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GLOSARIO
AZT = Azitromicina.
ZIT= Azitromicina (RCSB PDB)
OH = Radical hidroxilo.
CE = Contaminantes Emergentes.
SARS = Sindrome respiratorio agudo grave.
MERS = Sindrome respiratorio de Oriente Medio.
OMS = Organizacion Mundial de la Salud.
POAs = Procesos de Oxidacion Avanzada.
PEOA = Procesos Electroguimicos de Oxidacion Avanzada.
H202 = Peroxido de hidrogeno.
O3 = 0zono.
O2 = Radical superoxido.
SO4 = Anion radical sulfato.
GROMACS = Magquina de Groningen para Simulaciones Quimicas.
RMSD = Desviacion media cuadratica.
RMSF = Fluctuacion media cuadratica.
H-bond = Puentes Hidrégeno.
SASA = Area de superficie accesible a solventes.
NVT = Ensamble candnico con numero de moles, volumen y temperatura constante.
NPT = Ensamble Isobérico — Isotérmico.
VMD = Visualizador de Dindmicas Moleculares.
CF = Campo de fuerza

MD = Dinamica Molecular
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RESUMEN

En el entorno de la pandemia de COVID-19, tanto durante su desarrollo como en su fase de
finalizacién, se han identificado y estudiado con rigor cientifico los riesgos asociados a la
contaminacion, estas ligado a los efectos negativos de corto como largo plazo sobre los
elementos ambientales, principalmente de fuentes de agua, puntos donde el vertido de
contaminantes emergentes como farmacos consumidos indiscriminadamente en hogares y
hospitales causan su acumulacién y perturbacion de sus propiedades, creando un riesgo
latente en la salud. El objetivo principal de este trabajo fue analizar el efecto de los radicales
libres generados por métodos electroquimicos de oxidacion avanzada (POAE) frente al
contaminante emergente azitromicina en distintas temperaturas por métodos bioinforméaticos
y simulaciones computacionales, en la busqueda de nuevos retos en el tratamiento de aguas
contaminadas con antibidticos en tiempos de COVID-19. Para ello, se prepararon sistemas
con diferentes concentraciones de azitromicina (50, 75 y 100 moléculas) en soluciones de
agua Yy radicales hidroxilo, cada sistema fue analizado a distintas temperaturas (293.15, 300
y 323 K) por medio de simulaciones de dindmica molecular durante 10 ns y 100 ns.
Nuestros resultados evidenciaron que la temperatura juega un papel determinate en la
cinética de degradacién, siendo los calculos a 293.15 K (20°C) que permitieron la
aglomeracion de las moléculas favoreciendo la transferencia de masas en un sistema de 1:2,
es decir 25 moléculas ZIT y 50 moléculas de OH. A esta temperatura se logro incrementar
la accion de los radicales sin llegar a degradarlos. Este estudio evidencia que al analizar el
efecto del solvente en presencia o ausencia de agentes oxidantes que interaccionen con la
azitromicina por métodos bioinformaticos prueba la capacidad de aportar nuevas técnicas de
analisis en la prevencion y remediacion de cuerpos de agua contaminados haciendo uso de
estrategias computacionales que son idoneas para optimizar procesos experimentales,

alcanzando mejores resultados, reduccion de tiempo y costos de tratamiento.

Palabras Clave: Antibidticos, Azitromicina, Contaminantes Emergentes, Contaminacion
Ambiental, POAE, Bioinformatica.
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ABSTRACT

In the context of the COVID-19 pandemic, both during its development and in its
completion phase, the risks associated with contamination have been identified and studied
with scientific rigor, linked to short- and long-term negative effects on environmental
elements, mainly from water sources, points where the discharge of emerging pollutants
such as drugs consumed indiscriminately in homes and hospitals cause their accumulation
and disturbance of their properties, creating a latent health risk. The main objective of this
work was to analyze the effect of free radicals generated by advanced oxidation
electrochemical methods (AOEM) against the emerging pollutant azithromycin at different
temperatures by bioinformatics methods and computational simulations, in the search for
new challenges in the treatment of water contaminated with antibiotics in COVID-19 times.
For this purpose, systems with different concentrations of azithromycin (50, 75 and 100
molecules) were prepared in water and hydroxyl radical solutions, each system was
analyzed at different temperatures (293.15, 300 and 323 K) by molecular dynamics
simulations for 10 ns and 100 ns. Our results showed that temperature plays a determinant
role in the degradation kinetics, being the calculations at 293.15 K (20°C) that allowed the
agglomeration of the molecules favoring mass transfer in a 1:2 system, i.e. 25 ZIT
molecules and 50 OH molecules. At this temperature it was possible to increase the action
of the radicals without degrading them. This study shows that analyzing the effect of the
solvent in the presence or absence of oxidizing agents that interact with azithromycin by
bioinformatics methods proves the ability to provide new analysis techniques in the
prevention and remediation of contaminated water bodies using computational strategies
that are suitable for optimizing experimental processes, achieving better results, reduction

of time and treatment costs.

Keywords: Antibiotics, Azithromycin, Emerging Pollutants, Environmental Pollution,
EAOP, Bioinformatics.
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INTRODUCCION

Desde hace algunos afios la repentina presencia de farmacos en el medio acuatico, recurso
natural limitado cada vez més afectado, se ha tornado en uno de los mayores inconvenientes
ambientales en distintos paises del mundo. Dentro de los productos farmacéuticos, los
antibioticos han atraido una atencion especial debido su inadvertida presencia en las
distintas etapas del ciclo del agua lo que causa cambios en las propiedades fisicoquimicas
del mismo, que no se han reportado debidamente hasta los ultimos afios. La presencia de
estas moléculas biolégicamente activas se debe por lo general a la metabolizacidn
incompleta o por los residuos de produccion de los mismos antibiéticos, los que son
conocidos como contaminantes emergentes (CE), compuestos de distinto origen, no
identificados o poco estudiados como contaminantes que presenta poca informacion
ecotoxicologicas, persistentes, solubles en agua, bioacumulables y no biodegradables, lo
que hace dificil determinar el potencial que tienen para convertirse en un problema sanitario
y ambiental. Muchos de estos CE han sido reportados en diferentes partes del mundo,
especificamente en matrices de agua cercanos a la poblacién en concentraciones que van
desde <1 ng/L hasta cientos de ug/L, asi mismo valores medios de 10 a 100 ng/L ademaés de
que es posible encontrar rangos mas amplios y concentrados de estas moléculas en paises
sobrepoblados como en Asia oriental(1). En diferentes estudios se investigo el nivel de
contaminacion de una amplia gama de antibiéticos como a tetraciclinasy quinolona
sulfonamidas, macrdlidos, entre muchos otros, dando a conocer resultados alarmantes de su
presencia en los ultimos afios, en paises europeos como Portugal, Espafia, Alemania y
Noruega en Chipre se detectd concentraciones 45,2 ng/L y en Portugal 1,6 pg/L(2). En
Ameérica, paises como E.E.U.U, México, Brasil y Colombia por ejemplo presenta problemas
de contaminacién de antibidticos frecuentes como amoxicilina, eritromicina, azitromicina
en aguas que son usadas para riego de cultivo(3).

Actualmente una de las tendencias en el tratamiento de aguas son los procesos de oxidacion
avanzada (POAS) los cuales posibilitan la eliminaciéon total o en algunos casos parcial de los
distintos CE resistentes a los tratamientos convencionales(4). Estos métodos de tratamiento
se basan en procesos fisicoquimicos, los cuales permiten hacer cambios en las estructuras de
los contaminantes para poder degradarlos a compuestos mas pequefios por medio de la
abstraccion de un hidrégeno, adicion electrofilica sobre un enlace o por transferencia de

electrones y lograr su mineralizacién completa, este mecanismo se realiza por medio de la
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generacién de agentes oxidantes, uno de los mas empleados, el radical hidroxilo (OH), que
posee el segundo potencial de oxidacion mas elevado a comparacion de otros agentes
conocidos como el ozono (O3) y el radical superdxido (O2), entre otros(5). Sin embargo, una
de las mayores incertidumbres que afrontan los investigadores en los laboratorios de
experimentacion es realizar diversas pruebas para estandarizar las condiciones para que
ocurran de manera optima los POAs.

El mundo, hoy en dia fue testigo del uso generalizado de antibi6ticos y mas que nunca
durante el desarrollo de la pandemia del COVID-19 suscitado por el virus SARS-CoV-2. El
consumo excesivo de diversos antibidticos durante esta pandemia fue debido a
ambiguedades sobre la enfermedad y la incertidumbre en tratar a los pacientes. A pesar de
las recomendaciones de las distintas entidades internacionales como la OMS y NIH en el
uso de medicamentos frente al SARS-CoV-2, muchos de estos aln siguen siendo
distribuidos y recetados sin control alguno. Dentro de este grupo de medicamentos se
encuentra la azitromicina (AZT), utilizado en la etapa inicial de la pandemia para tratar
casos leves y moderados(6). La AZT es un antibacteriano de amplio espectro, presenta
similar mecanismo de accién que otros antibioticos macrolidos y su actividad es extensa
debido a que actla frente a un rango amplio de microorganismos mediante la inhibicion de
la deteccion de quérum bacteriano y la biopelicula(7). Gracias a su mecanismo de accion
este puede acumularse en los fagocitos circulantes, lo cual ha llevado a que forme parte del
tratamiento de diversas enfermedades como: céncer, artritis reumatoide, trastornos
respiratorios, gastricas, transmision sexual, malaria entre otros. Este medicamento tiene una
biodisponibilidad oral baja de 37% después de su administracion o ingestion y una
solubilidad limitada.

Al mismo tiempo que se observo un incremento en el uso de la AZT en la pandemia del
COVID-19, los servicios de agua y saneamiento continuaron en funcionamiento como
servicio vital y basico de la poblacion. Es por ello que el enfoque de esta investigacion va
dirigido al uso de herramientas bioinformaticas y simulaciones computacionales que
permitan emular el comportamiento de la azitromicina en presencia de radicales hidroxilos a
diferentes condiciones de temperatura que nos permitan proponer la mejor condicion de

temperatura que podria ser utilizada en los tratamientos por POAS.
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HIPOTESIS

Dado que, por medio del desarrollo de herramientas bioinformaticas y simulaciones
computacionales se puede evaluar y analizar el comportamiento de sistemas moleculares en
presencia de diferentes condiciones, es factible analizar el efecto del solvente en presencia
agentes oxidantes y diversas temperaturas frente a la descomposicion del contaminante

emergente azitromicina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto del solvente en presencia de agentes oxidantes y distintas temperaturas
frente al contaminante emergente azitromicina por medio de enfoques bioinformaticos,
como nuevos retos en el tratamiento de aguas contaminadas con antibiéticos en tiempos de
COVID-19 y post COVID-19.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar parametros fisicoquimicos y caracteristicas propias de la estructura
quimica de la azitromicina.

2. Estudiar el comportamiento de la azitromicina en un determinado sistema
solvatado en presencia de diferentes concentraciones de agentes oxidantes y
temperatura.

3. Analizar los parametros termodinamicos que forman parte del comportamiento
de la azitromicina frente a las distintas condiciones de Simulacion.

4. Analizar el comportamiento de la azitromicina frente al radical OH como agente

oxidante principal del tratamiento de degradacion.

TABLA DE VARIABLES E INDICADORES.

Variables Variables Indicadores Unidades

Temperatura
del proceso

Agente oxidante  presencia de OH -
Radical hidroxilo

Temperatura °C

Independientes

Degradacion de  Concentracion de

AZT AZT ng/ L

Dependientes
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CAPITULO I
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1. MARCO TEORICO
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1.1 Contaminantes emergentes (CE)

Son compuestos que poseen distintos origenes y de caracter quimico que han estado en el
medio ambiente causando dafio y que por mucho tiempo han pasado inadvertidos. Por lo
general de estos compuestos se tiene muy poca informacion o casi nada de su influencia
en los diferentes sectores ambientales y asi como en la vida diaria del hombre, por lo tanto,
es necesario realizar investigaciones(8). Por lo general, por sus cualidades fisicoquimicas
se los consideran sustancias bioacumulables, perdurables e insolubles en agua, por lo que
son capaces de contaminar y dafiar suelos, aguas subterraneas, aguas superficiales y aguas

residuales(9).

Las fuentes y rutas en las que es posible encontrar CE hay una gran variedad de sectores,
tales como empresas, hospitales, hogares, entre otros(10). En los ultimos afios la
investigacion para poder reconocer su produccién y su distribucion en el medio ambiente
se ha vuelto una prioridad. Para poder identificar la fuente de contaminacién y las zonas
en riesgo hay que considerar la topografia, clima e interacciones de uso de la tierra,
teniendo en cuenta que en su mayoria estos contaminantes son complicados de eliminar

por su baja biodegradacion(11).

Por lo general, los CE presentan rutas en donde terminan detectandose tales como plantas
de tratamiento de aguas residuales, suelo, desechos de centros médicos, estiércol, materias
primas maltratadas, animales y ganado e industrias, siendo las plantas de tratamiento
generados por las ciudades fuentes de contaminantes farmaceuticos(12). Los antibidticos
desde la ultima década son considerados una clase especial de contaminantes
farmacéuticos, que ingresan al entorno ambiental a través de la orina y desechos fecales
humanas ademas de los animales que finalmente se introducen en los cuerpos de agua(13).
En particular, los nueve antibi6ticos que son mas utilizados por humanos y animales, tales
como [B-lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas, macrolidos entre otros que son detectados

en muestras de aguas residuales, afluentes y efluentes(9)(14).

La presencia de estos contaminantes depende por lo general de su periodo de consumo,
condiciones climaticas, su presencia en el medio ambiente y captacion de agua. Hoy en
dia productos de uso diario también son fuente de estos contaminantes emergentes, por
ejemplo, el triclosan y miconazol que son empelados por su actividad antimicrobiana y
antifangica en articulos de aseo, tales como productos de limpieza personal como son los

jabones, lociones, champus, geles de ducha, tratamientos corporales y pasta dentifrica que
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generan una contaminacion indirecta(15). También se han encontrado en el medio
ambiente muchos otros contaminantes, incluido plastificantes, estimulantes, repelentes,
fertilizantes, filtros UV orgénicos, edulcorantes artificiales con diferentes concentraciones,
ya que dependen en su mayoria de la época de uso(16). La concentracion de deteccién de
estos materiales también depende de la region donde se utilizan y de su demanda(17), en

la Figura 1. muestra la variedad de contaminantes presentes en el medio.

Figura 1. Variedad de contaminantes emergentes que presentan un riesgo sobre bidticos
(animales, microorganismos, plantas y seres humanos) y abioticos (suelo, aire, agua)(18).

Problemas actuales ocasionados por los CE ya sea de origen natural o sintética, esta
relacionada directamente con consecuencias ya reportadas o aun estudiadas tanto sobre la
salud humana y el ecosistema. Aunque hay que tener en cuenta que este tipo de
contaminacion originado por estos compuestos ain no esta regulado o aun no presenta un
protocolo de seguridad para reducir los posibles impactos en el medio ya que se maneja

pocos datos(14).

Actualmente, se trabaja en poder conocer el mecanismo de transporte de estos
contaminantes, su monitoreo en distintos sectores y su destino final donde podrian generar
un impacto negativo, con el objetivo de poder obtener informacion integral sobre como
poder mitigar el dafio que podrian ocasionar en las personas, suelo, aire y en mayor
medida en los cuerpos de agua afectando incluso a los animales que habitan en ella(19)
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como se muestra en la Figura 2. se reporta una gran variedad de fuentes de liberacion de

contaminantes emergentes.

La constante preocupacion de los dafios que podrian ser evidentes en el futuro sobre la
salud o en nuestros recursos naturales se debe a la falta de leyes donde se especifique
limites de concentracion en aguas residuales, agua potable, aire, suelo y lodos. Son pocos
los paises que tomaron la iniciativa de desarrollar técnicas de deteccion para reducir sus
efectos ya que son conscientes que estos CE son capaces de introducir en las cadenas
alimentarias a través de las aguas residuales que son empeladas en el sector agricola(14).
A pesar de que los CE se han encontrado en bajas concentraciones en las plantas de
tratamiento de aguas residuales entre ng / L y pg / L, aun son capaces de causar
enfermedades 0 molestias con efectos a largo plazo, ademas que existe una exposicion
indirecta en la salud humana debido esencialmente a la generacion de resistencia
bacteriana(20).

En el caso de la vida ecolégica, hay que tener en cuenta que los compuestos farmacéuticos
que son los contaminantes emergentes mas evidentes son aproximadamente recalcitrantes
e incluso se muestran resistentes a la biodegradacion. Y en este caso cuerpos de agua
superficiales son los méas vulnerables, siendo estos superados por su facultad de resiliencia,
logrando en determinados puntos concentraciones similares a las aguas residuales(21).
Generando efectos ambientales entre los que resaltan; una posible decrecimiento de
diversidad microbiana, ya que atacan los ecosistemas microbianos, otro efecto que se
podria generar es la inmunidad de bacterias patogenas haciéndolas mas resistentes,
ademas de ser capaz de desestabilizar de los lodos activados que forman parte del
tratamiento de aguas residuales(14).

Con respecto al riesgo de la integridad de la vida humana, la exposicion a largo plazo a
minimas concentraciones de antibiéticos en el agua potable no ha evidenciado efectos
adversos asociados. No obstante, se ha constatado que la exposicion en areas vulnerables
ha mostrado tener un modelo de transmisién de microbiota, maduracién y alteracién en la
vida temprana y probable efectos sobre el metabolismo, ademas que subexiste un riesgo
indirecto al bienestar de las personas debido principalmente a la ocurrencia de resistencia
bacteriana(22).
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Figura 2. Fuentes de liberacién de compuestos farmacéuticos usados para tratamiento de
enfermedades de personas y animales al medio ambiente(23).

1.2 Situacion mundial de la presencia de Contaminantes Emergentes e implicaciones
ambientales durante los ultimos afios

La presencia ambiental de productos farmacéuticos antimicrobianos y bacterias
y genes resistentes se ha convertido en un fenémeno global y una amenaza multifacética. En
diversas partes del mundo esta realidad se vive de la misma manera, estos CE y sus productos
de degradacion presentan un riesgo en el ecosistema en los diferentes niveles troficos.
Distintos estudios han detectado estos farmacos en aguas superficiales tales como mares, rios,
canales, aguas residuales, siendo las concentraciones reportadas capaces de variar en los

diferentes estudios desde ng/L a cientos de pg/L estos datos y asi mismo los perfiles
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toxicoldgicos de cada uno son dependientes de diferentes factores tales como actividades

antropogénicas, hidrologia o geografia, entre otras.

1.2.1 Asia

Asia oriental y sudoriental esta conformada por 19 paises y regiones que posee una poblacion
total de aproximadamente, 2250 millones de habitantes, que segun los dato obtenidos de las
Naciones Unidas representa aproximadamente el 30 % de la poblacion mundial en 2018 (24).
Un pais conocido por su extensa poblacion es China, conocido por ser el mayor productor y
asi como consumidor de antibiéticos, esto debido a que cuenta con una produccion total de
248000 toneladas al afio de una amplia gama de medicamentos que son distribuidos a nivel
nacional e internacional, ademas de un consumo de alrededor de 162 000 toneladas segun
datos obtenidos del 2013(25)(2).

