativo de la produccién de la enzima por parte
del microorganismo.

Los resultados obtenidos con los extractos
proteicos provenientes del aislamiento clinico 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 reaccion; pasados 30 minutos se
presenté mas de 95 % de hidrdlisis con las tres
concentraciones de inductor evaluadas, de modo
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que la concentracién de inductor que favorecio
una mayor tasa de hidrélisis fue la de 0,5 mg/ml de
penicilina G, debido a que en esta concentracion
se presentd una mayor actividad de la enzima
betalactamasa en las fases iniciales de reaccion.

Antes de la purificacion 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 proteina,
cuantificada mediante el método BCA.

Con el fin de aislar y purificar la betalactamasa,
se aplicé el procedimiento de cromatografia
de afinidad y como producto de la separacion
cromatografica de 60 mg de proteina total liofilizada,
se obtuvieron 32 fracciones, en cada una de las
cuales se verificod la actividad de la betalactamasa
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Figura 2. Efecto de las concentraciones de penicilina G (inductor) sobre la hidrdlisis del nitrocefin como medida de la actividad de

la betalactamasa en los extractos proteicos crudos
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Cuadro 2. Pardmetros cinéticos de la betalactamasa aislada
de Enterobacter cloacae y actividad inhibitoria de la chalcona
dihidroxifenil propenona y el farmaco tazobactam

Compuesto V ox (MM/min) K,, (uM)
Ampicilina 1,7x10°+£3,3x 10* 126 £ 117
Ampicilina-tazobactam 1,7x10°+£3,6x10%  2.955+1.023
Ampicilina-dihidroxifenil 1,7x10°+£1,9x10° 2.330 £ 607

propenona

utilizando nitrocefin como sustrato. El contenido
proteico de las fracciones activas se cuantificd
mediante el método BCA, obteniéndose un
porcentaje de recuperacion de la betalactamasa
de 31,75 %. Los resultados de la cuantificacion de
proteinas en las fracciones activas se presentan
en la cuadro 2.

La fraccion de betalactamasa obtenida en el
procedimiento de cromatografia de afinidad en
la que se present6 la mayor concentracién fue la
fraccién 3 con una concentraciéon de 7.051,664 pg/
ml: esta fraccion se diluyé hasta una concentracién
de 2.820,666 pg/ml, de tal manera que la
concentracion definitiva en los estudios de cinética
enzimatica fue de 282,066 pg/ml, equivalente a
una concentracién de 7,2 pM de betalactamasa
purificada. La concentracion de betalactamasa en
el extracto proteico representa una cantidad de
enzima de 60 ng, lo que equivale a 0,02 unidades
de actividad enzimatica con la capacidad de
hidrolizar 0,02 pmol de sustrato en un tiempo de
0,02 minutos (1,2 segundos); esta concentracion
de enzima garantiza la relacion molar (1/1) de
betalactamasa y ampicilina para la aplicacion
del estudio cinético, en el que las cantidades de
sustrato se encuentran en el rango de 0,011-1,120
pmol (equivalentes a 5,5-5.600 pM) con el fin de
asegurar cantidades superiores e inferiores a
0,02 pmol de ampicilina (56,57).

Con el objeto de verificar la actividad catalitica
de la enzima purificada mediante cromatografia
de afinidad, se realizaron estudios de cinética
enzimatica utilizando ampicilina como sustrato y
se calcularon las constantes cinéticas de velocidad
maxima (V) y constante de afinidad (K). Los
resultados obtenidos en estos parametros cinéticos
describen el comportamiento catalitico de la enzima
purificada, el cual se ajustd 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 catalitica en funcién del
aumento de las concentraciones de ampicilina
hasta llegar a la etapa de saturacioén de la enzima
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Figura 3. Grafica de Michaelis y Menten correspondiente a la
actividad catalitica de la betalactamasa purificada

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

Con base en los resultados de actividad catalitica
de la betalactamasa obtenida a partir del aisla-
miento clinico de E. cloacae con ampicilina como
sustrato, se comprobd el potencial inhibitorio de
la chalcona dihidroxifenil propenona evaluada
a una concentracion constante de 720 pM; al
realizar los estudios de cinética enzimatica en
combinacién con el antibiético ampicilina, se
propuso un analisis comparativo para detectar los
cambios en los parametros cinéticos debido a la
presencia del farmaco tazobactam como inhibidor
de referencia y la chalcona dihidroxifenil propenona
como compuesto de prueba, conservando en
los dos inhibidores evaluados una proporcion
de betalactamasa e inhibidor de 1/100 (53). Los
resultados obtenidos se presentan en el cuadro 3.

La actividad catalitica de la enzima betalactamasa
se vio afectada en presencia de los dos inhibidores
evaluados debido a la disminucién de la afinidad de
la enzima por el sustrato ampicilina, lo que permitié
observar el aumento de las constantes de afinidad
aparentes (K|,) en presencia del tazobactam vy
de la chalcona dihidroxifenil propenona; ambos
compuestos ejercieron su actividad inhibitoria sin
afectar la velocidad maxima catalitica, indicando el
tipo de inhibicion competitiva en la reaccién.