Recientemente, la preocupacion por la presencia de estos CE y su inminente alteracion en el
medio ambiente acuatico asiatico ha aumentado gradualmente, esto es reflejado en el
creciente nimero de reportes bibliograficos y grupos de investigacion, lo que demuestra la
importancia de conocer el estado de contaminacion, asi como soluciones para abordarla(26).
La situacion en el continente asiatico reflejado en reportes demuestra las liberaciones elevadas
de antibioticos y la prevalencia de multiples clases como fluoroquinolonas (FQ), tetraciclinas
(TC), macrélidos (ML), sulfonamidas (SF) y entre otros en sectores de plantas de tratamiento
de aguas residuales y acuicultura y ganaderia en Corea del Sur(27)(28)(29)(30).

En algunos reportes que dio a conocer que 48 % de la cantidad total de antibiéticos utilizados
para personas fue consumido por la poblacion china, lo que representa a aproximadamente 77
mil toneladas(25). Asi mismo, datos obtenidos de la OMS da a conocer que al igual que China,
en Vietnam se consume alrededor de 1086 toneladas, Corea del Sur 500 toneladas, Japon 520
toneladas, datos solo en 2015, los cuales se estima que vayan en alza(31). A continuacion,
tanto en la Tabla 1. y en la Figura 3. se muestra algunos estudios donde se reporta

concentraciones de contaminantes emergentes en distintos puntos del continente asiatico.
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Tabla 1. Algunos reportes de la presencia de Antibioticos en paises asiaticos.

Contaminante

. Concentraciones Referencia
Pais Fuentes Emergente reportadas Bibliografica
(Antibidticos) P g
Las
Ofloxacina (OFL) ﬁ?:(;igggﬂg?sz
Residuos de C'prél;li?:)amczrc]?n(aup) antibioticos
China compafiia reportados fueron: (32)(33)
P (ERYH20)
farmaceéutica . - 853 ng/L
Claritromicina
(CLA) 396 ng/L
107 ng/L
87 ng/L
. . Claritromicina
Japon  Aguade Rio (CLA) 320 ng/L (34)
Riesgo ecoldgico de
12 farmacos (11
antibioticos y 1
Tailandia ~ C2nal de antiepilépticoy 002 Y 13.51 ng/L (35)
agua . 17,20 ng/L
Metronidazol
Trimetoprim
Agua . ”
. 3 Ciprofloxacina (CIP) 1100 a 44 000 ng/L
Vietnam ReHS|dugI de Norfloxacina (NOR) 900 a 17 000 ng/L (36)
ospital
Sulfatiazol (STZ) STZ (28,200
Corea tf;f‘;rﬁzg% Sulfametazina  159,000); SMT (20
del sur de agUas (SMT) 820 — 115 000), (37)
resi dgales Clortetraciclina CTC (11 470-
(CTC) 730-33 520)
Eritromicina (ERY)
Aguas Sulfametoxazol 29 a 166 ng/L
Malasia residuales (SMX) 14 a 102 ng/L (38)
urbanas Trimetoprima 1,2a38,3ng/L
(TMP)

En la actualidad se espera que la fabricacion, la prescripcién y los residuos ambientales de
antibioticos vayan en ascenso en la region del Sudeste Asiatico y mas que todo en los paises
con gran cantidad de habitantes, esto debido al creciente desarrollo econdémico y tecnolégico a
la aparicion de diferentes enfermedades infecciosas junto con los malos hébitos de
prescripcion de las instituciones médicas asi también como el autoconsumo de medicamentos

por la falta de cultura de responsabilidad(1).
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Figura 3. Reportes de la presencia de algunos medicamentos en cuerpos de agua en paises
asiaticos(1).

1.2.2 Europa

Como se detalla en la Figura 4. en el continente europeo los antibioticos que son frecuentes en
los reportes son los betalactamicos, dentro de este grupo se encuentra la penicilina que en
paises como Alemania su consumo es de aproximadamente 36% asi mismo Eslovenia que
presento un consumo del 71% en los 2018 porcentajes comparados con el consumo total
reportado en ese mismo afio(39). En los dltimos afos, se recolectaron datos de 27 paises

europeos, asi como 25 naciones que integran la Unidon Europea y ademas de Islandia y
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Noruega pertenecientes al Espacio Econdémico Europeo, resultados que indicaron que
alrededor del 90 % del consumo de farmacos antibacterianos esta relacionado al consumo no
prescripto en un centro médico es decir que reflejan el autoconsumo de la comunidad
europea(40)(41)(42). La polucion de cuerpos de agua, tales como las aguas superficiales,
subterraneas o agua potable pueden ser por medio de fuentes puntuales o asi mismo como no
puntuales(43). Las plantas de tratamiento de aguas residuales son consideradas una fuente
controlada y puntual. Por otro lado, las fuentes no puntuales de CE en el medio acuético
pueden ser el drenaje de las zonas agricolas y ganaderas, lixiviados de vertederos que no
presentan un control, asi como drenajes y caudales (43)(44). Es importante mencionar que un
porcentaje de la presencia de antibioticos en el ecosistema esta dado por el uso de

farmaceéuticos veterinarios, ya sea en la ganaderia, acuicultura o alimento en el ganado(40).
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Figura 4. Escenario Europeo de la presencia de antibioticos en cuerpos de agua(31).

En un estudio realizado por el Laboratorio de Ingenieria de Procesos, Medio Ambiente,
Biotecnologia y Energia de la Universidad de Oporto en Portugal, dio a conocer la presencia
de diferentes farmacos en los ecosistemas europeos como rios, agua subterranea y potable, los
datos presentados en este informe fueron dependientes de factores como la matriz ambiental
de cada pais, la clase de antibidtico y las concentraciones que tuvieron un rango de ng/L y
ug/L. Entre los farmacos presentes esta el grupo de quinolonas, tetraciclinas, las sulfonamidas

y la trimetoprima fueron los mas persistentes y a la vez reflejan su importancia de estudio por
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sus caracteristicas toxicologicas en el medio acuoso(2), En la Figura 5. se puede observar

algunos datos obtenidos de los monitoreos en diferentes partes del continente europeo.
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Figura 5. Reporte de las concentraciones de alrededor de 10 antibidticos en ng/L
presentes en aguas de diferentes paises europeos(2).

1.2.3 Africa

La mayoria de los paises africanos por el momento presentan un indice bajo de informes
sobre la disposicion de antibioticos en el medio ambiente y masas de agua, situacion que es
mas notoria en la region de Sudafrica(45)(46), ver Figura 6. A pesar de las limitaciones que se
presentan actualmente ha cobrado gran relevancia el estudio del impacto de los compuestos
farmacéuticos en medios acuosos, la literatura ha demostrado que estos datos son
dependientes de diferentes factores tales como situaciones sociales, culturales o tecnoldgicos,
asi como la region geografica afectad (47). Por ejemplo, un estudio realizado en Kenia da a
conocer la presencia de antibidticos como paracetamol, sulfametoxazol e ibuprofeno en un
rango de concentracion de 10 a 30 pg /L aproximadamente datos provenientes del monitoreo

del Rio Nairobian(48), el mismo caso en el Rio Umgeni que se reportd farmacos como
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antibidticos, antiepilépticos y antipsicéticos en aguas superficiales en concentraciones de 10
ug/L(49)(47)(45). En aguas ambientales africanas, el sulfametoxazol fue el antibidtico con
mas prevalencia en el medio ambiente, con una concentracion de mas de los 56,6 pug/ L en las
aguas superficiales de Kenia. Por otro lado, la amoxicilina se encontr6 con 0,9 y 272 pg/L de
concentracion en las aguas superficiales de Nigeria(50), en Sudafrica la ciprofloxacina en

muestras de rio esta presente en concentraciones de 14,3 ug/L la mas alta en los ultimos afios.

® Egypt

30 3% 6% 3% 1 South Africa

u Zimbabwe
Tunisia

m Cameroon

® Ghana

m Nigeria

H Kenya

M Tanzania

Figura 6. Representacion grafica del porcentaje de articulos de investigacion por parte de
monitoreos en paises africanos relacionados a la presencia de Contaminantes
Emergentes(49).

1.2.4 América

Teniendo en cuenta que en América Latina se encuentra la mayor disponibilidad de agua per
capita, es necesario reconocer que en diferentes paises en vias de desarrollo esta
disponibilidad no es equitativa, ademas de no brindar un servicio de agua de calidad a la
poblacion latina. EI continente americano no es ajeno a los problemas que van surgiendo en
los Gltimos afios, la presencia de CE ha sido reportado en diferentes paises como México y
Brasil, donde los cuerpos de agua mas afectados son matrices, aguas superficiales y
subterraneas, ademas de zonas costeras(51). En la actualidad la presencia de estos antibioticos
en masas de agua potable es una de las principales inquietudes que se tiene en esta localidad,
puesto que pone en riesgo a la mayoria de la poblacion. A diferencia de los estudios de paises
europeos y asidticos, muchos paises latinoamericanos no cuentan con una base de datos

establecida de contaminantes prioritarios 0 en muchos casos leyes que controlen su
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produccion, consumo o liberacion al medio ambiente como se precisa en la Figura 7. A
continuacion, se mencionara algunos reportes realizados en diferentes paises. En la ciudad de
México, se reportdé 17 contaminantes presentes en reservorios, asi como tanques de
almacenamiento, entre los contaminantes esta presente, farmacos de consumo comin como el
ibuprofeno, diclofenaco, ftalato de di(2-etilhexilo), entre otros, siendo este ultimo el que
presento una concentracion mas alta de 2282 ng/L(52). En la ciudad de Bogota, Colombia en
los embalses se encontrd concentraciones de 1009 mg/L mientras que en reservorios se

analizaron triclosan(53).

Un problema que ha sido constante en Brasil es la calidad del agua potables, teniendo en
cuenta esta preocupacion la contaminacion por estos CE en las zonas cercanas de las
principales ciudades y rios como Sao Paulo y Rio de Janeiro, entre los farmacos tenemos a la
amoxicilina con 287,5 ng/L, sulfametoxazol 105 ng/L, cefalexina 575,5 ng/L (54)(55)(56)(57).
En el caso de Chile un estudio del 2016 report6 la presencia de atrazina, CAFy TCS con una
concentracion de 95 ng/L en agua de rio y en plantas de tratamiento (58). Otro pais
latinoamericano es Argentina en el cual un estudio realizado a lo largo del Rio Suquia reporto
alrededor de 464 farmacos entre los cuales se identificaron fluoroguinolonas, macrélidos y la
trimetoprima, siendo considera de alto riesgo ambiental la presencia de la cefalexina y la

claritromicina(59).

Los datos reportados en Peru, la prevalencia de una gran gama de farmacos en aguas
residuales del pais los m&s comunes fueron azitromicina, claritromicina y ciprofloxacina, en
la ciudad de Puno y Juliaca el CE con una alta concentracion es el acetaminofén presente en
las plantas de tratamiento ademas de aguas superficiales, la presencia de gran concentracion
de estos compuestos quimicos es debido a un incompleto tratamiento de aguas residuales y la

falta de control del consumo indiscriminado de medicamentos(60).
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Figura 7. Reportes cientificos publicados en diferentes paises de Latino América
relacionados la CE en cuerpos de agua(51).
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1.2.5 Oceania

Dentro de este continente, Australia es el pais con los reportes de CE mas resaltantes, en ellos
dan a conocer la prevalencia de antibioticos de importancia clinica en distintos matrices
ambientales(61). Se han detectado farmacos con altas concentraciones como el
Sulfametoxazol con 2103 ng/L y Ciprofloxacina 1103 ng/L en distintos rios australianos,
mientras que todos antibidticos investigados mas comunes como penicilinas, macrélidos,

tetraciclinas oscilan por debajo de los 350 ng/L de concentracion (62).

Las principales fuentes de contaminacion son los sistemas de agua superficiales australianos,
uno de los mas estudiados son las cuencas hidrogréaficas del sureste de Queensland en donde
se identifico una gran gama de antibiéticos, aunque las plantas de tratamiento emplean
tecnologias que permiten retirar un 80% de estos contaminantes aun es posible detectar
compuestos quimicos con una concentracion de al menos de ng/L entre ellos tenemos al grupo
de macrdlidos, quinolonas y sulfonamidas lo que aln prevalece el riesgo de
contaminacion(61).

1.3 Azitromicina

La azitromicina (AZT) es conocido por ser un antibiotico que tiene capacidad de intervenir en
gran namero de bacterias tanto en su crecimiento asi como sus efectos, forma parte del grupo
de los macrélidos de segunda generacion (7); que actla contra bacterias tanto Gram positivas
y Gram negativas por lo que ha obtenido gran atencion en los Gltimos afios, ya que presenta
efectos complementarios especificamente en las reacciones de defensa que genera el huésped
y las enfermedades humanas cronicas, lo que ha promovido su uso en el tratamiento de

diferentes trastornos respiratorios y de transmision sexual (63)(64)(65).

En la década de los 80 fue sintetizada como un derivado semisintético del medicamento
eritromicina, fue descubierta en Norteamérica por la empresa farmacéutica Pfizer y PLIVA en
Croacia. Donde los investigadores de ambas empresas recibieron el premio de la American

Chemical Society por descubrir la Zithromax® (azitromicina) en el afio 2000(63).

La azitromicina es un prototipo de azalida que presenta un anillo de lactona de 15 miembros,
ver Figura 8, que presenta propiedades farmacocinéticas mejoradas sobre la eritromicina,
convirtiéndose en el antibacteriano de amplio espectro mas utilizado en América. Sobre su

mecanismo de accion antibacteriana podemos decir que es muy similar a la de la mayoria de
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los otros antibidticos macrdlidos, pero con la diferencia de que se acumula eficazmente en los
fagocitos(63).

ch\
Hs
O CH;
H,;C
OCH3
CH,
0 OH
CHjy

Figura 8. Estructura quimica de la Azitromicina.

A diferencia de la eritromicina, la azitromicina presenta un anillo de 15 miembros, por
otro lado, un nitrégeno es sustituido por un metilo insertado en la posicion 9a del anillo de
aglicona. Con estas caracteristicas en la estructura la potencia frente a organismos Gram
negativos aumenta, por otra parte, la azitromicina al ser parte del grupo de azalidas
adquiere propiedades farmacocinéticas mejoradas como concentraciones tisulares

elevadas y una vida media mas prolongada(66).

La AZT como antibidtico macrélido que impide la sintesis de proteinas bacterianas, se
dispone en altas concentraciones a los sitios de infeccion por lo que ayuda a inhibir la
deteccion de quérum bacteriano y ayuda a reducir la formacién de biopeliculas lo que
amplia su rango de acciones antibacterianas. Por estas propiedades es recetada para tratar
enfermedades autoinmunes e inflamatorias como panbronquiolitis difusa, infecciones
respiratorias, urogenitales, dérmicas y otras infecciones bacterianas, tratamiento del
cancer. Se utiliza también en la prevencidn, reduccion de casos y el tratamiento de la
malaria y como una alternativa terapéutica en la medicacion de la artritis reumatoide y
enfermedades fotosensibles. Con sus efectos inmunomoduladores sobre las respuestas

inmunitarias innatas y adaptativas es eficaz para las inflamaciones, capacidad que ha
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llevado a presentar efectos beneficiosos en el tratamiento de fibrosis quistica y la

enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)(63)(67).

1.3.1 Metabolismo y excrecion

Se sabe que la mayor proporcion de dosis absorbida de este antibiético permanece sin
metabolizar. En el proceso de metabolizacion, la desmetilacion hepatica es la primera ruta,
aunque es dificil creer que los aproximadamente 10 metabolitos dentro de la bilis tengan
una actividad antimicrobiana masiva. Aun cuando se produce una acumulacion hepética
de azitromicina, que eleva la actividad de la azitromicina desmetilasa, no hubo pruebas de

induccion o inactivacion del citocromo P450 hepético(66).

Se ha demostrado que las concentraciones biliares de AZT comparados con las
concentraciones séricas son mayores, por lo que se realiza una excrecion biliar. Mas de la
mitad de los compuestos de la AZT en la bilis es farmaco original inalterado. Por otra
parte, las heces y la excrecién urinaria también son una via importante de eliminacion del
farmaco casi intacto, en el caso de la excrecion urinaria aproximadamente el 20 % del

farmaco que llega a la circulacion sistémica se elimina sin alteraciones(66).

1.3.2 Azitromicina en el tratamiento de COVID-19

Debido a la pandemia de COVID-19, el uso de medicamentos tales como la AZT ha
aumentado considerablemente, aunque su eficacia frente a la infeccion por SARS-CoV-2
es cuestionada por varios estudios(67). El tratamiento para esta enfermedad sigue siendo
variado, por lo que encontrar urgentemente tratamientos eficaces y seguros ha sido la
prioridad. Se ha propuesto la azitromicina como una terapia para el tratamiento de la
neumonia por SARS-CoV-2 ya que, presenta actividad antiviral e inmunomoduladora(68).
Sin embargo, su papel en el tratamiento de COVID-19 sigue sin estar claro. El uso de este
medicamento macrolido, que forma parte de la lista de medicamentos esenciales y méas
comunes por la OMS, se ha asociado con tratamientos efectivos en los resultados clinicos
de varias enfermedades virales tales como Zika, Ebola, rinovirus, enterovirus e influenza.
La AZT se ha utilizado para contrarrestar enfermedades anteriores causados por
coronavirus, como el desarrollado en 2003 denominado sindrome respiratorio agudo
severo (SARS) y seguido en el afio 2012 sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS)(69).
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En el caso del coronavirus que ha desarrollado la pandemia COVID-19, las
investigaciones AZT in vitro ha demostrado que pude ser capaz de demostrar actividad
para contrarrestar su actividad en diferentes puntos de su ciclo viral (67). Esta posibilidad
es gracias a que la inmunomodulacién dio buenos resultados clinicos en pacientes
COVID-19, ademas de que su disposicion de regular la produccion de citocinas, conservar
la estructura epitelial y evitar la fibrosis pulmonar es notoria y podria actuar en la etapa
hiperinflamatoria del COVID-109.

Mas alla de sus propiedades antivirales, se ha estudiado aproximadamente 80 ensayos
clinicos para probar la eficacia de AZT en los diferentes virus y coronavirus, se menciona
algunos de ellos en la Tabla 2. Cada uno de ellos presentan caracteristicas propias que
difieren entre si como la dosificacion, la duracién del tratamiento, si la combinacion con
otros medicamentos como la hidroxicloroquina y el nimero de poblacion empleado en el
estudio(68).

Tabla 2. Ensayos clinicos que prueban la eficiencia de la Azitromicina en diferentes virus y
coronavirus.

Tipo de ) Referencia
_ Metodo empleado Resultados o
coronavirus bibliografica

AZT asociado con

Evaluacion realizada en rd
mejoria en la tasa de

pacientes hospitalizados

SARS . supervivencia a los
. con SDRA, mediante un P (70)
(Coronavirus) g r | tres meses e
andlisis de puntuacion . -
h interrupcion de la
de propension. o -
ventilacion mecanica
AZT con resultados
Coronavirus Ensayo clinico asociados con
(alfa y beta) empleando dosis de >20  reduccidn de carga (72)
y mg / kg viral en infantes con
coronavirus.
AZT reduce la
Zika Estudio realizado in proliferacion viral en
(Flavivirus) vitro con células gliales consideracion y (72)
U87 y astrocitos efectos citopaticos
derivados de hPSC, con inducidos.

concentraciones 0 pM
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a> 100 uM

Estudio realizado in

AZT demostro
potencia antiviral alta

E I 'r . 7 . . e, .
(?efi aE t()\(l)llal;s VItI’O, con células HeLa en investigacion in (73)
y células HEK 293T  yjtro y citotoxicidad
con concentraciones de minima.
0,5a 50 uM
IFN de tipo 1 y 11l
o _ . inducido por este virus
Rinovirus El estudio se desarrollo me'oradop ue cohdibe
humano in vitro. PBEC. 10 uM, ) d (74)

a una replicacion y
liberacion reducidas
del RV

(Picornavirus) 50 uM

Pero es importante tener en cuenta que, aunque la AZT pueda ayudar a contrarrestar los
efectos de este virus, es importante seguir con las investigaciones para tener mas datos
que ayuden a aclarar su uso en COVID-19. En varios paises a lo largo del desarrollo de la
pandemia ha sido recetado conjuntamente con hidroxicloroquina, lo que ha llevado a
cuestionarse sus posibles efectos adversos por su potencial cardiotoxicidad, aunque este
riesgo se debe a la hidroxicloroquina(75). Los ensayos clinicos que se van desarrollando
podran confirmar que la AZT podra tener un papel como tratamiento para casos de
COVID-19, incluido el efecto combinado con otros medicamentos como corticoesteroides
o remdesivir. Dada la importante utilidad clinica del AZT como antibi6tico en los ultimos
afios, la rapida propagacion de la renuencia a los antimicrobianos es de suma inquietud.
Este riesgo latente puede desarrollar bacterias resistentes a los medicamentos(69). En la
actualidad ya se cuenta con datos que presentan tasas crecientes de resistencia a
macrélidos que es causado por varias caracteristicas que incluyen su vida media
prolongada, el uso generalizado del farmaco y el fenotipo de resistencia de alto nivel a

macrolidos atribuible a mutaciones en el gen erm(69).

1.3.3 Informacion ecolégica

En el medio ambiente, se espera que el ingrediente activo de esta formulacion resida

principalmente en el medio acuatico y se degrade lentamente.
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e Movilidad, persistencia y degradabilidad: Vida media de azitromicina <28 dias
(biodegradacion aerdbica - agua).

e Bioacumulacion y toxicidad: El ingrediente activo de esta formulacion tiene un
porcentaje relativo de bioacumulacion y escasa informacion de los efectos
desfavorables a largo plazo para los organismos del habitat acuoso. Hasta el
momento se sabe que la azitromicina se bioacumula en organismo acuaticos y ha
sido detectado en invertebrados que habitan en cuencas hidrograficas
contaminadas. A continuacion, se presenta los datos de toxicidad acuatica.

e Toxicidad acuatica:

Especies Método Punto final  Duracion Resultados
Daphnia Magna  OECD EC50 48 horas 120 mg/L
Hyallela azteca @~ OECD LC50 96 horas > 120 mg/L
Trucha arcoiris OECD LC50 96 horas > 84 mg/L

Algas verdes OECD EC50 72 horas 0.0037 mg/L

La presencia de azitromicina en el agua y el medio ambiente plantea riesgos
significativos, como la resistencia bacteriana y el impacto negativo en organismos
acuaticos. La exposicién continua a bajos niveles de azitromicina puede promover
el desarrollo de resistencia bacteriana, reduciendo la eficacia de este antibiotico.
Ademas, la azitromicina puede ser tdxica para los organismos acuaticos, afectando
su crecimiento y supervivencia. Existe la preocupacion de que la azitromicina se
acumule en los tejidos de los organismos, planteando riesgos para la seguridad

alimentaria.

1.4 Azitromicina: Presencia, persistencia mundial y efectos ambientales adversos.

La presencia de macrolidos como la azitromicina en ambientes acuosos en altas
concentraciones en los Gltimos afios no es algo de que asombrarnos, su aparicion en diferentes
investigaciones es debido a sus caracteristicas Unicas como su baja solubilidad y su
incompleta absorcion(41). Segun reportes de antibidticos que forman parte de este grupo de
farmacos prevalecen en el medio acuatico de Europa, encontrandose repetidamente en las
principales matrices como aguas residuales, superficiales como rios y canal de regadio, esto
debido al consumo de la poblacion o como uso para animales. En la Figura 9. se detalla de

manera clara el flujo dindmico de los contaminantes emergentes en el medio ambiente.
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Figura 9. Principales fuentes de contaminacion de desechos de antibiotico y los
principales impactos(76).

disruption

Tabla 3. Reportes en distintos paises de la presencia de la Azitromicina en cuerpos de

agua.
Cuerpo de agua Pais Cantidad / Referencia
contaminado Concentracion Bibliogréfica
Lagos
i 2.61 ng/L a
Wuhan, China (77)
Aguas residuales de 1122 ng/L
Hospitales
Agua residual Domestica Colombia 4120 ng/L (78)
Rios Portugal 2.8 ug/L (79)
Aguas residuales y aguas Espafia 672y 649 ng/L (80)
receptoras
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Muestras de aguas

residuales recogidas en el India 300 mg/L (81)
oeste de la India
China 192.2 ng/L (82)
Fuentes de agua -
superficial Antartica 0.4 ng/L (83)
Japon 1866 ng/L (84)
Aguas residuales del sur ;
de Sfax Tlnez 135.45 ng/L (85)
Efluentes de Tr_atamlento Polonia 650 ng/L (86)
de aguas residuales
Efluentes de tratamiento rango entre 100
de aguas r_eS|duaIes y 1000 ng/L (87)
municipales ol
Efluente de una industria
farmaceéutica ST7gE (88)
Irén 0.563 png/L (89)
Tratamiento de aguas Canadé 57-1300 ng/L (90)
residuales
Japén 88-219 ng/L (91)
Aguas superficiales Vietnam 90.80 ng/L (92)
Aguas superficiales,
medio ambiente acuatico .
en Renania del Norte- Alemania 2-3ng/L (93)
Westfalia
Aguas residuales crudas 1083 ng/L
Estados Unidos (94)
Aguas residuales tratadas 0-380 ng/L
- New Jersey,
Agua superficial 240 ng/L (95)

Estados Unidos
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Rio Litani Libano 377 ng/L (96)
Tratamiento de aguas )
residuales Chipre 262 ng/L (97)
Bahia de Laizhou, aguas China 223 ng/L (98)
superficiales
Efluentes hospitalarios y Coimbra,
en EDAR Portugal 1227-7351 ng/L (99)
Efluentes de Tratamiento Suiza hasta 380 ng/L (100)

de aguas residuales

La mayoria de los casos reportados de antibidticos del grupo de los macrélidos son
considerados de clase critica por su consumo intrahospitalario, ver Tabla 3, ademas de su
autoconsumo y su estabilidad una vez excretados, ya que un porcentaje considerado esta
presente en las excreciones humanas. Las concentraciones mas altas de macrdélidos se pueden
encontrar en diferentes efluentes hospitalarios, por lo general que pueden oscilan entre 1y 10
ug/L(99)(101). Por otro lado, este grupo de farmacos se pueden evaluar también en efluentes

de aguas residuales tratadas donde segun reportes puede presentar 20-2800 ng/L(102).

Otra fuente acuatica mas afectada por los macrélidos son los rios, més que todo los que se
encuentran ubicados cerca de poblaciones de gran magnitud, en el caso de los rios ubicados
en paises europeos muchos analisis dieron a conocer que en los Gltimos afios se detectaron
macrolidos de 1 a 500 ng/L (103)(104)(105). Mientras que en rios mas alterados por la
presencia de estos son los esparioles y franceses, los cuales presentan concentraciones altas de
1-17 pg/L (106)(107). Si nos enfocamos en fuentes como aguas subterraneas y agua de
consumo directo por la poblacion en diferentes paises se detectaron en concentraciones
méaximas de 154 ng/L en agua subterraneas y 21 ng/L en agua potable, lo que nos da un
panorama mas claro de como estos farmacos estdn expuestos directamente a la poblacion
(108)(109).

1.5 Procesos de oxidacion avanzada

A lo largo del tiempo se ha reportado informacion de varias técnicas con el Gnico prop6sito
de eliminar los antibi6ticos presentes en los cuerpos de agua y aguas residuales, entre las

cuales estan incluidas la coagulacion, la separacion por membranas, la adsorcion y la
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biodegradacion entre otras muchas técnicas. Aunque en gran medida estas no han sido
efectivas para tratar estos contaminantes emergentes por su baja eficiencia de remocion y alto

costo operativo.

Una técnica innovadora que ha estado cobrando interés es el uso de los Procesos de
Oxidacion Avanzada (POA), ya que por medio de distintos trabajos de investigacién tanto en
escala laboratorio y en ciertos cuerpos de agua han demostrado gran capacidad de degradar
los antibioticos o asi mismo capaces de convertirlos en sustancias de moléculas pequefias que
sean mas faciles de tratar posteriormente sin complicaciones, ademas de ser amigable con el
medio ambiente y poseer una gran versatilidad, el uso de estos nuevos procesos podrian
ayudar a combatir el efecto inhibidor de los antibidticos sobre los microorganismos
beneficiosos y necesario para los distintos ecosistemas y mejorar su biodegradabilidad y la

tasa de eliminacion (110).

Lo que mas llama la atencidn de estos Procesos de Oxidacion Avanzados es el uso de agentes
de oxidacién eficientes, uno de los méas conocidos el radical hidroxilo (OH), aunque otros
agentes reportados en la literatura son el 0zono (O3) y el radical superéxido (O>) lo que lleva
a que estos procesos sean considerados como una tecnologia ecoldgica, ya que gracias a esta
caracteristica no necesitan adicion de quimicos y por otro lado son eficaces para la anulacion
simultanea de contaminantes organicos y la desinfeccion de patogenos en el agua. Los POA
se pueden clasificar en diferentes tratamientos tales como oxidacion de Fenton, oxidacion

fotocatalitica, Electro-Fenton, entre otros, ver Figura 10.
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Figura 10. Esquema de la clasificacion de los distintos tratamientos basados en Procesos
de Oxidacion Avanzada (POASs)(5).

1.5.1 Tecnologias electroquimicas de oxidacion avanzada

En los dltimos afios, se ha observado un aumento significativo del desarrollo nuevos
procesos avanzados de oxidacion que en su mayoria estdn conformados por tecnologia
electroquimica, mas conocidos como Procesos Electroquimicos de Oxidacion Avanzados
(PEOA), con el objetivo de trabajar en la prevencion y remediacién que genera la
contaminacion ambiental que surge con mas frecuencia hoy en dia, dirigiendo la atencion
en los cuerpos de agua fuentes importantes que tienen relacion directa con la salud y
bienestar del medio que nos rodea(111)(112). Actualmente, las investigaciones estan
centradas en buscar técnicas que sean ecoamigables ademas de presentar una alta
eficiencia con una baja inversion. Por lo que estos Procesos Electroquimicos de Oxidacion
Avanzada (PEOA) hoy en dia se les consideran tecnologias innovadoras con un
prometedor rendimiento en el tratamiento de aguas contaminadas, ademas de ser
respetuosas con el medio ambiente(113). El fundamento de estos métodos esta ligado a la
generacion electroquimica de un agente oxidante que por lo general es muy potente y
eficaz, cominmente en estas técnicas podemos encontrar radicales como el hidroxilo (OH)
en solucidn, asi como el peroxido de hidrogeno (H202) y el anién radical sulfato (SOa)
que permiten que estos procesos sean adecuados para la etapa de degradacién como la
mineralizacion de compuestos organicos. Los PEOA son conocidos por ser procesos
heterogéneos integrados por métodos de oxidacion anoddica y fotoelectrocatélisis, que
consiste en la generacion de los radicales hidroxilos (OH) en la superficie del anodo, tanto
en forma electroquimica o fotoquimicamente, por otro lado, tenemos los procesos
homogéneos, entre los cuales tenemos los métodos conocidos como electroFenton,
fotoelectro-Fenton y sonoelectrolisis, en este caso los hidroxilos (OH) se produce en la
solucion(111).

1.5.2 Radical hidroxilo en el origen y proceso de los PEOA

El agente principal de estos Procesos de Oxidacion Avanzada es el radical hidroxilo, que
tiene como propiedad mas importante su elevado potencial de oxidacién de 2.8 V,

segundo potencial redox més alto después del fluor. Con esta propiedad a su favor es
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capaz de mineralizar completamente los contaminantes organicos a diéxido de carbono,
agua y iones inorganicos(5). Entre sus propiedades fisicoquimicas se destaca, su carga
cero y ser considerado un radical libre neutro, se comporta como un &cido debil, afinidad
electronica en el agua aproximadamente 5.8 eV, su espectro de absorcidn es limitado, ya
que su absorbancia se encuentra en un rango bajo ultravioleta 230 nm. Las reacciones
quimicas del radical hidroxilo en cuerpos de agua se pueden clasificar en cuatro tipos
diferentes: 1) adicion, el OH se agrega a un compuesto no saturado, alifatico o aromatico;
I) abstraccion de hidrégeno, en este caso se forma un radical libre y agua; IlI)
transferencia de electrones, en el proceso se forma iones con alta valencia, &tomo o radical
libre; 1V) interaccion Radical(113).Por otro lado, estos radicales hidroxilos tienen una
vida corta, por lo que pueden autoeliminarse del sistema de tratamiento, asi no hay una
generacion de residuos por parte de este proceso. Su naturaleza de accidn se justifica en la
interaccion con los contaminantes por medio de la adicion o extraccién de moléculas de
hidrogeno, seguido realiza una reaccion con el oxigeno molecular y un radical centrado en
el carbono para poder formar un radical perdxido que experimenta reacciones posteriores
hasta completar una degradacion. En los métodos de oxidacion avanzada es importante
considerar factores como las propiedades fisicas y quimicas del contaminante objetivo y
las condiciones de operacion para poder obtener un buen resultado en la eficiencia del
hidroxilo(114). En la Figura 11. se puede observar en los distintos procesos en donde se

emplea el radical hidroxilo.
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Figura 11. Diferentes Procesos de Oxidacion Avanzada donde se genera radicales
hidroxilo (OH) (115).

1.5.3 Ventajasy desventajas de los PEOA

Estos Procesos de Oxidacion Avanzados constituyen métodos importantes, innovadores y
respetuosos con el medio ambiente con el fin de eliminar los contaminantes de manera
eficiente. Pero hay que tener en cuenta que siendo técnicas recientes suelen presentar
algunas desventajas que son necesarias mejorar para un mejor rendimiento y de ese modo
considerar esta técnica para un escalamiento que podran ser utilizados en el tratamiento de

aguas residuales(113).

Entre las desventajas que posee podriamos hablar del posible aumento en los costos, ya
que necesita suministro eléctrico importante aunque hay diferentes procesos que podrian
compensar esta necesidad, sabemos que todas las aguas a tratar no presenta la misma
presencia de residuos o contaminantes es por ello que en aguas residuales que podrian
presentar baja conductancia seria necesario agregar electrolitos para el proceso y ligado a
esta desventaja se puede sumar los tiempos de reaccion que podrian ser prolongados
dependiendo a qué tipo de agua se deba tratar y por ultimo dependiendo del tratamiento
los subproductos intermedios podrian resultar ser toxicos incluso mas que los compuestos
originales(111)(112).

Por otro lado, entre ventajas que presenta estas técnicas se encuentra su capacidad de
oxidar a un amplio rango de contaminantes complejos, correspondiente a su no
selectividad in situ de radicales hidroxilos que son generados electroliticamente, requieren
la adicion de componentes quimicos que podrian ser peligrosos durante el proceso, se
trabaja bajo condiciones ambientales, no es necesario adaptar condiciones especificas lo
que ayuda a disminuir costos durante el proceso, se alcanza altas tasas de reaccion para el
ataque de contaminantes organicos, se puede hacer uso de compuestos limpios como

reactivo principal (electron)(112).

Por lo general se logra reducir la cantidad de reactivos quimicos, ademas de los riesgos de
almacenamiento y transporte son minimos, durante estos métodos se generan pocos lodos,
no generan desperdicios referidos a los radicales libres ya que su consumo es inmediato,
apenas se generan. Adicionalmente, existe la posibilidad de utilizar otras tecnologias de
tratamiento  conjuntamente, las fuentes de energia renovable pueden ser
incluidas(112)(115).
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1.6 Bioinformatica

Considerada una ciencia hibrida que vincula datos bioldgicos con técnicas de
almacenamiento, distribucién y analisis de informacion para respaldar multiples areas de
investigacion cientifica, incluida la biomedicina y medioambiente. La bioinformatica se
alimenta de experimentos de generacion de datos de alto rendimiento, que incluyen
determinaciones de secuencias gendmicas y mediciones de patrones de expresién génica.
Esta area que ha cobrado gran relevancia ha estado presente en diferentes hitos del avance
cientifico, ya que ha sido capaz de ser empleada en distintos campos, resultados de
distintos analisis bioinforméaticos emergente han logrado desarrollar nuevas practicas,
herramientas y técnicas sofisticadas que permiten interpretar datos biol6gicos, comprender
enfermedades y el comportamientos de las moléculas en diferentes entornos, en la Figura
12. se detalla las distintas areas que puede estar ligada la bioinformatica. La constante
demanda de la ciencia para su evolucion ha permitido que la bioinformatica se vuelva

parte esencial de nuevos proyectos de investigacion.

La bioinformatica es una forma de recopilar y analizar datos bioldgicos complejos. Esto
incluye analizar secuencias de proteinas y genomas para deducir la similitud y parentesco
de especies y moléculas, analizar datos epidemiolégicos para comprender la propagacion
de la enfermedad y realizar analisis estructurales para dilucidar las interacciones entre
moléculas(116). La bioinformatica, hoy mas que nunca se ha incorporado en cada rama de
las ciencias basicas, naturales y el del medio ambiente, lo que ha permitido proporcionar
diferentes plataformas al alcance de los investigadores para que puedan desarrollar

importantes e innovadoras técnicas computacionales para el bienestar humano y ambiental.

En las ultimas décadas, la bioinformatica forma parte de las investigaciones de
remediacion y biodegradacion, desarrollando varias herramientas bioinformaticas utiles en
este campo. Estos incluyen bases de datos, generacion de sistemas de prediccion de
toxicidad de compuestos quimicos, sistemas de prediccion de vias de biodegradacion y
simulaciones computacionales que ayudan a entender y evaluar el comportamiento de

diferentes contaminantes en un medio determinado(117).
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Figura 12. Bioinformatica y ciencia computacional ligada a la biologia y el medio
ambiente(118).

Las técnicas de remedicion por medio de la bioinformatica han logrado enormes avances
en la deteccidn de contaminantes, evaluacion de su toxicidad, valoracion y degradacion de
contaminantes complejos y emergentes a traves de la prediccion de vias potenciales en

sistemas informaticos.

Estas vias son desarrolladas por métodos computacionales completos y diversos que
predicen de manera rapida las posibles vias de degradacién de contaminantes, lo que lleva
agrandes beneficios como ahorrar tiempo y valor cientifico de mano de obra, asi como
materiales y compuestos quimicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta nueva
herramienta todavia presenta numerosas deficiencias técnicas, que gracias a la creciente
investigacion en esta rama en un futuro se podra obtener mejores herramientas
proporcionando el uso de la metodologia avanzada y su integracién en mas campos de
estudios(119)(120).
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1.7 Bioinformética y otras herramientas computacionales en la degradacién de
contaminantes ambientales.