Cuando se evalu6 la enzima sin inhibir, la concen-
tracion de ampicilina necesaria para alcanzar la
mitad de la velocidad maxima catalitica fue de
126 pM, mientras que cuando se evalud6 la enzima
inhibida con la chalcona dihidroxifenil propenona,
se requirié una concentracién de 2.330 pM de
ampicilina para alcanzar este parametro; por
otro lado, con el tazobactam como inhibidor de
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Cuadro 3. Resultados de la cuantificacion de proteinas mediante
el método BCA de las fracciones que presentaron actividad de
betalactamasa obtenidas mediante cromatografia de afinidad

Fraccion Contenido de proteina (ug/ml) + DE
2 3.973,823 £ 0,05186
3 7.051,664 + 0,02400
4 6.149,464 + 0,03745
6 841,303 + 0,007082
10 462,149 + 0,004634
11 471,502 + 0,02951
12 103,139 + 0,02248

referencia, la afinidad disminuy6 significativamente
hasta un valor de 2.955 pM de ampicilina, lo cual
deja en evidencia el potencial inhibitorio del
compuesto sintetizado y puede interpretarse como
una mayor afinidad de fijacién de la enzima por los
inhibidores y no por el sustrato natural representado
por la ampicilina como antibiético betalactamico,
de modo que la accién de los inhibidores es evitar la
formacién del complejo betalactamasa-ampicilina
responsable de la hidrélisis e inactivacion del
farmaco betalactamico.

Discusion

Los estudios cinéticos y microbiolégicos realizados
en nuestro laboratorio para evaluar una serie de
chalconas con diferentes patrones de sustitucion
han demostrado el potencial de este grupo de
compuestos en la restauracion de la actividad de

antibidticos betalactamicos 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 patdégenos
resistentes de importancia clinica por la produccion
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 caracteristicas quimicas
y que, al no ser estructuralmente analoga de los
inhibidores con nucleo betalactamico conocidos
actualmente (sulbactam, tazobactam, acido clavu-
lanico), podria interactuar con la betalactamasa
y ejercer su efecto inhibitorio, evitando asi los
fendmenos de resistencia cruzada a farmacos vy
la induccién enzimatica, los cuales se consideran
como la principal amenaza en el desarrollo de
nuevos inhibidores enzimaticos (61,62).
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En el estudio microbiolégico, el aislamiento
clinico de E. cloacae no present6 inhibicién en el
crecimiento relacionada con la concentracion de
ampicilina evaluada y debida a la produccion de
betalactamasas como mecanismo de resistencia;
cuando se evalud el efecto antimicrobiano de los
inhibidores por separado tampoco se presenté
inhibicion en el crecimiento. Por otro lado, cuando
se evalu6 el tazobactam como inhibidor de
referencia y la chalcona dihidroxifenil propenona
como compuesto de prueba en combinacién con
el antibiético ampicilina, se evidencio el efecto
sinérgico de la ampicilina y la dihidroxifenil
propenona en las concentraciones respectivas
de 512/35 pg/ml. Dicha combinacién logré inhibir
el crecimiento del microorganismo, lo cual deja
en claro que el compuesto sintetizado carece de
actividad antimicrobiana y que su actividad podria
estar relacionada con la interaccién con la enzima
betalactamasa producida por el microorganismo.

Con el fin de profundizar en la investigacion y
conocer los efectos del compuesto sintetizado
sobre la betalactamasa como blanco molecular,
se aislé y se purificéd la enzima producida por el
microorganismo E. cloacaey se realiz6 el estudio
cinético correspondiente. Con este se demostrd
que la chalcona dihidroxifenil propenona compitié
por los sitios activos de la betalactamasa vy,
probablemente mediante la formaciéon de un
complejo estable de betalactamasa y dihidroxifenil
propenona, disminuyd la afinidad de la enzima por
el sustrato ampicilina, lo cual se vio reflejado en el
alto valor obtenido en el calculo de la constante de
afinidad aparente K;,=2.330 pM.

Asi, pues, la chalcona dihidroxifenil propenona
ejercié su actividad inhibitoria por medio de la
interaccién con la betalactamasa y protegio la
integridad estructural de los antibidticos beta-
lactamicos, de tal manera que por su efecto
sinérgico se convierte en un compuesto promisorio
en la busqueda 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 interaccion
entre enzima e inhibidor, el mecanismo de accion
inhibitorio del compuesto y las caracteristicas de
permeabilidad celular y actividad citotoxica como
un valioso aporte en el desarrollo de nuevos
farmacos que mediante la inhibicion de enzimas
hidroliticas puedan proteger la integridad estructural
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de los antibidticos betalactdmicos, ampliamente
conocidos en la practica clinica por sus perfiles
de seguridad y eficacia en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas.
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