Las herramientas bioinformaticas se pueden emplear para detectar contaminantes por su
sensibilidad en su proceso de degradacion por varios métodos, ya sea que un determinado
contaminante emergente este caracterizado por una enzima especifica o analizar su
comportamiento con agentes que pueden degradarlos a particulas mas pequefias y faciles
de tratar. La implementacién de un estudio que contenga un enfoque in silico para este
tipo de procedimientos en las que el objetivo principal es el tratamiento de contaminantes
que van surgiendo a lo largo del tiempo y que dejan estragos importantes en la naturaleza
es de suma importancia. Analizar el mecanismos de accion y la interaccion de las
moléculas con su entorno de estos contaminantes en tratamientos especificos, ya sea por
medio de microorganismos 0 por procesos avanzados, nos brindan informacion necesaria
para aplicar nuevas acciones que por medio del enfoque que proporciona la bioinformética
nos permite reducir el tiempo y los experimentos basicos que se puedan dar en un
laboratorio, ya que nos brindara mas informacién tales como prediccion de las vias de
degradacion(121).

Las distintas técnicas de remediacion o procesos avanzados, biorremediacion y la
bioinformatica son las areas cientificas multidisciplinarias o asi mismo como la
microbiologia y la biotecnologia, que son areas de avances muy rapidos e innovadores nos
permite tener nuevos enfoques en esta area de la conservacion del medio ambiente
esenciales hoy en dia. Actualmente, contamos con una infinidad de bases de datos,
técnicas y herramientas de prediccion de acceso libre que nos permite desarrollar,
comprender, analizar y aplicar como la bioinformética puede brindarnos un enfoque mas
amplio de la remediacion de diferentes recursos naturales que son afectados por distintos

contaminantes emergentes(121)(122).

En la Figura 13, nos detalla la aplicacion de una aquellas herramientas bioinformaticas
que son empleadas en distintos trabajos que presentan enfoques computacionales y
enfoques 6micos que permiten analizar las distintas caracteristicas quimicas, funcionales y
termodinamicas, ademas de permitirnos predecir algunas propiedades como la toxicidad y

conocer las vias de degradacion de diferentes contaminantes(123).
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Figura 13. Herramientas bioinformaticas empleadas frente a contaminantes
emergentes(124).

1.8 Mecanica molecular

1.8.1 Dinamica molecular

La dindmica molecular es considerada una técnica computacion fundamental para poder
determinar y analizar el estado final de un sistema en un tiempo futuro, es decir, nos
permite conocer los movimientos que realiza los 4&tomos o estructuras en un sistema
molecular desde su posicidn inicial hasta el término de una trayectoria determinada, este
proceso, ver Figura 14, que permite observar el comportamiento de proteinas, acidos
nucleicos, antibioticos, membranas, entre otros(125), solo puede ser empleado junto con

un sistema de posicionamiento en el espacio, también determinado topologia y por ende
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las velocidades de los &tomos que forma parte del sistema. Por otro lado, esta importante
herramienta bioinformatica sirve para realizar el refinamiento de la energia y de
minimizacion (algoritmos) de los componentes de un determinado sistema(126).

Las simulaciones de dinamica molecular (MD) han surgido como herramientas eficientes
para diferentes campos de la ciencia para comprender los distintos sistemas que van desde
analizar en un nivel subnanométrico hasta en un nivel micrométrico que proporciona
mecanismo de comprension que se pueden comparar con los resultados
experimentales(126). Algunas areas en donde se aplica esta herramienta bioinformatica se

detallan a continuacion:

- Es empleado para dar vida a ciertas estructuras biomoleculares complejas como las
proteinas que por medio de MD proporciona informacion sobre el comportamiento
o dindmica natural en solucion en diferentes trayectorias.

- Proporciona informacion de los promedios de propiedades térmicas moleculares,
estos datos ayudan a calcular los fluidos y las variables de la energia libre en
procesos de interaccion entre complejos o union de ligandos.

- Para el trabajar en las distintas conformaciones de las moléculas o sistemas
complejos, obtener datos de los espacios conformacionales en acoplamiento de
ligandos, conocer de propiedades generales de las estructuras moleculares(127).

La MD no es solo una herramienta de analisis, sino que es una pieza fundamental en el campo
de la ciencia y que estd en un rapido desarrollo. En la Tabla 4, enumera los principales

programas que son empleados para realizar trabajos de dindmica molecular.
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Figura 14. Proceso de Simulacion de Dindmica Molecular.
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1.8.2 Campos de fuerza (CF)

Dentro del modelado molecular podemos determinar que un campo de fuerza es aquel que
esta constituido por ecuaciones potenciales y parametros, es decir que se refiere a la forma
funcional y de pardmetros de ensamble que son empleados para determinar la energia
potencial de un sistema en particular tanto de atomos como de particulas complejas, esto
con la finalidad de significar las interacciones interatomicas, sustentando la geometria de

las moléculas.

Los campos de fuerza entiende las interacciones de los &tomos, esto quiere decir que los
atomos que se encuentran definidos en un determinado campo de fuerza proporcionan
parametros especificos para cada tipo de aomo en un sistema, desligando las
interacciones de enlace tales como la torsion de los enlaces, desviacion de los &ngulos y la
rotacion de los diedros que describen la energia necesaria o requerida para logar la
distorsion de una molécula de una forma especifica también tenemos a las interacciones
no enlazantes entre ellas tenemos al potencial electroestatico, dispersion de las particulas y

exclusion de Pauli. Ver Figura 15.

Por lo menos un campo de fuerza debe ser capaz de reproducir y presentar buenos

resultados al emplear las siguientes propiedades moleculares(128):
- Geometrias moleculares.
- Energias conformacionales y estereoisoméricas.
- Barreras de torsion y energias de torsién-deformacion.
- Energias de interaccion intermolecular.
- Geometrias de interaccion intermolecular.
- Frecuencias vibratorias.

- Calores de formacion
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Tabla 4. Programa / softwares mas empleados en trabajos de Simulacion de Dindmica Molecular y sus atributos.

Unidades de ] . .
Programa / Fuente procesamien Descripcion Método/ Campo Licencia/ Sitio web / Referencia
software to de fuerza Acceso
Universidad de MD de alto rendimiento LINCS/P- Fuente
GROMACS Groningen, CPU/GPU . y LINCSy . http://www.gromacs.org/
multiplataforma. abierta
Holanda SHAKE.
D.E MD de alto rendimiento emplea AMBER, https://www.deshawresearc
Desmond Investigaciones GPU I A TOL P CHARMM, Comercial h.com/resources_desmond.h
Shaw g P : OPLS tml
Martin Karplus'y MD, minimizacion de energias
CHARMM colaboradores, CPU/GPU I q Y gl CHARMM Comercial https://www.charmm.org/
Biovia. empleado para macromoléculas
Kla_us Sghulten, MD de alto rendimiento para una CHARMM, Fuente https://www.ks.uiuc.edu/Re
NAMD Universidad de CPU/GPU L : ; .
linois gran variacion de biomoléculas. AMBER abierta search/namd/
Laboratorios MD clasica utiliza simulacion CHARMM, Fuente
LAMMPS Nacionales GPU paralelo atomico / moleculara ~ AMBER, OPLS, abierta https://www.lammps.org/
Sandia gran escala GROMACS
Universidad de
i Paquete completo y general que AMBER, . .
TINKER W_ashmgt_on en GPU posee algoritmos especiales para CHARMM, Comercial https://dasher.wustl.edu/tink
Saint Louis, UT : . er
. biopolimeros. OPLS, MMFF
Austin, Sorbonne
David Case, AMBER, )
AMBER  Universidadde  CPU/GPU enfﬁ%‘;gf C;’rr;‘p'gtoei‘:g:" Daa £f99SBildn Comercial oS/ am‘zﬁsd'?{q’ Amber
Rutgers pleado para p Y& LIPID14 1VI0CE1S.php
. ol https://www.acellera.com/pr
ACEMD Soluciones GPU Software d? manejo facil'y CHARM, Comercial oducts/molecular-dynamics-
Acellera rapido. AMBER, OPLS
software-gpu-acemd/
MD de alto rendimiento y disefio Fuente http://www.biomolecular-
Abalone Agile Molecule GPU portéatil dirigido a proteinas AMBER, OPLS abierta modeling.com/Abalone/Sim
pequefia ulations.html
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Figura 15. Términos de energia potencial y de interaccion que componen un campo de
fuerza(129).

Los campos de fuerza nos ayudan a establecer el proceder de los sistemas y sus
interacciones analizando sus atomos, es por ello por lo que son derivados de datos
experimentales contemplandolos empiricos, dentro del grupo de los campos de fuerza
utilizados con mas frecuencia para las simulaciones de dinamica molecular se encuentran:
AMBER, CHARMM y el OPLS.

Los campos de fuerza se diferencian uno frente a otro por:

- El rango de los distintos términos energéticos que presenta.

- La conformacion o el modo de expresion de energia de analisis.

- La multiplicidad de cada variedad de campo de fuerza.

- El procedimiento de la obtencién de los parametros (tanto métodos tedricos como

experimentales)

En la siguiente Tabla 5. Se detalla algunos campos de fuerza de mecénica molecular

comunmente usados:
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Tabla 5. Campos de fuerza mas utilizados en Mecénica Molecular.

Campo de

Definicion Referencia
Fuerza

Utilizada para la construccion o desarrollo de modelos
asistidos y refinamiento de energia, empleado para
minimizacion de energias en estructuras terciarias. Este
campo de fuerza trabaja adecuadamente con la longitud
y angulo de enlace, carga parcial y otros parametros
como los de Van der Waals.

Es un campo de fuerza que fue parametrizado
puntualmente para proteinas y acidos nucleicos. Puede
AMBER  admitir simulaciones no periodicas, también integra (130)(131)
modelos tales como el solvente implicito de Poisson-
Boltzmann numérico o de Born generalizado. Para los
calculos de energia libre emplea técnicas de integracion
termodinamica o por muestreo general, entre las ventajas
que presenta este campo de fuerza es que no se limita a
potenciales descomponibles por pares y posee un gran
soporte en el analisis de trayectoria y posprocesamiento

energético.

Quimica en Harvard mecanica molecular, aplicada para
una gran variedad de sistemas de gran cantidad de
particulas, posee herramientas de analisis y creacion de
modelos. Es un campo de fuerza que en sus inicios fue
destinado para proteinas y acidos nucleicos, pero hoy en
CHARMM dia es aplicado a materiales inorganicos, biomoléculas, (132)(133)

ligandos de moléculas pequefias, entre otros.

Este campo de fuerza es comunmente empleado en
estudios de dindmica molecular por su capacidad de
analisis de solvatacion y facil analisis vibratorio de las

moléculas.
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Simulacion molecular de Groningen, uno de los campos
de fuerza mas empelados para predecir el movimiento
dindmico de moléculas o complejos y liquidos, ademas
que permite el modelamiento de biomoléculas. Entre sus
GROMOS o o (134)
caracteristicas esta la compatibilidad con el modelo de
agua carga puntual simple (SPC), cargas parciales
atomicas ajustables, presenta compatibilidad

electrostatica del campo de reaccion, entre otras.

El campo de fuerza Molecular de Merk uno de los

campos mas empelados por su capacidad de emplearlo

en diferentes sistemas, pero particularmente empleado

para trabajos en moléculas organicas. EI campo de

fuerza MMFF94 para el dia de hoy es utilizado en
MMFF  simulaciones de dinamica molecular y para la
optimizacion de la geometria. (128)(135)
Los célculos de MMFF94 estan divididos en siete tipos
de energia que son independientes entre si y que pueden
calcular las energias parciales de diferentes interacciones

dentro cualquier molécula o sistema,

Potenciales optimizados para la simulacion de liquidos,
campo de fuerza especial para modelar liquidos, marco
el inicio de la optimizacion de los distintos parametros
para obtener resultados adecuados de las propiedades
OPLS o \ Y ) (136)
termodinamicas en estado liquido de una gran cantidad
de moléculas organicas, ademas de ser empleado para
trabajos de modelado de la dinamica molecular de las

biomoléculas.

1.8.3 Simulacion de dinamica molecular

La dinamica molecular, al ser un método determinista, puede ayudar a determinar el
estado final de un sistema en tiempo futuro, este proceso solo puede realizarse en un

sistema dispuesto en el espacio (topologia atomica y velocidades), logra refinar
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energéticamente el sistema, este sistema utiliza un algoritmo de minimizacién que ayuda a
reducir las tensiones de la estructura de estudio. La dinamica molecular calcula las fuerzas

de los a&tomos en cada paso de tiempo, asi como la posicion y velocidad atdmicas.

Al analizar la Figura 16 podremos observar que una simulacion de dindmica molecular
implica tres pasos en su proceso de ejecucion, el primer paso es la “iniciacion”, las partes
o componentes del sistema se distribuyen en el espacio, cada particula ya tiene una
posicion conocida en este punto y la temperatura de todo el sistema tiene una velocidad
aleatoria. Este proceso se realiza para obtener un sistema de velocidad cero. En la segunda
etapa, continuamos con las velocidades a cero, repetimos los pasos de la primera etapa
para asegurarnos de que el sistema se encuentre en equilibrio, permitiendo obtener las
trayectorias finales de las particulas. Finalmente, el tercer paso se refiere a la
determinacion de trayectorias para definir los resultados obtenidos y la determinacion de

las trayectorias para lograr determinar las propiedades del sistema.

SIMULATION

ANALYSIS

Figura 16. Pasos generales para ejecutar correctamente una simulacion de Dinamica
Molecular(137).
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1.9 GROMACS

El método de la mecéanica molecular que utiliza un conjunto de ecuaciones y variables
derivadas empiricamente, capaces de reproducir los atributos de energia potencial de los
sistemas moleculares. EI CF de una molécula comprende 4&tomos que se mantienen unidos
por enlaces. Las interacciones entre las particulas constituyentes se manejan utilizando
varias funciones potenciales provenientes de la mecéanica molecular. Estas funciones
potenciales dependen de parametros que especifican los diferentes tipos de interacciones
que ocurren entre los &tomos, como las interacciones de enlace y no enlace, en el primer
caso se encuentran los enlaces, angulos y fuerzas de torsion, por otro lado, los no

enlazantes estan las fuerzas de VVan der \Waals e interacciones electrostaticas.

La conjugacion de funciones de energia potencial y pardmetros usados para estimar estas
interacciones son llamados Campos de Fuerza y la energia del sistema resulta por la
desviacion de estos parametros de los valores ideales. La energia total del sistema se
obtiene por la adicién de todos los términos energéticos que simboliza todos los tipos de
interacciones que se dan entre los atomos de la molécula: deformaciones de los enlaces
por elongacion, plegamiento o rotacion y variacion de las interacciones de las particulas.
La suma de todos los términos de energia concernientes a todos los atomos que componen
la molécula da como producto la energia total de esta, que en ocasiones se denomina
energia estérica. Esta valorizaciéon no tiene significado fisico por si mismo, es solo una
medida de las tensiones intramoleculares relativas a una situacion hipotética. No obstante,
las diferentes energias para las diversas geometrias de la misma molécula proporcionan su
relativa estabilidad de estas y son una cantidad apropiada para compararlas con las

propiedades experimentales observables.

Si hablamos de la descripcion del software, ver Figura 17, GROMACS (GRONingen
Machine for Chemical Simulations) es un potente programa multiplataforma cddigo
abierto que cuenta con cientos de millones de particulas. Proyecto que se desarrollo
originalmente en la Universidad de Groningen, posee un elaborado paralelismo
conformado con por un aglomerado de simulaciones, asi como un cumulo, rutas de

programas y dominios.
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Figura 17. Descripcion general de los archivos utilizados en GROMACS para una
simulacion de MD (138).

1.9.1 Desviacion cuadratica media de la raiz (RMSD)

RMSD (Root Mean Square Deviation), valor que esta correlacionado a la distancia
euclidiana entre dos vectores que esta relacionada directamente con el numero de
dimensiones de estos. También es determinada como la medida de la distancia promedio
entre &tomos, es decir, capaz de establecer la cantidad en la que una seleccion de atomos o
moléculas varia de una posicion definida en el espacio referente a su posicion inicial,
ligado a la medicion numérica de la variaciébn posicional entre ambas

estructuras(139)(140). La ecuacion para determinar el RMSD es:

év= 1 (ri,s im ~— ri,expr ) ’
N

RMSD =

1/2

N
1
RMSD (¢, ¢,y = [Mz m;lIr (t,) — 1 (E)I1?
i=1

Donde M = YN m;
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Mediante la ecuacién planteada de la desviacion media cuadratica podemos determinar
que “N” es el numero de atomos de la estructura 0 macromolécula a estudiar mientras que

“r” son las posiciones de las estructuras en el eje cartesiano.

El presente instrumento de analisis nos ayuda a precisar la estabilidad estructural de las
moléculas durante las simulaciones de la dinamica molecular, ya que podemos utilizar
como un indicador los resultados del RMSD para analizar la convergencia de la
configuracién molecular hacia un estado de equilibrio(141). Gracias a este analisis de
estudio podemos identificar y analizar la estabilidad relativa y la flexibilidad estructural.
Los valores de RMSD se representan por medio de un diagrama de estilo de linea donde

se determinan y analiza la convergencia y estabilidad de la simulacion de trabajo.

1.9.2 Fluctuacion de raiz cuadrada media (RMSF)

El RMSF conocido por ser una medida que ayuda a determinar el desplazamiento o
partes de la estructura que fluctian més durante la dindmica de un &tomo en especifico, o
grupo de atomos, en comparacion con la estructura de referencia, promediado sobre el
nimero de atomos(142). Este analisis también nos permite evaluar la flexibilidad de los

elementos que compone las moléculas de interés(143).

Para realizar este analisis es necesario emplear la siguiente ecuacion:

RMSF (¢, = [(r;(®)—< r;(t) >)?]"/?

1.9.3 Radio de giro (RQ)

Herramienta que nos ayuda a analizar de manera cuantitativa los atributos de distribucién
de masas en los ejes X, Y, z, del plano cartesiano en proporcion al tiempo de simulacion
que nosotros predeterminamos. Es decir, ayuda a calcular el radio de giro de una molécula
y los radios de giro alrededor de los ejes X, y, z que se dan en funcion del tiempo, pero sin
dejar de lado que los a&tomos estan explicitamente ponderados en masa. Por otro lado, este

analisis nos ayuda a determinar y analizar el grado de compactacion de una estructura.

Mediante el paquete computacional Gromacs lo calcula segun la ecuacion:
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1
Yillrll? my\?
R = (

xim;

Donde:

mies la masa de atomo i, y ries la posicion del &tomo i respecto del centro de masa de la

molécula.

1.9.4 Puentes de Hidrdgeno (HBond)

Este analisis es realizado durante toda la trayectoria, y nos brinda el promedio de puentes de
hidrogeno. El enlace de hidrégeno es a menudo analizado en este tipo de trabajos por su
funcion elemental de estabilizacion de estudios donde se trabaja con complejos moleculares.
Esta propiedad se debe a que estos tipos de enlace facilitan en gran medida las interacciones
moleculares y se los conoce por ser de una naturaleza ubicua. Por otro lado, el anélisis de
enlaces de hidrégeno puede identificar el nimero y / o la duracion de los enlaces de hidrogeno

en un sistema de interés.

1.9.5 Area de superficie accesible a solventes (SASA)

SASA (Solvent Accesible Surface Area) hace referencia a la superficie accesible al solvente
que es una cualidad para la cual una férmula analitica no esta determinada, esto se debe
principalmente a que el solvente esta constituido por elementos discretos, como se puede
observar en la Figura 18. SASA se calcula por lo general por métodos que hacen uso
del rodamiento in-silico de una sonda esférica, que se asemeja a una molécula de agua,
alrededor de cualquier molécula(144). El método fue propuesto por Lee y Richards los cuales
presentaron el primer algoritmo para este calculo, el cual involucro la extension del radio de
Van der Waals para cada atomo en 1.4 A el cual corresponde al radio de una sonda de
solvente polar y el calculo del area de superficie de estos atomos de radio expandido(145). En
el caso del algoritmo de Shrake y Rupley se basa en la prueba de puntos en la superficie de
Van der Waals de los a&tomos para la superposicion con puntos en la superficie de Van der

Waals de los otros atomos de su entorno(146).

Debido a que le solvente presenta elementos discretos, lleva a cabo que la superficie

molecular sea complicado de ser descrita como el resultado de las superficies de los atomos
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del soluto en estudio, por ende, la rugosidad o irregularidad que se presenta hace que
determinadas cavidades no sean capaces de ser llenadas por el solvente elegido, por ende la
superficie asequible al solvente se espera sea inferior a la superficie molecular precisada por

los radios de Van der Walls de los atomos de la molécula(144).

Solvent accessible

Jpprra - volume at 7, =1.4 A
,'/ \} /
Probe sphere/ \" et Van der Waals

of radius 1.4 A volume

Figura 18. Area de superficie accesible a solventes.
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2.MATERIALES Y METODOS
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2.1 Lugar de ejecucion
2.1.1 Ambito geogréafico

La investigacion correspondiente se realizo en la provincia de Arequipa, region

Arequipa.

2.1.2 Ambientes por utilizar

Laboratorio del Computational Biology and Chemistry Research Group de la
Universidad Catdlica de Santa Maria.

Campus Central, Urb. San José s/n Umacollo
Arequipa — Peru

Urbanizacion Alameda Dolores, Jose Luis Bustamante y Rivero.

2.2 Materiales

2.2.1 Hardware

Ordenador portatil
Caracteristicas:
e Modelo del sistema: VivoBook ASUSLaptop X515EA
e Sistema operativo: Windows 10 home Single Language 64bits (10.0,
compilacion 19041).
e BIOS: X515EA.205
e Procesador: 11th Gen Intel® Core™ i7-1165G7 @ 2.80GHz (8 CPUs), ~2.8
GHz
e Memoria: 8192MB RAM

Estacion de Trabajo Computacional

Caracteristicas:
e Procesador: Intel® Core™ j9-10850k CPU @ 3.60GHz x 20
e Memoria: 64 GB RAM
e Tarjetas Graficas: NVIDIA GeForce RTX 3070 integradas.
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2.2.2 Software

- Gromacs v.2021.2.
Es un paquete computacional utilizado para realizar Dindmicas Moleculares tanto
para moléculas biolégicas como no bioldgicas, mediante la simulacion de las

ecuaciones Newtonianas del movimiento. Disponible en http://www.gromacs.org/

- VMDv.1.9.3.
Herramienta de visualizacion molecular utilizado para modelar, visualizar y poder
hacer analisis de grandes sistemas biomoleculares haciendo uso de graficos 3D. El
programa VMD es ampliamente utilizado para animar y analizar trayectorias de
simulaciones de dinamica molecular. Presenta una amplia gama de herramientas,

métodos y comandos que permiten una representacion adecuada de diferentes

sistemas de estudio. Disponible en http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

- Gnuplot v.5.2.
Es un graficador impulsado por comandos lineales para diferentes sistemas
operativos considerado una herramienta flexible e interactivo para la generacion de
graficas de funciones ademas de datos en diferentes dimensiones utilizado
generalmente  en el sistema  operativo Linux.  Disponible en

http://www.gnuplot.info/.

- Avogadro 1.90.0.
Un visualizador y editor avanzado de moléculas, empleado en diferentes recursos
computacionales como modelado molecular, en el campo de la bioinformatica. y
otros estudios que van relacionados con el uso de herramientas virtuales. Nos
ayuda a realizar disefios moleculares en 3D que son interactivos el cual brinda una
representacion flexible, de alta resolucion y una eficaz arquitectura de
complementos(147).

- UBUNTU
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Sistema operativo de distribucién de Linux, considerado un software libre y de
codigo abierto, amigable y con un fuerte enfoque de facilidad de manejo que
trabaja a través de una interfaz grafica (GUI). Disponible en https://ubuntu.com/

2.3 Métodos

Como ambito de desarrollo general, el presente trabajo de investigacion fue realizado por
medio del sistema operativo Linux con la distribucion de UBUNTU 20.04 LTS por su manejo

de enfoque facil, software libre y codigo abierto.

2.3.1 Disefio de estructuras moleculares y obtencion de topologias.

Se realizd la basqueda de la informacidn estructural y de conformacion 3D de la azitromicina

en la base de datos del PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), una de las plataformas
informaticas libres mas importantes de datos quimicos proporcionar informacion detallada de
cada estructura quimica ya sea de pequefias o grandes moléculas, propiedades quimicas y
fisicas mas importantes para un analisis completo en el campo de la biomedicina,
quimioinformatica y biologia computacional (148) y RCSB PDB (https://www.rcsb.org/), El

Banco de Datos de Proteinas del Colaboratorio de Investigacion para la Bioinformatica
Estructural, recurso informatico de datos con acceso abierto que contine detalles estructurales
y herramientas que aportan a la investigacion en las diversas areas de la biologia,

biotecnologia y biosalud.

Dentro del portal se encuentra Ligand Expo, herramienta que proporciona informacién
estructural 3D de moléculas pequefias asi como sus propiedades quimicas y que van

actualizando constantemente (149).
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Figura 19. Interfaz de la base de datos PubChem.
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Chemical Component Summary

Name AZITHROMYCIN

Identifiers (2R,3S,4R 5R 6R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-
[(2S,3R 48 6R)4-dimethylamino-3-hydroxy-6-methyl-
oxan-2-viloxy-2-eth 4 10-fribvdroxv-

-
ZIT

AZITHROMYCIN

Find entries where: ZIT
is present as a standalone ligand in 8 entries
search

Find related ligands:

Similar Ligands (Stereo Specific)

Similar Ligands (incl/ Stereoisomers)

Similar Ligands

Similar Ligands (Substructure Stereo Specific)
Similar Ligands (Substructure incl/ Sterecisomers)
View summary at Ligand Expo

Chemical Details

Formal Charge 0
Atom Count 124
Chiral Atom Count 18

Figura 20. Interfaz de la base de datos especializada PDB (Banco de datos de proteina).
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Por medio de estas dos bases de datos se obtuvo los archivos *.sdf y posteriormente con el

servidor OPENBABEL se hizo el cambio de la extension a una de tipo *.pdb.

Figu
ra
21.
Arch
ivo
form
ato
*.sdf
de la
Azit
romi
cina.

Con la estructura bajo el formato *.pdb se buscé obtener las topologias en el campo de fuerza
de Amber, por el servidor ACPYPE disponible en el siguiente enlace

https://www.bio2byte.be/acpype/. Posteriormente en el programa Avogadro se dibujo la

estructura que corresponde al radical OH y se hizo el mismo experimento que para la
azitromicina en el servidor ACPYPE.

MOL2/PDB File

wd P

Figura 22. Interfaz del servidor ACPYPE (AnteChamber PYthon Parser interfacE).

Teniendo en cuenta la indagacion detallada de las diferentes bases de datos para la obtencion

de la estructura molecular e informacion de la topologia de los componentes de estudio, es
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necesario aclarar algunos términos o nomenclaturas que representa al antibiético de analisis,
para la parte experimental se emple6 el término ZIT para referirnos a la estructura molecular
de la Azitromicina esto en referencia al diccionario de compuestos del interfaz de RCSB PDB.
Por otro lado, el término AZT esté relacionado al nombre genérico o nombre oficial del
farmaco regulado dentro del Directorio de Cédigos Nacionales de Medicamentos establecido
por Organismos Internacionales, ademas de que un mismo termino como AZM puede
representar distintos medicamentos segun el proveedor o compafiia que los fabrica.

Finalmente, se prepararon los sistemas que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Diferentes combinaciones de sistemas moleculares (ZIT-OH).

Nombre del sistema ~ Témperatura — ZIT OH
25Z1T-00H-28 0
25
25Z1T-500H-28 50
50ZIT-00H-28 0
50
50ZIT-500H-28 50
300K (28°C)
25Z1T-00H-28 0
9
75Z1T-00H-28 50
75Z1T-500H-28 0
100
100Z1T-00H-28 50
100Z1T-500H-20 0
25
25Z1T-00H-20 50
50Z1T-00H-20 0
50
50Z1T-500H-20 50
203.15K (20°C)
75Z1T-00H-20 0
75
75Z1T-500H-20 50
100ZI1T-00H-20 0
100
100Z1T-500H-20 50
100ZIT-500H-20 0
25
25Z1T-00H-20 50
323K (50°C)
50ZI1T-00H-20 0
50
50ZIT-500H-20 50
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75Z1T-00H-20 0
75
75Z1T-500H-20 50
100ZI1T-00H-20 0
100
100ZIT-500H-20 50

La primera columna nos indica la etiqueta de cada sistema de estudio, la segunda columna nos
indica la temperatura de estudio, la tercera columna nos muestra la cantidad de moléculas de
azitromicina consideradas, y finalmente la Gltima columna nos indica la cantidad de radical
OH.

2.3.2 Construccion de los sistemas de simulacion

Se colocé las moléculas de Azitromicina y los radicales libres de hidroxilo dentro de un
ambiente o sistema en caja utilizando el siguiente comando “gmx editconf” en el programa
GROMACS las dimensiones que se establecieron en el diametro del sistema se defini6 con el
comando “-box”, el que nos ayudo a establecer las longitudes vectoriales de la caja, donde se
estim6é un tamafio de 8 x 8 x 8 ademas se usd el comando “-¢” para lograr centrar las

moléculas en la caja, el comando utilizado fue el siguiente:
gmx editconf -f zit.pdb -o zit-01.gro -box 8 8 8 -c

El comando “gmx editconf” nos permitié incorporar las dimensiones de la caja, en la Gltima

fila del archivo *.gro.

Una vez creada la caja se empled el comando “gmx solvate” para agregar las moléculas de
agua, en este trabajo de investigaciéon se usoé el modelo de agua mas sencillo SPC216. El

comando usado fue el siguiente:

gmx solvate -cp zit-01.gro -cs spc216.gro -o zit-02.gro -nice 0 -p ZIT.top

2.3.3 Minimizacion de energia

Se procedio a realizar la minimizacion de energias mediante el algoritmo steepest descent
durante 50000 steps, este algoritmo facil de implementar es de gran ayuda para acercar lo mas

posible los sistemas que permanecen alejados del minimo local més cercano, con este se logré
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descender de manera pronunciada e inmediata a una zona cercana al minimo. Las condiciones

necesarias para la minimizacion se muestran en la Figura 23.
gmx grompp -f min.mdp -c zit-02.gro -p ZIT.top -o zit-03.tpr -po zit-02.mdp

gmx mdrun -nice 0 -v -s -deffnm zit-03

; LINES STARTING WITH ';' ARE COMMENTS
title = Minimization ; Title of run
; Parameters describing what to do, when to stop and what to save
5 integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)
emtol = 1000.0 ; Stop minimiza when the maximum force < 10.0 kJ/mol
7 emstep = 0.01 i Energy step size
nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions

11 nstlist 10 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-scheme erlet
13 ns_type grid i Method to determine neighbor list (simple, grid
4rlist ! ; Cut-off for making neighbor list (short rang -
15 coulombtype cut-off i Treatment of 1 range electrostatic interactions

ostatic cut-off
Waals cut-off
y Conditions

1.0 ; long range
1.0 i long
Xyz ; Periodic B

(I | (T T [ 1 [ | Y
—

Figura 23. Parametros utilizados para la minimizacion.

2.3.4 Simulacién de dinAmica molecular.

Para obtener una representacion que nos aproxime a una situacion fisica mas real se considerd
integrar el colectivo canénico con numero de particulas, volumen y temperatura constante
(NVT), manteniendo una temperatura de 293.15 K, para una simulacion de 500000 steps
(1ns), las condiciones se muestran en la Figura 21. Se continud con célculos de produccion de
dinamica molecular en el colectivo isotérmico-isobarico considerando el numero de
moléculas, presion y temperatura constante (NPT) considerando el estudio a tres diferentes
temperaturas (293.15 K, 300 K y 323 K) a razon de 10 ns de trayectoria, las condiciones se

muestran en la Figura 24. Para ello se usaron los siguientes comandos:

gmx grompp -f nvt.mdp -c zit-03.gro -p ZIT.top -0 zit-04.tpr -po zit-03.mdp -r zit-03.gro

-maxwarn 1

gmx mdrun -nice 0 -v -s -deffnm zit-04
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I title = Dinamica Molecular NVT
2 epp = /lib/cpp
3 include = -I../top
} 1Integrator = md
» disre = simple
€ disre-fc = 100000
dt = 0.002
J nsteps = 500000
9 nstxout = 1000
10 nstvout = 1000
1 nstlog = 1000
12 nstenerqgy = 1000
3 nstxout-compressed = 1000
14 xtc-grps = non-Water
) energygrps =
16 nstlist = 10
ns-type = grid
18 fourierspacing = 0.12
19 pme-order = 4
20 ewald-rtol = le-5
1 pbc = XyzZ
22 tcoupl = Berendsen
3 tc-grps = system
24 tau-t = 0.5
5 ref-t = 293.15
26 gen-vel = yes
gen-seed = 173529
28 constraints = h-bonds
5 cutoff-scheme = Verlet
J coulombtype = PME
31 rlist = 0.9
32 rcoulomb = 0.9
33 vdwtype = Cut-off
i rvdw = 0.9
35 DispCorr = EnerPres

Figura 24. Valores iniciales que fueron empleados en el calculo de Dindmica Molecular
utilizando el ensamble NVT.

gmx grompp -f npt.mdp -c zit-04.gro -p ZIT.top -0 zit-05.tpr -po zit-04.mdp -r zit-04.gro

-maxwarn 1

gmx mdrun -nice 0 -v -s -deffnm zit-05
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1 title = Dinamica Molecular NPT
2 cpp = /lib/cpp
3 include = -I../top
4 integrator = md
5 define =
& disre = simple
7 dt = 0.002
J nsteps = 5000000
5 nstxout = 10000
10 nstvout = 10000
Il nstlog = 10000
12 nstenergy = 1000
3 nstxout-compressed= 50000
14 xtc—-grps = non-Water
15 energygrps =
16 nstlist = 10
7 ns—-type = grid
18 fourierspacing = 0.12
1S pme—-order = 4
20 ewald-rtol = le-5
21 pbc = XVyz
22 tcoupl = Berendsen|
23 tc—grps = system
<4 tau-t = 0.5
25 ref-t = 293.15
26 gen-vel = no
27 gen—-seed = 173529
28 constraints = h-bonds
29 cutoff-scheme = Verlet
30 coulombtype = PME
31 rlist = 0.9
32 rcoulomb = 0.9
33 vdwtype = Cut-off
34 rvdw = 0.9
5 DispCorr = EnerPres

Figura 25. Valores iniciales que fueron empleados en el calculo de Dindmica Molecular
utilizando el ensamble NPT.

2.3.5 Analisis de parametros termodinamicos.

Una vez que los distintos sistemas fueron sometidos a la simulacion de dinamica molecular,

fue indispensable someterlas a un estudio de parametros termodinamicos para conocer coOmo
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fue su comportamiento durante la trayectoria. Para realizar este analisis se usaron

herramientas del programa GROMACS.

Se analizaron los pardmetros de RMSD, RMSF, Radio de giro, SASA, y puentes de hidrégeno
durante la etapa de convergencia, la Tabla 7 nos muestra detalles de los comandos usados
para el analisis de esta etapa.

Tabla 7. Principales pardmetros termodinamicos considerados en esta investigacion.

Este comando presente dentro del paquete de GROMACS fue

Desviacion empleado para calcular la estabilidad de los sistemas. Se
media realizo el ploteo para poder observar como se ha
cuadratica de la evolucionado los componentes de los sistemas en el tiempo
raiz (RMSD)  que se plante6 en la simulacién. Se realiz6 con el siguiente

comando:

gmx rms -f md3.xtc -s ../zit-05.tpr -0 rmsd.xvg -tu ns

. Esta herramienta fue empleada para obtener informacion de
Desviacion } [~
g como las estructuras han variado su posicion durante el
media
M tiempo de trayectoria la cual esta implementada en
cuadratica de la i )
y GROMACS. Por medio de esta herramienta seremos capaces
fluctuacion

de identificar y analizar que residuo presento mas vibraciones.
(RMSF)

Se ejecutd con el siguiente comando:

gmx rmsf -f md3.xtc -s md-f.gro -o rmsf.xvg -res

Por medio de esta herramienta podremos tener una medida
Radio de giro  aproximada de la capacidad de giro de las moléculas
(GYRATE) alrededor de los ejes en funcion del tiempo. Se ejecuto6 con el

siguiente comando:

gmx gyrate -f md3.xtc -s ../zit-05.tpr -0 rg.xvg

Algoritmo que trabaja por medio de una esfera rigida de

Area de o } ) )
o similares dimensiones conocido como roller, que va a
superficie o ) ]
) recorrer la superficie de las moléculas para poder determinar
accesible a ) .
el area que es accesible a un solvente en nuestro caso agua. Se
solventes (SASA)

ejecutd con el siguiente comando:
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gmx sasa -f md3.xtc -s ../zit-05.tpr -0 sasa.xvg -tu ns

Por medio de este andlisis podremos analizar y calcular el

Puentes de comportamiento de los enlaces de hidrogeno.
Hidrogeno En donde se empled la salida -num que hace referencia al
(HBond) nimero de enlaces en funcién del tiempo. Se ejecut6 con el

siguiente comando:

gmx hbond -f md3.xtc -s ../zit-05.tpr -num hbond.xvg -tu ns

Todos los datos obtenidos del analisis de los parametros termodinamicos fueron analizados en

el programa Gnuplot y visualizados en el programa VMD (Visual Molecular Dynamics),
ademas de UCSF Chimera.
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CAPITULO 11
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3.RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Busqueda y Disefio de estructuras moleculares.

Los codigos de acceso para las moléculas que conforman los distintos sistemas fueron
obtenidos de diferentes bases de datos tales como del PUBCHEM
(https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov) y RCSB PDB (https://www.rcsb.org/). La Figura 26 nos

muestra los modelos que hemos empleado.

A) B)
TNl OHe
Figura 26. Moléculas empleadas en los distintos sistemas de Simulacién de Dindmica
Molecular. A) Azitromicina, B) Radical hidroxilo.
Tabla 8. Detalles moleculares de la azitromicina y del radical hidroxilo.
Azitromicina Radical hidroxilo
Codigo ZIT OH
Peso molecular 748,98 17.007
InChlKe MQTOSIVFKKJICRP-  XLYOFNOQVPJINP-
y BICOPXKESA-N UHFFFAOYSA-M
Carga 0 -1
Recuento de atomos 124 2
Recuent(_) de atomos 18 0
quirales
Numero de enlaces 126 1
Numero de enlaces 0 0
‘i
En la aromaticos Tabla 8
e Numero CAS 83905-01-5 14280-30-9
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muestra informacién de las principales propiedades moleculares de los compuestos estudiados.
La azitromicina (ZIT) es (2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 12S, 13S, 14R) -11 - [(2S, 3R, 4S,
6R) -4- (dimetilamino) -3-hidroxi- 6-metiloxan-2-il] oxi-2-etil-3,4,10-trihidroxi-13 - [(2R, 4R,
5S, 6S) -5-hidroxi-4-metoxi-4,6 dimetiloxan-2- il] oxi-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-1-oxa6

azaciclopentadecan-15-ona.

La conformaciéon quimica de la Azitromicina se detalla en la Figura 27. Este antibiotico
consiste en un anillo de lactona macrociclica de 15 miembros al que se unen dos restos de
azucar. La molécula contiene estos dos anillos de piranilo similares al azucar, uno con un
grupo que contiene nitrégeno (N-pyr) y el otro con un grupo acetilo (Ac-pyr). Un
aminoazucar, D-desosamina, se une a través de un enlace B-glicosidico a la posicion C5 del
anillo de lactona. La L-cladinosa es un azlcar neutro que se une a través de un enlace a-
glicosidico a la posicién C3 del anillo de lactona. La parte restante de la molécula es ciclica,
en la estructura de la azitromicina presenta un anillo de lactona constituido por 15 miembros
con un tomo de N que es sustituido por un metilo, por lo que su flexibilidad conformacional
general, aunque significativa, esta restringida a un volumen espacial limitado de 2082 A. La
semisintesis de este antibiotico incluye la oximacion de eritromicina A, seguida de
reordenamiento de Beckmann para producir eritromicina A iminoéter. La reduccion, seguida
de la metilaciéon de Eschweiler-Clarke, finalmente da azitromicina A (AA). La composicion

elemental tedrica de la Azitromicina(150) es la siguiente:

- Carbono: 60,94%
- Hidrdgeno: 9,69%
- Nitrogeno: 3,74%
- Oxigeno: 25,63%
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Después de la administracién oral, la azitromicina exhibe una rapida captacion intracelular de
la sangre a los compartimentos tisulares, lo que da como resultado concentraciones tisulares

superiores a la concentracion inhibitoria minima para muchos patégenos. La azitromicina

B) Fundamental para la

actividad antibacteriana

El grupo carbamato C11-12 mejora
la actividad frente a organismos
tanto susceptibles como resistentes,

Anillo de lactona
de 15 miembros

Integridad esencial para
la actividad antibacteriana.

L-cladinosa

Grupo etilo C-13 en

configuracion alfa
que evita la apertura del
macrociclo de lactona

Grupo metilo C-12, C-§, C-6y C-4
forma parte de la induccion

de la actividad antibacterial,

interacciona de manera reversiblemente a la subunidad ribosémica 50S del ribosoma 70S de
microorganismos susceptibles a este medicamento, de esta manera es capaz de inhibir la etapa
de translocacion de la sintesis de proteinas, en la que una molécula de ARNt de peptidilo
inicialmente sintetizada se traslada desde el sitio aceptor en el ribosoma a la posicion del
peptidilo (donante) y de esta manera ser capaz de inhibir la produccion de proteinas
dependientes de ARN que origina la inhibicion del crecimiento celular y la muerte celular.

Figura 27. Estructura quimica de la Azitromicina. a) Representacion grafica de la
composicion molecular 2D, b) Identificacion de las estructuras mas importantes que
componen el antibidtico macrolido.
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En cuanto la biodisponibilidad de azitromicina contamos con un poco mas de la cuarta parte
del total del medicamento después de la administracion oral, mientras que la absorcién no se
ve afectada por una dieta en especifico, se ha determinado que la asimilacion de macrdlidos
en los intestinos estd regulada por transportadores de salida de glicoproteina P (ABCB1), que
son codificados por medio del gen ABCBL1. El proceso de eliminacion del antibidtico se da
por excrecion biliar, fundamentalmente como farmaco inalterado, es una ruta indispensable de
eliminacién. Alrededor de 1 semana, aproximadamente el 6% de la dosis administrada se

encuentra en la orina.

Este macrolido se dispone ampliamente en los tejidos, con un volumen de disposicién
aparente en estado estacionario de 31,1 L/kg mayor que los encontrados en plasma o
suero. También se puede encontrar este medicamento en o6rganos como el pulmén, las
amigdalas y la prostata con una tasa especialmente alta de obtencion de azitromicina. Por otro
lado, este farmaco se congrega en los macrdfagos, polimorfonucleocitos, fagocitos y

fibroblastos, que pueden ser determinados por medio de técnicas de incubacion in vitro.

Entre otras caracteristicas tenemos que su vida media de eliminacién terminal es de un
estimado de 68 horas, en su metabolismo presenta la ruta original de biotransformacion que
implica la N-desmetilacion del azGcar desosamina, entre otras rutas metabdlicas comprende
O-desmetilacion e hidrolisis ylo hidroxilacion de los restos de
azucar cladinosa y desosamina y el anillo macrélido, por lo que se ha reconocido hasta 10

metabolitos de azitromicina que son microbioldgicamente inactivos.

Tabla 9. Propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
(ADMET) de la Azitromicina.

PubChem ID 447043
Nombre compuesto Azitromicina
Férmula CssH72N2012
Peso molecular 748.98
0.9930
BBB (+/-) (BBB-)
Absorciény 0.6142
distribucion HIA+ (61.42%)
Solubilidad acuosa (log S) -2.060
Metabolismo Inhibidor CYP450 2C19 0.9023
No-Inhibidor
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- 0.9295
Inhibidor CYP450 1A2 No-Inhibidor
- 0.9533
Inhibidor CYP450 3A4 No-Inhibidor
- 0.9021
Inhibidor CYP450 2C9 No-Inhibidor
- 0.8904
Inhibidor CYP450 2D6 No-Inhibidor
- . - 0.8250
Excrecion Biodegradacion No biodegradable
o 0,8300
Mutagénesis de AMES NO t6xico Ames
Corrosion ocular (Si/ No) No
Inhibicion de hERG2 4
Toxicidad
Carcinogenicidad p-a8o7
g No cancerigeno
0.524
T. pyriformis pIGC50
(ug/L)
TPSA 180.08
Enlaces giratorios 7
XLOGP3 4.02
WLOGP 1.52
Biodisponibilidad ESOL log S -6.55
oral Lipinski #violaciones 2
Score de biodisponibilidad 0.17
PAINS 0
Fraccion Csp3 0.97
Accesibilidad sintética 8.91

Hoy en dia, es necesario reconocer que detras de cualquier evento de gran envergadura como
una pandemia, en especial una como la causada por SARS-CoV-2 se esconde problemas que
son igual de importantes. El inicio del desarrollo de la pandemia estuvo rodeado de mucha
incertidumbre y ambigledades, ya sea por la falta de informacion de la patologia y la urgencia
por salvar vidas fue reflejada en el patrén de preinscripcion de algunos medicamentos. En este
caso, en particular la azitromicina tomo gran relevancia, a pesar de todas las guia y
sugerencias de los Organismos Internacionales para su uso, aun es muy comun prescribirla de

manera regular para pacientes que presentan COVID-19 con sintomas leves(151).
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El uso desmedido de este macrélido es una amenaza, ya que hay el riesgo de desarrollar
resistencia a este antibiotico, ademas de contaminar los cuerpos de agua debidos a sus
residuos. Este problema es de gran preocupacion mas que todo en paises en desarrollo o de
bajos ingresos, donde el uso imprudente de parte de los médicos de atencién primaria y la
venta libre es muy frecuente(152). Este medicamento presenta caracteristicas preocupantes
como su absorcion incompleta y su baja biodegradabilidad, por lo cual su presencia en
matrices ambientales y en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales entre de

1,0 y 500,0 ng/L se ha evidenciado en los ultimos afios(153).

La presencia de estos CE es motivo de preocupacion en la actualidad debido al impacto
negativo sobre el medio ambiente, los residuos de la metabolizacion incompleta van a dar por
lo general a los medios acuaticos donde estos metabolitos biolégicamente activos provocan
alteraciones en aguas superficiales, aguas subterraneas, suelos, sedimentos y biota en
practicamente todas las partes del mundo. Un contaminante como AZT, se considera de alta
relevancia ecotoxicoldgica, ya que no solo en los dos Ultimos afios de pandemia se emple6
indiscriminadamente y se detecta con frecuencia en el medio acuatico en distintos paises, sino
que también sus restos son persistentes y toxicos en medias y bajas concentraciones, por lo

que representa un riesgo para el medio acuatico(154).

3.2 Comportamiento del Contaminante Emergentes Azitromicina frente a distintas
temperaturas de simulacion.

3.2.1 Simulacion de dindmica molecular de los grupos analisis a temperatura
de 293.15 K (20 °C).

293.15K 25
20 °C 50
75
Moléculas 100
ZIT

Temperatura

0 Moleculas
50 . H.0
Moléculas SOL t|p3p

OH
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Figura 28. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 25Z1T-
00OH-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 1A. Ons, 1B. 20ns, 1C. 40ns, 1D. 60ns, 1E.
80ns 'y 1F. 100ns.
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Una comparacion de graficos de RMSD a 293.15 K del sistema que presenta menor cantidad
de moléculas de azitromicina se puede observar en la Figura 301, a esta temperatura podemos
decir que las 25 moléculas del antibidtico presentan resultados en promedio de 4.3 nm en los
cuales el sistema 25ZIT + 0OH presenta 4.938+0.60 nm un valor que es mayor que su
contraparte el sistema con radicales 25ZIT + 500H que fue de 4.336+£0.49 nm el cual
presenta una fluctuacion de desviacién menor que el primer sistema, en la figura se puede
observar que ambos sistemas llegan a presentar un equilibrio mas notorio en los ultimos
nanosegundos de la trayectoria aunque esta no es muy estable esto debido a las fluctuaciones

que ambos sistemas presentan.

El analisis de RMSF que es necesario para obtener informacion de que moléculas han variado
en su posicion ademas de conocer que tanto movimiento entre los compuestos o interaccion se
produjo durante la trayectoria con una temperatura de 293.15K, se puede conocer gracias a la
Figura 3011, donde 25ZIT + OOH presento como resultado un valor de 4.119+0.80 nm y para
el sistema 25ZIT + 500H el valor incremento a 3.597+0.55 nm esto se puede observar con
més claridad en el gréfico donde se produjo mé&s movimiento de las moléculas por la

fluctuacion que llego en algunos puntos de 2 nm.

El radio de giro que ayuda a determinar la distancia de la raiz cuadrada media del peso-masa
de la coleccién de atomos desde su centro de masa comun, importante de analizar en la
Dinamica Molecular. Por lo tanto, proporciona una idea de la dimension general de las
distintas moléculas que conforma los sistemas. En la Figura 30111 se muestra el grafico del
radio de giro de las moléculas de macroélido frente al tiempo de trayectoria a 293.15 K, en la
cual podemos observar que ambos sistemas presentan valores que varian entre si lo cual
determina un comportamiento particular entre ellos, aunque presenta muchas fluctuaciones,
ademéas podemos indicar que la presencia de los radicales presenta una accion notable o
influyente sobre el resto de los componentes, para 25ZIT + 00H el valor Rg promedio fue de
4.901+£0.58 nm mientras para 25ZIT + 500H fue de 3.597+0.55 nm. En los resultados de
SASA nos ayud6 a determinar el area de la superficie biomolecular que es evaluable para las
moléculas de solvente, en la Figura 301V muestra un similar comportamiento el sistema
25ZIT + 00OH con un area de 151.756+12.87 nm? mientras que el sistema 25Z1T + 500H

obtuvo como resultado 140.487+14.70 nm2.
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Figura 30. Representacidon grafica de los parametros de la Simulacién de Dinamica Molecular de los sistemas de 25 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 293.15K (20°C). 1. Desviacion media cuadratica (RMSD), Il. Fluctuacién
cuadréatica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 31. Visualizacion de la Simulacion de Dinamica Molecular del sistema 50ZIT-
00OH-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 3A. Ons, 3B. 20ns, 3C. 40ns, 3D. 60ns, 3E.
80ns y 3F. 100ns.
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Figura 32. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 50ZIT-
500H-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 4A. Ons, 4B. 20ns, 4C. 40ns, 4D. 60ns,
4E. 80ns y 4F. 100ns.
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El valor medio de RMSD durante el periodo de tiempo de simulacién de estructuras tanto de
los sistemas de 50 moléculas de Azitromicina se detalla en la Figura 33l, presenta una
magnitud de fluctuaciones dentro de los 4 nm, junto con una diferencia no muy grande entre
los valores promedio de RMSD después del periodo de relajacién de ambos sistemas de 50
moléculas, para el sistema 50ZIT + 0OH presenta un valor de 4.722+0.48 nm mientras que
en el sistema 50ZIT + 500H se obtuvo un valor de 3.615+0.39 nm en ambos casos se
produce trayectorias estables en la simulacion y por ende nos proporcioné una base adecuada
para andlisis posteriores.

Los valores de RMSF de los dos sistemas se generaron y se muestran en la Figura 3311, el
andlisis de la puntuacion de fluctuacion mostré un mayor grado de inestabilidad en el sistema
sin radicales, 50ZIT + OOH con un valor de 3.548 nm con una desviacion de cerca de 0.71
nm, mientras al compararlo con el sistema con los radicales hidroxilos este presento una
menor fluctuacién que en promedio fue de 1.970+0.91nm. La comparacion de los graficos de
RMSF mostro que las regiones altamente fluctuantes, como se observa en la Figura 33l1, son

de las moléculas que no interacttan con radicales.

En lo que compete en el analisis de Radio de giro para estos sistemas y poder conocer la
dimensién general de las moléculas del antibacteriano se hizo la representacion grafica en la
Figura 33111, en la cual podemos ver valores o resultados similares en los dos sistemas, ya
que mantuvieron el mismo comportamiento de movimiento a lo largo de la trayectoria
presentaron valores altos cercanos a los 5.5 nm, por ejemplo, en el sistema 50ZIT + 0OH se
obtuvo un valor de 4.667 nm con una desviacion de 0.36 nm podemos ver un comportamiento
menos estable y con un valor muy superior a su contraparte, por otro lado el sistema 50ZIT +
500H mantuvo un valor de 3.713+0.08 nm con una menor variacion de sus resultados a lo

largo de su trayectoria de dindmica molecular.

SASA se considera un factor determinante en los estudios de estabilidad de las moléculas
presentes en los sistemas por ello en la Figura 331V, en esta podemos ver que cada sistema
presenta un comportamiento caracteristico y valores que varian mucho entre si por ejemplo en
el sistema 50ZIT + OOH presenta un valor de 262.603+22.67 nm? y en el caso del sistema
50ZIT + 500H disminuyo el area de interaccion de las moléculas de Azitromicina a
235.053+12.91 nm?,
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Figura 34. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 75Z1T-
00OH-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 5A. Ons, 5B. 20ns, 5C. 40ns, 5D. 60ns, 5E.
80ns y 5F. 100ns.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativ

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




8

<
=
(=]
ADn =
= <T
2OE
.
(%)
S8z = £
= L ﬂno
= 2 ~ 0
© ©
€
L o
@ 2
o I
@ O
T ©
8 4
= <
= o
o
8 N
om
S ©
o U
L £ u
E° s
/MAO
_ O
-
< o5 ©
c B >
”nlunv.ﬂm
8 ©o
S = © >
m mﬂro =y
& ) £l
AN =} (7]
ﬁ& & 9 S @
2 & £3
T < i X
= 3 pr
‘O e
—_— o w
O @ L o
C + —
N £ E &
_— = - 9O
S 5 S £
D = oS
—_— O ae
Vn 7 BT
8 o £ g
o~ -
o s =
WH o
&> O <
2= =
_|_|5 m

tori

igacion no o

L
o
o
T =
OS
TC
un
oL
o wm
L L
o=

icacion au
En su invest

Publ




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

Para verificar la estabilidad de las simulaciones de las 75 moléculas que conforman estos dos
sistemas, se calcularon y monitorearon las RMSD, RMSF de los atomos, los radios de giro
(Rg) y el Area de superficie accesible al solvente (SASA) de la proteina durante el transcurso

de las simulaciones de igual manera que el resto del grupo de simulaciones.

Se calcularon los analisis RMSD de los dos sistemas a lo largo de la trayectoria de 100 ns en
los cuales podemos ver comportamientos distintos para ambos y que llegan a la estabilidad en
los dltimos nanosegundos de la trayectoria. Para el primer sistema sin el radical hidroxilo
75ZIT + 00OH se obtuvo un valor promedio de 1.681+0.37 nm y el sistema 75ZIT + 500H
con un valor de 2.384+0.50 nm alrededor de 1 ns por encima del primer sistema.

En este caso en particular los resultados obtenidos de RMSF nos proporcién informacién de
que zonas 0 moléculas que han variado en su posicion inicial e incluso saber si estas se
movieron constantemente o interaccionaron entre ellas, por lo que podemos observar en la
Figura 3611 ambos sistemas presentan estabilidad ya que las fluctuaciones van en descenso a
comparacién de los dos primeros sistemas en este caso el sistema 75ZI1T + OOH con un valor
promedio de 0.656 nm con una desviacion de 0.74 nm pero aunque este valor es bajo
comparado con el sistema que contiene los radicales, 75ZIT + 500H presento valores de

1.179+1.04 nm lo cual nos indica un menor movimiento de las moléculas.

La grafica de Rg en funcidon del tiempo se presenta en la Figura 36111, se puede observar los
valores obtenidos del analisis de DM, se diferencian mucho entre si y mantienen el valor de
Rg alrededor de ~3,0 nm ya que una es superior que otra, 75ZIT + 500H que presenta el
valor mas bajo de 2.606+0.08 nm lo que indica que se van compactando poco apoco entre
ellas. Por otro lado, el sistema 75ZIT + OOH presento un valor de 3.206+0.09 nm, lo que
representa un poco mas compactados entre si. La representacién grafica de SASA de la
Figura 361V nos permite conocer como se comportan las areas expuestas, para ambos
sistemas, para el sistema 75ZIT + 500H se obtuvo un valor de 243.081+18.39 nm? mientras
el sistema 75ZIT + OOH aumento su area de contacto ligeramente con un valor de

287.141+15.54 nm?, ambas se mantienen estables durante toda la simulacion.
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Figura 36. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 75 moléculas de
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cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 37. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 100ZI1T-
00OH-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 7A. Ons, 7B. 20ns, 7C. 40ns, 7D. 60ns, 7E.
80nsy 7F. 100ns.
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Figura 38. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 100ZIT-
500H-20 en diferentes puntos de la trayectoria. 8A. Ons, 8B. 20ns, 8C. 40ns, 8D. 60ns,
8E. 80ns y 8F. 100ns.
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Para este ultimo sistema, en el cual se trabajé con 100 moléculas de azitromicina, se realizd
también el calculo de la desviacién cuadratica media (RMSD) de las moléculas, ya que nos
permitio cuantificar el grado de cambios conformacionales que pudieron ocurrir durante las
simulaciones de MD de 100 nm. En la Figura 39l, entre ambos sistemas hay una clara
diferencia de su valor promedio de aproximadamente 0.5 nm, para el sistema 100ZIT + OOH
presenta un valor promedio de 3.005+£0.29 nm mientras que para el sistema 100ZIT + 500H
presento un valor menor de 2.273+£0.32 nm en la figura se puede ver que ambos sistemas

Ilegan a la estabilidad a los 40 ns.

El analisis de RMSF fue necesario para obtener informacion del comportamiento de las 100
moléculas durante los 100 ns en presencia o ausencia de los radicales hidroxilos OH para
conocer como estos afectan su conformacion o si han producido un cambio notable en su
posicion inicial ademas de conocer que tanto movimiento entre los atomos de las moléculas o
interaccion se produjo con una temperatura de 293.15K. La comparacion de los gréaficos de
RMSF mostré que las regiones altamente fluctuantes que se pueden observar en la Figura
3911, en la cual el sistema 100ZIT + OOH obtuvo un valor de 0.976+0.87 nm un valor que
supera en medida por lo menos por 0.5 nm a su contraparte que es el sistema 100ZIT + 500H
que obtuvo un resultado promedio de 0.810+1.12 nm, en ambos casos presenta fluctuaciones
muy altas durante el tiempo de interaccion lo que podemos decir que sufrieron un movimiento

constante e interaccidn entre moléculas.

En la Figura 39111 proporciona una idea de la dimension general de las moléculas en la cual
se determind valores para el sistema 100ZIT + 0OH de 3.780+0.07 nm resultado que es
mayor que el que presento el sistema 100ZIT + 500H con un valor promedio de 2.939+0.05
nm con este valor podemos decir que el sistema que presento los radicales mantiene su

estabilidad a lo largo de la trayectoria.

En teoria, los cambios en la accesibilidad de las moléculas al solvente se pueden determinar
calculando el area de superficie accesible al solvente (SASA) es por lo que se determiné para
el sistema 100ZI1T + 0OH un valor de 334.243+25.78 nm? mientras el sistema que presento
un valor inferior en area de interaccion con el solvente vecino que lo rodea fue el sistema
100ZzIT + 500H con un valor promedio de  319.391+1455 nm.
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Figura 39. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dindmica Molecular de los sistemas de 100 moléculas de
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cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Tabla 10. Valores promedio de RMSD, RMSF, RG y SASA del grupo de analisis a
temperatura de 293.15 K (20°C).

Sistemas RMSD (nm)  RMSF (nm) RG (nm) SASA (nm?)
25Z1T + 0OH 4.938+0.60 4.119+0.80 4.901+0.58 151.756+12.87
25ZI1T + 500H 4.336+0.49 3.597+0.55 4.165+0.46 140.487+14.70
50ZI1T + OOH 4.722+0.48 3.548+0.71 4.667+0.36 262.603+22.67
50ZIT + 500H 3.615+0.39 1:9/0+£0.91 3.713+0.08 235.053+12.91
75Z1T + 00OH 1.681+0.37 0.656+0.74 2.606+0.08 243.081+18.39
75ZI1T + 500H 2.384+0.50 1.179+£1.04 3.206+0.09 287.141+15.54
100ZIT + OOH 3.005£0.29 0.976+0.87 3.780+0.07 334.243+25.78

100ZIT + 500H 2.273+0.32 0.810+1.12 2.939+0.05 319.391+14.55

3.2.2 Simulacion de dinamica molecular del grupo de sistemas a 300K (28°C).
El siguiente grupo de analisis conto con las siguientes condiciones de simulacion:

300 K o5
28 °C 50
75
Moléculas 100
ZIT
Temperatura
0 olécula Moléculas
50 OH I_-|20
SOL tip3p
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Figura 40. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 25ZIT-
00OH-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 9A. Ons, 9B. 20ns, 9C. 40ns, 9D. 60ns, 9E.
80ns y 9F. 100ns.
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Figura 41. Visualizacion de la Simulacion de Dinamica Molecular del sistema 25ZIT-
500H-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 10A. Ons, 10B. 20ns, 10C. 40ns, 10D.
60ns, 10E. 80ns y 10F. 100ns.
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El analisis de la desviacion de la media cuadratica (RMSD) para las simulaciones de dinamica
molecular de cada sistema en este primer grupo nos permitié conocer el tiempo de estabilidad
que puede alcanzar los distintos grupos en 100 ns de trayectoria. Al momento de analizar cada
grupo podemos observar que la desviacion cuadratica media de 25ZIT + 0/50 OH que
corresponde a la Figura 421. Al comparar estos dos sistemas nos ayuda a comprender como
fue el comportamiento de la azitromicina en la trayectoria de simulacion, el sistema con OH
fue el mas estable a pesar de las constantes fluctuaciones durante toda la simulacién, aunque
aun manteniendo su estructura conformacional con ligeros cambios, esto se puede deber a la
interaccion de los &tomos mas expuestos de la azitromicina con las particulas de agua. El
sistema 25ZIT + 500H obtuvo en promedio 3.707+0.56 nm valor que fue superado al
compararlo con el sistema sin radicales 25ZIT + 00OH con valores de 4.418+0.41 nm.

El andlisis de RMSF fue necesario para obtener informacién de que zonas de la estructura han
variado en su posicion, ademas de conocer que tanto movimiento entre los compuestos o
interaccion se produjo durante la trayectoria con una temperatura de 300k. Los resultados del
RMSF nos permitio identificar con mayor facilidad la comparacién de las fluctuaciones por
cada sistema. En la Figura 4211 que corresponde al primer grupo de estudio con 25 moléculas
de azitromicina donde se produjo mas movimiento en el sistema sin radicales 25Z1T + 0OH

con 3.145+0.40 nm de fluctuacion en promedio mientras que en el sistema con 50 moléculas
de OH, 25ZIT + 500H disminuyo la fluctuacién con 2.930+0.31 nm. En la Figura 42111,

los resultados generados del estudio de Radio de giro demuestran comportamiento muy
distinto si comparamos estos dos sistemas lo cual se puede deber a la presencia de las
moléculas del radical hidroxilo, se puede observar y conocer que en este caso el sistema con
estos radicales presenta un comportamiento de distribucion mas notable en los diferentes ejes,
ya que se encuentra dispersas en todo el cubo del sistema, los valores obtenidos fueron
3.654+0.56 y 3.729+0.56 nm para 25ZIT + 00OH y 25ZIT + 500H respectivamente. De
manera similar, se puede observar en la Figura 421V con la herramienta SASA para conocer
la estabilidad de las moléculas, el area total promedio del sistema 25ZIT + 0OH fue de

125.780+11.44 nm? mientras que para el sistema 25ZIT + 500H fue de aproximadamente

128.692+15.97 nm?.
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Figura 42. Representacion grafica de los parametros de la Simulacién de Dindmica Molecular de los sistemas de 25 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 300K (28°C).
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solventes (SASA).
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Figura 43. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 50Z1T-
0OH-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 11A. Ons, 11B. 20ns, 11C. 40ns, 11D. 60ns,
11E. 80nsy 11F. 100ns.
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Figura 44. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 50ZIT-
500H-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 12A. Ons, 12B. 20ns, 12C. 40ns, 12D.
60ns, 12E. 80ns y 12F. 100ns.
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A comparacion con este primer caso, el grupo de analisis que cuenta con 50 moléculas de
azitromicina presentan casi el mismo comportamiento como se puede observar en la Figura
451 que comparten valores con diferencia de aproximadamente 1 ns, en el caso del sistema
50ZIT + OOH se obtuvo como promedio 4.274+0.46 nm mientras que en presencia del
radical hidroxilo que corresponde a 50ZIT + 500H se obtuvo 3.207+0.60 nm, el sistema sin
radicales fue el mas estable durante la trayectoria mientras que con presencia de moléculas de
OH presentan fluctuaciones mas constantes.

Al momento de verificar la fluctuacion del grupo de 50 moléculas, dio como resultado la
Figura 4511, donde se puede apreciar que la fluctuacion es alta, dando como resultado en
promedio del primer sistema 50ZIT + 0OH de 2.502+0.63 nm, pero a diferencia del primer
grupo, el sistema con los radicales 50ZIT + 500H se observa una disminucion en su valor
que fue de 2.368+0.57 nm, comparado con el que no presentaba el radical hidroxilo este
sistema presenta menor variacién en las posiciones de las moléculas que interaccionan entre si.

La comparacién de los graficos de Rg de la Figura 45111 de estos dos sistemas de 50
moléculas de Azitromicina nos muestra que el sistema 50ZIT + OOH presenta menos
estabilidad, ya que se observa mas desplazamientos de las moléculas en las distintas
coordenadas donde se obtuvo 4.084+0.18 nm en promedio. Por otro lado, en el sistema 50ZIT
+ 500H se produjo menos movimiento de las moléculas a lo largo de la trayectoria de la
simulacion con 3.183+0.45 nm en promedio, aunque la diferencia no es muy amplia entre
estos dos resultados, podemos observar que en el sistema con radicales se ven mas cercanas

las moléculas entre si.

A partir del gréfico de SASA frente al tiempo de analisis en la Figura 451V, el area de la
superficie alrededor de las moléculas de Azitromicina en 50ZIT + O0OH fue de
aproximadamente de 220.751+18.11 nm? y en el caso de 50ZIT + 500H fue de
204.855+16.49 nm?, el resultado de SASA del primer sistema aumenté en alrededor de 20
nm? lo que indica que este sistema presenta un incremento de las interacciones con las

moléculas de solvente vecinas.
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Figura 45. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 50 moléculas de

cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solventes (SASA).
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Figura 46. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 75ZIT-
00OH-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 13A. Ons, 13B. 20ns, 13C. 40ns, 13D. 60ns,
13E. 80ns y 13F. 100ns.
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Figura 47. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 75ZI1T-
500H-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 14A. Ons, 14B. 20ns, 14C. 40ns, 14D.
60ns, 14E. 80ns y 14F. 100ns.
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El analisis RMSD del grupo de analisis donde se trabajé con 75 moléculas muestra que hay
mas desviaciones en el sistema que no presenta radicales que se detalla en la Figura 48l,
puesto a que en el sistema 75ZIT + 500H se encuentra con un valor promedio de 2.498+0.51
nm, muestra un comportamiento inestable durante la trayectoria lo cual se ve reflejado en su
RMSD promedio, ya que es mucho menor comparado con el sistema 75ZIT + OOH con un
resultado de 3.471+0.28 nm. Los resultados de este grupo muestran una mejor estabilidad a

los 50 ns con vibraciones de aproximadamente de 0.8 nm.

El mismo comportamiento que en el primer grupo de 25 moléculas de azitromicina, que se
detalla en la de RMSF, presenta los dos ultimos grupos de 75y 100 moléculas de azitromicina,
es decir que hay maés fluctuaciones altas en los sistemas donde no hay presencia de los
radicales libres. Si nos fijamos en la representacion gréfica de los resultados de grupo de
analisis con 75 moléculas Figura 48l1, en el caso del sistema 75ZIT + 500H presento en
promedio fluctuaciones de 1.22+1.06 nm, pero a diferencia de los grupos con menos
moléculas que estan interaccionando esta presenta zonas donde esta mas marcado la presencia
de baja fluctuacion de aproximadamente de 1 nm, el sistema 75ZIT + OOH presenta

fluctuaciones de 1.509+1.00 nm.

En la representacion grafica que corresponde a la Figura 48111 de los resultados generados en
el analisis de Radio de giro para este sistema nos da a conocer que el sistema 75ZIT + OOH
presenta un valor inferior que el sistema con radicales con un valor promedio de 2.879+0.22
nm mientras que en el sistema 75ZIT + 500H presento un valor mayor de 3.166+0.19 nm, en

la representacion grafica se muestra muchas fluctuaciones la mas notoria durante 40-60 ns.

El &rea de superficie accesible al solvente SASA de estos dos sistemas no difieren mucho
entre si ya que el sistema 75ZIT + O0OH presento un area promedio de 253.513+15.52 nm? y
para el sistema 75ZIT + OOH un area de 263.787+14.92 nm? como se puede observar en la
Figura 481V, en este caso podemos decir que el sistema con radicales presento mas
accesibilidad para el contacto con el solvente que se emple6 en los sistemas.
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Figura 48. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 75 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 300K (28°C). . Desviacion media cuadratica (RMSD), Il. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), I11. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 49. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 100ZI1T-
0OH-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 15A. 0ns, 15B. 20ns, 15C. 40ns, 15D. 60ns,
15E. 80ns y 15F. 100ns.
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Figura 50. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 100ZIT-
500H-28 en diferentes puntos de la trayectoria. 16A. Ons, 16B. 20ns, 16C. 40ns, 16D.
60ns, 16E. 80ns y 16F. 100ns.
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La Figura 511 muestra los datos obtenidos donde se indica el tiempo en el que se llega a la
estabilidad o convergencia, la que fue a partir del 80 ns manteniéndose constante hasta poder
terminar la trayectoria de 100 ns. En el sistema 100ZIT + O0OH como resultado nos dio un
valor promedio de 3.227+0.48 nm un valor alto comparado con el sistema que comparte el
mismo nimero de moléculas de azitromicina, pero que presenta los radicales libres, 100ZIT +
500H que nos dio un valor promedio de 2.653+0.35 nm. El primer grupo demostré que tomo
mas tiempo poder llegar a una estabilidad y que las vibraciones en cada sistema fueron las
mas altas reportadas.

Asi mismo podemos observar en la Figura 5111, esta comprende la simulacion de 100
moléculas del antibiético con y sin la presencia de radicales libres. Si analizamos los
resultados durante la trayectoria podemos observar alguna fluctuaciones bajas en algunos
tramos de la simulacion en el caso del sistema 100ZIT + 500H, pero al igual que todos los
grupos restantes hay mayor cantidad de fluctuaciones con valores altos en este sistema en
especifico tenemos como promedio 1.274+1.18 nm el valor mas bajo de todos los sistemas, en
cambio el sistema 100ZIT + OOH presento valores de 1.193+1.10 nm, en este grupo de
analisis podemos decir que las fluctuaciones disminuyeron en comparacién de grupo que
trabajo con la mitad de moléculas que este. Para los resultados de radio de giro de la Figura
51111 podemos observar valores més diferenciados entre estos dos sistemas en los cuales
varian entre 0.200 nm, para el sistema 100ZIT + OOH presenta un valor promedio de
3.463+0.09 nm mayor que el sistema que presenta los radicales 100ZIT + 500H con un valor
inferior de 3.267+0.09 nm.

El area de superficie accesible al solvente (SASA) que se describe como el area de las
moléculas que esta lo suficientemente expuesta para hacer interacciones con las moléculas de
solvente vecinas se puede observar en la Figura 511V para el sistema que cuenta con la
mayor cantidad de moléculas en este caso también se presenta resultados similares a los del
sistema de 75 moléculas. El sistema 100ZIT + OOH presento un area promedio de
328.677+23.44 nm? mientras que el sistema 100Z1T + 500H 345.765+15.80 nm? presenta un
poco mas de superficie que interactta con las moléculas de agua y los radicales hidroxilos es
decir que entre moléculas estan més separadas por ende la superficie de contacto con las

moléculas es mucho mayor.
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Figura 51. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 100 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 300K (28°C). |. Desviacién media cuadratica (RMSD), I1. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Tabla 11. Valores promedio de RMSD, RMSF, RG y SASA del grupo de analisis a

temperatura de 300 K (28°C).

Sistemas RMSD (nm)  RMSF (nm) RG (nm) SASA (nm?)
25Z1T + 0OH 3.707+0.56 3.145+0.40 3.654+0.56 125.780+11.44
25ZI1T + 500H 4.418+0.41 2.930+0.31 3.729%0.56 128.692+15.97
50ZIT + O0OH 4.274+0.46 2.502+0.63 4.084+0.18 220.751+£18.11
50ZIT + 500H 3.207+0.60 2.368+0.57 3.183+0.45 204.855+16.49
75Z1T + 00OH 2.498+0.51 1.22+1.06 2.879+0.22 253.513+15.52
75Z1T + 500H 3.471+0.28 1.509+1.00 3.166+0.19 263.787+£14.92
100ZI1T + 0OH 3.227+0.48 1.274+1.18 3.463+0.09 328.677+23.44
100ZIT + 500H 2.653+0.35 1.193+1.10 3.267%0.09 345.765+15.80

3.2.3 Simulacion de dinamica molecular de los grupos analisis a temperatura

de 323K (50 °C).
323 K 25
50 °C 50
75
Moléculas 100
ZIT
Temperatura
0 Moléculas
50 H.0
SOL tip3p
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Figura 52. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 25ZI1T-
0OH-50 en diferentes puntos de la trayectoria. 17A. Ons, 17B. 20ns, 17C. 40ns, 17D. 60ns,
17E. 80nsy 17F. 100ns.
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Figura 53. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 25ZIT-
500H-50 en diferentes puntos de la trayectoria. 18A. Ons, 18B. 20ns, 18C. 40ns, 18D.
60ns, 18E. 80ns y 18F. 100ns.
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Se realizo el andlisis de un sistema con mas tiempo de simulacién para conocer la interaccion
de los componentes del sistema y mas que nada conocer la accion o mecanismo de los
radicales hidroxilos frente al contaminante emergente Azitromicina, ademas de ello una
variante de interés fue la temperatura que fue incrementada hasta 232K (50° C). En la
visualizacion de la Dinamica Molecular por medio del programa VMD de 100 nm, en este
tercer analisis demuestra que en el primer grupo de 25 moléculas ZIT presenta resultados con
diferencia notoria. En primer lugar, en el sistema 25ZI1T + 00OH representado en la Figura 52.
se observa que durante la trayectoria de simulacion las moléculas de ZIT permanecen
dispersas sin aglomeracion de todas ellas en un punto fijo. Como se puede observar en la
Figura 54. para los resultados de RMSD para este sistema sin radicales presento un promedio
de 5.179 nm con una fluctuacion de 0.61 un dato que es mayor a su contraparte que presenta
la misma concentracion de azitromicina pero que cuenta con la presencia de los radicales
hidroxilos 25ZIT + 500H, este sistema presento un menor resultado con 3.562 nm, pero con
una mayor fluctuacion de 0.8 nm, lo que indica que los atomos del primer sistema presentan

mayor presencia posicional.

En el caso de los resultados de RMSF, Radio de giro y SASA también presentan una
diferencia al comparar estos dos sistemas. Para los resultados de RMSF del sistema 25ZIT +
O0OH se obtuvo 4.269 nm mientras que para el sistema con presencia de hidroxilos fue de
3.058 nm con una menor fluctuacion que en el primer caso. Cabe mencionar que al analizar la
representacion grafica de la Dinamica Molecular del sistema 25ZIT + 500H se observa que
las moléculas ZIT se van aglomerando entre si generando mas interaccion entre los atomos de

las estructuras.

Para el andlisis de Radio de Giro que nos permite analizar la distribucion de masa para el
sistema 25ZIT + 0OH se obtuvo datos de méas de 5 nm con unas fluctuaciones de 0.36 caso
que no se repitid en el sistema 25Z1T + 500H donde se disminuyd en aproximadamente 2 nm

pero que obtuvo las fluctuaciones mas altas alcanzando 1.10 nm.

En cuanto los resultados obtenidos para el analisis SASA que nos da la referencia de la
superficie accesible al solvente el sistema con mayor contacto con el solvente empleado fue el
sistema 25Z1T + 00H con 149.667+15.15 nm? que por el mismo hecho de que no presenta
aglomeracién es por lo que presenta datos mayores que el sistema 25ZIT + 500H que
presento un resultado de 119.922+20.74 nm?.
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Figura 54. Representacion grafica de los pardmetros de la Simulacion de Dindmica Molecular de los sistemas de 25 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 323K (50°C). |. Desviacion media cuadratica (RMSD), 11. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 55. Visualizacion de la Simulacion de Dinamica Molecular del sistema 50ZIT-
0OH-50 en diferentes puntos de la trayectoria. 19A. Ons, 19B. 20ns, 19C. 40ns, 19D. 60ns,
19E. 80ns y 19F. 100ns.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigat

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNIVERSIDAD
bt

REPOSITORIO DE

CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

20A 20B
20C 20D
20E 20F

Figura 56. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 50Z1T-500H-
50 en diferentes puntos de la trayectoria. 20A. Ons, 20B. 20ns, 20C. 40ns, 20D. 60ns, 20E.
80ns y 20F. 100ns.
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En la Figura 57. donde se puede observar los resultados de Dindmica Molecular del sistema
conformado con 50 moléculas de Azitromicina 50ZIT + OOH debe sefialarse que el
comportamiento de las moléculas de interés es similar al primer grupo de 25 moléculas de
ZIT, ya que es evidente que no hay una aglomeracion entre ellas por ende la interaccion de
sus atomos se ve disminuida. Dentro de este orden de ideas es importante resaltar los datos
obtenidos para el sistema que posee los radicales libre OH 50ZIT + 500H, observar Figura
56. en este caso si se observa una aglomeracion de unas cuantas moléculas del contaminante,

aunque no es un comportamiento notorio.

Dentro de este marco es importante sefialar la relacién que se obtuvo de los posteriores
analisis, en primer lugar, tenemos los datos obtenidos del RMSF donde el primer sistema
obtuvo 1.304+0.17 nm, una fluctuacion minima, lo que indica una estabilidad en el sistema
por caso contario con el sistema 50ZIT + 500H donde se registré 2.316+£0.44 nm en la
Figura 571 se llega a apreciar una fluctuaciébn mas notoria lo que determina la distancia
promedio entre las estructuras.

Cabe mencionar, por otra parte, los datos obtenidos de RMSF donde se analiz6 las 50
moléculas presentes en la conformacion de los sistemas, se sabe que este analisis mide la
desviacion promedio de las estructuras a lo largo del tiempo de trayectoria 100 ns desde una
posicion de referencia, teniendo en consideracion este concepto el sistema 50ZIT + 500H
presento méas fluctuacion con 0.917+£0.61 nm mientras que el sistema 50ZIT + OOH con
0.452+0.18 nm.

Para el caso del analisis Rg y SASA en ambos el sistema con los radicales libre presentan
valores superiores, para el Radio de Giro que proporciona informacion de la distribucion de
atomos para el sistema 50ZIT + OOH fue de 2.109 nm y para 50ZIT + 500H se obtuvo
2.625 nm en ambos casos las fluctuaciones fueron minimas. Para el andlisis del area
de superficie accesible al solvente que se empled en este estudio, las moléculas ZIT en el
sistema 50ZIT + 500H presentaron mayor acceso con un resultado de 172.108+12.39 nm2
de igual forma para el sistema sin los radicales ya que no presentan mucha diferencia entre los
valores obtenidos, el sistema antes mencionado presento un valor de 157.108+£10.91 nm2.
Podemos llegar a decir que en este grupo de anélisis de 50 moléculas la estabilidad de los
resultados a través de la trayectoria fue mas notable, no presento mucha interacciéon de las

moléculas para observar la mineralizacion del contaminante.
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Figura 57. Representacion grafica de los parametros de la Simulacidn de Dinamica Molecular de los sistemas de 50 moléculas de azitromicina
en solucidn de agua con y sin 50 moléculas de OH a 323K (50°C). I. Desviacion media cuadratica (RMSD), 1. Fluctuacion cuadratica media
(RMSF), I11. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 58. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 75Z1T-00H-
50 en diferentes puntos de la trayectoria. 21A. Ons, 21B. 20ns, 21C. 40ns, 21D. 60ns, 21E.
80ns 'y 21F. 100ns.
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Figura 59. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 75Z1T-500H-
50 en diferentes puntos de la trayectoria. 22A. 0ns, 22B. 20ns, 22C. 40ns, 22D. 60ns, 22E.
80ns y 22F. 100ns.
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Figura 60. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dindmica Molecular de los sistemas de 75 moléculas de

azitromicina en solucion de agua con y sin 50 moléculas de OH a 323K (50°C). 1. Desviacion media cuadratica (RMSD), 11. Fluctuacion

cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Figura 61. Visualizacion de la Simulacion de Dindmica Molecular del sistema 100ZIT-00H-
50 en diferentes puntos de la trayectoria. 23A. 0ns, 23B. 20ns, 23C. 40ns, 23D. 60ns, 23E.
80ns y 23F. 100ns.
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Figura 62. Visualizacion de la Simulacion de Dinamica Molecular del sistema 100Z1T-
500H-50 en diferentes puntos de la trayectoria. 24A. Ons, 24B. 20ns, 24C. 40ns, 24D. 60ns,
24E. 80ns y 24F. 100ns.
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La simulacién de dindmica molecular (MD) que permitié calcular las fuerzas de interaccion
que actlan sobre cada atomo de las estructuras de los sistemas de 75 asi mismo de 100
moléculas de ZIT nos permitié conocer a traves del analisis de RMSD la convergencia y la
estabilidad de la simulacion de 100 ns. Este célculo se emple6 como indicador de la precision
de los sistemas, es decir, que fue necesario para tener informacion del equilibrio y la presencia
de cambios conformacionales que pudiese sufrir las moléculas. En todos los casos,
observamos que el RMSD de los Gltimos residuos son mas estables, en el caso de 75ZIT +
OOH se obtuvo 2.756+0.36 nm valor menor al compararlo al 75ZIT + 500H que presento un
valor de 3.230+£0.86 nm lo que nos indica que el primer sistema fue el que presento mas
estabilidad. Debe sefialarse que en el grupo de analisis de 100 moléculas presenta el mismo
panorama siendo el sistema 100ZIT + 500H con el valor méas alto 2.267+0.15 mientras que
100ZIT + OOH conto con 1.664+0.27 nm en ambos casos presentan un comportamiento mas
estable. RMSF célculo de la flexibilidad de residuos individuales nos permitié conocer el
comportamiento de 75 y 100 moléculas, en la Figura 6011 se puede observar que el sistema
con presencia de radicales presenta mas fluctuacion 2.402+0.79 nm es decir que contribuyen
méas movimiento molecular durante el tiempo de trayectoria que su contratarte 75ZIT + 00OH
que presento 1.269+1.27 nm. El mismo caso se presenta en el sistema con 100 moléculas, la

cual ambas presentaron resultados cercanos de 0.540+0.70 nm y 0.693+0.82 nm.

Al analizar la inercia rotacional por medio de los datos de Rg para el sistema 75ZIT + 0OH
se obtuvo un valor de 3.340£0.12 nm y para 75ZIT + 500H 3.608+0.42 nm, visto de esta
forma el segundo sistema presento mucha mas aglomeracion e interaccion de las estructuras.
Para el caso de 100ZIT + O0OH y 100ZIT + 500H presentaron 2.958+0.01 y 2.941+0.02
respectivamente con fluctuaciones menores a 1 nm resultado de la presencia de un equilibrio
de los componentes. Por su parte los resultados del analisis SASA generalmente se calcula
involucrando rodamiento in-silico de una sonda esférica del solvente conociendo esto los
resultados presentados en estos grupos son las siguientes, para 75ZIT + 0OH/ 500H fue de
242.155+10.42 y 268.004+21.57 nm, en este sentido se comprende que el segundo sistema
presento mas interaccion con las moléculas de agua, dentro de este orden de ideas para el
sistema 100ZIT + OOH se obtuvo 271.513+12.00 nm y su contraparte 100ZIT + 500H un
valor de 307.112+16.58 nm.
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Figura 63. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dindmica Molecular de los sistemas de 100 moléculas de
azitromicina en solucion de agua c/s 50 moléculas de OH a 323K (50°C). 1. Desviacion media cuadratica (RMSD), I1. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente (SASA).
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Tabla 12. Valores promedio de RMSD, RMSF, RG y SASA del grupo de analisis a

temperatura de 323 K (50°C).

Sistemas RMSD (nm) RMSF (nm) RG (nm) SASA (nm?)
25ZI1T + 00OH 5.179+0.61 4.269+0.53 5.219+0.36  149.667+15.15
25ZI1T + 500H 3.562+0.84 3.058+0.40 3.403+£1.10 119.922+20.74
50ZIT + 00OH 1.304+0.17  0.452+0.18  2.109+0.09  157.108+10.91
50ZIT + 500H 2.316+0.44 0.917+0.61 2.625+0.12 172.108+12.39
75ZI1T + O00OH 2.756%0.36 1.269+1.27 3.340+0.12  242.155+10.42
75ZIT +500H  3.230+0.86 2.402+0.79  3.608+0.42 268.004+21.57
100ZIT +00OH  1.664+0.27 0.540+0.70  2.958+0.01 271.513+12.00
100ZIT + 500H  2.267+0.15 0.693+0.82 2.941+0.02 307.112+16.58

3.3 Analisis de los parametros termodindmicos obtenidos del comportamiento de la
Azitromicina en los distintos sistemas.
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Tabla 13. Resultados finales de RMSD, RMSF, RG y SASA generados a partir del andlisis de los sistemas a diferentes temperaturas.

SISTEMAS

25ZIT + 0OH 25ZIT + 500H 50ZIT + 0OH 50ZIT + 500H 75ZIT+00H  75ZIT +500H 100ZIT + 00OH  100ZIT + 500H

R('r\\"rﬁf 4.938+0.60 4.3360.49 4.722+0.48 3.615+0.39 16814037  2.384+0.50  3.00520.29 2.273+0.32
%)
5 Fzr'\]"rﬁ)F 4.119+0.80 3.597+0.55 3.548+0.71 1.970+0.91 0.656+0.74 1.179+1.04  0.976+0.87 0.810+1.12
Y
d
& (ﬁrﬁ) 4.901+0.58 4.165+0.46 4.667+0.36 3.713+0.08 2606008  3.206:0.09  3.780+0.07 2.939+0.05
[q\]
fﬁn‘:’g 151.756+12.87 140.487+14.70 262.603+22.67 235.053+12.91 243.081+18.39 287.141+1554 334.243+2578 319.391+14.55
R('r\]/'rﬁ)D 3.707+0.56 4.418+0.41 4.274+0.46 3.207+0.60 24982051 3471028  3.227+0.48 2.653+0.35
9
g RMSF
Z 31452040 2.930+0.31 2.502+0.63 2.368+0.57 1.220+1.06  1.509+41.00  1.274+1.18 1.193+1.10
o
o
o
(ffrﬁ) 3.654+0.56 3.729+0.56 4.084+0.18 3.183+0.45 28794022  3.166+0.19  3.463%0.09 3.267+0.09
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ffrﬁf) 125.780+11.44 128.692+15.97 220.751+18.11 204.855+16.49 253.513+1552 263.787+14.92 328.677+23.44 345.765+15.80
R('r\]"rﬁ)D 5.179+0.61 3.562+0.84 1.304+0.17 2.316+0.44 2756+0.36  3.230+0.86 1.664+0.27 2.267+0.15
) Fir'\\"rf)F 4.269+0.53 3.058+0.40 0.452+0.18 0.917+0.61 12694127 24024079  0.540+0.70 0.693+0.82
o
w0
X RrG
D my 52102036 3.403+1.10 2.109+0.09 2.625+0.12 33404012  3.608+0.42 2.958+0.01 2.941+0.02
o
fr’f‘rflg 149.667+15.15 119.922+20.74 157.108+10.91 172.108+12.39 242.155+10.42 268.004+2157 271513+12.00 307.112+16.58

En resumen, los resultados mostrados en la Tabla 13 nos indican los valores finales de las diferentes simulaciones. A una temperatura de 20 °C,
el RMSD analizado para los sistemas 25Z1T+500H, 50Z1T+500H y 100ZIT+500H muestra una mejor estabilizacion estructural de estas
moléculas a diferencia de los sistemas sin OH. Los resultados a la temperatura de 28 °C indican, por otro lado, que la concentracion de
25Z1T+500H tiene un mayor RMSD a diferencia los diferentes sistemas con 500H, con esta informacion se puede interpretar que el sistema no
esta en equilibrio. A pesar de que se incrementa la cinética del medio a una temperatura de 50 °C, los sistemas se muestran en equilibrio con un
RMSD menor a las temperaturas de 20 °C y 28 °C, a excepcion del sistema 75Z1T+500H (Ver Figura 64).
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Analisis de RMSD a diferentes temperaturas

100ZIT + 500H

75ZIT + 500H

50ZIT + 500H

25ZIT + 500H

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
50C m28C =20C

Figura 64. Resumen de los valores de RMSD para ZIT con los radicales OH.

La compactacion de la azitromicina puede ser analizada teniendo en cuenta el radio de giro, lo
que a su vez nos muestra la agregacion de este compuesto. En nuestros sistemas pudimos
observar que la mejor compactacion se da cuando la concentracion del sistema es
50ZIT+500H a una temperatura de 50 °C (Ver Figura 66). Esta mejor compactacion estaria
vinculada con una mayor agregacion de ZIT, por lo tanto, este sistema evitaria el ingreso del
agua a la superficie (valor de SASA menor) y el ingreso de los radicales para que logre

interactuar con ZIT.

El mayor valor de RG obtenido se muestra en el sistema 25Z1T+500H a una temperatura de
20 °C (Ver Figura 66). La relacién directa de los datos de RG (Figura 66) y SASA (Figura 67)
del sistema 25Z1T+500H a las diferentes temperaturas, nos indica que a menor temperatura
se muestra menor agregacion y menor ingreso del agua a la superficie de ZIT a medida que la

temperatura incrementa.
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Analisis de RG a diferentes temperaturas

100ZIT + 500H
75ZIT + 500H
50ZIT + 500H

25ZIT + 500H
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Figura 66. Resumen de los valores de RG para ZIT con los radicales OH.

Analisis de SASA a diferentes temperaturas

100ZIT + 500H

75ZIT + 500H

50ZIT + 500H

25ZIT + 500H

0 50 100 150 200 250 300 350 400
50C m28C =20C

Figura 67. Resumen de los valores de SASA para ZIT con los radicales OH.

Finalmente, con estos resultados podemos ver que a una proporcion de 1:2 (25Z1T-500H) a
20 °C seria una alternativa interesante a tener en cuenta en los experimentos de procesos de

oxidacion avanzada.
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Figura 65. Representacion grafica del sistema 25Z1T-500H a 20°C.
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CONCLUSIONES

e Se logro6 parametrizar la informacién de la azitromicina mediante el campo de fuerza
AMBER por medio del servidor en linea ACPYPE server, de ese modo se obtuvo la
estructura molecular e informacion de la topologia de los componentes como valores
de masa y carga atomica, valores de equilibrio esencial en las longitudes y angulos
de enlace, detalles que son determinantes para el inicio de la simulacién de dinamica
molecular.

e Se estudio el comportamiento de las moléculas de azitromicina dentro de un sistema
con un solvente determinado similar a las condiciones reales de tratamiento para
lograr acercarnos lo mas posible a la realidad, de esa manera evitar alteraciones en
los resultados. La variacion de temperaturas logro dar resultados sugerentes respecto
a la cinética de masas de los reactivos empleados, ya que consideramos a la
temperatura un parametro limitante en POAE. Analizar estos datos a 20 °C, 28 °C y
50 °C nos llevé a evaluar el comportamiento del sistema influenciado a estas
condiciones, a temperatura mas alta se corre el riesgo de una descomposicion
térmica de moléculas de agua y de oxigeno en especial, ademas de la formacién de
especies menos reactivas, pero a una temperatura de 28°C y 20°C muy bien la
influencia puede ser baja asi como mejorar la transferencia de masas y las constantes
cinéticas, ya que la oxidacion de moléculas como la azitromicina dependen de
ciertas temperaturas. En los resultados, la temperatura de 20 °C demostré favorecer
la cinética de degradacion y fomentar la interaccion de las moléculas entre si.

e Se analiz6 los parametros termodindmicos del comportamiento de la azitromicina
frente a diferentes condiciones, ya sea de la variacién de concentracion, temperatura
y la presencia de un potente radical oxidante. Se logré6 obtener datos
computacionales del desplazamiento o desviacién de la posicion de moléculas y
atomos respecto a la posicion original, la estabilidad relativa estructural de las
moléculas de azitromicina asi como la flexibilidad durante la trayectoria y la
distribucion de masas de los elementos de los sistemas planteados en el estudio, lo
que nos posibilito comparar los resultados para determinar qué sistema fue mas
influenciado por las condiciones planteadas inicialmente y evaluar la mejor opcién

de tratamiento.
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e Se analiz6 el comportamiento del macrolido considerado contaminante emergente
frente al radical hidroxilo que forma parte tratamiento por medio de tratamientos
electroquimicos por oxidacion avanzada, en la cual los resultados de los distintos
analisis demostraron la influencia de su presencia en el medio, lo cual produjo la
aglomeracion de las moléculas de azitromicina es decir fomento el desplazamiento
de las moléculas por la generacion electroquimica al interaccionar entre si, base
fundamental para lograr deshacer los compuestos organicos hasta llegar a su
mineralizacion.

e Al analizar el efecto del solvente en presencia o ausencia de radicales libres que
interaccionen con la azitromicina por métodos bioinformaticos, se ha observado que
el contaminante emergente es susceptible a la degradacion independientemente del
tipo de solvente utilizado. Los datos obtenidos indican que la eleccion y el efecto del
solvente no tiene un impacto significativo en el resultado final del proceso de
degradacion. Esto nos muestra la capacidad de poder aportar nuevas técnicas de
andlisis en la prevencion y remediacion de la contaminacion ambiental centrandose
especialmente en los cuerpos de agua. Buscar un método de eliminacién de
contaminantes organicos acuosos permitio que por medio de este trabajo de
investigacion conocer en detalle la capacidad del radical hidroxilo en degradar
compuestos recalcitrantes por su alta reactividad a pesar de su corta vida util, un
beneficio al eliminarse por si solo del sistema de tratamiento de estudio. Teniendo en
cuanta lo anterior, la investigacion dio a conocer que en este caso en especifico en
donde nuestro contaminante emergente de interés fue un macrélido altamente
utilizado los ultimos afios por la pandemia COVID-19 un sistema de tratamiento con
parametros de temperatura de 20 °C (293.15 K), donde la temperatura juega un papel
determinante en la cinética de degradacion favoreciendo la transferencia de masa asi
como perjudicarla a ciertas temperaturas debido a la degradacion de los reactivos,
ademas de abordar una proporcién de 1:2 de 25 moléculas de azitromicina y 50 de
radicales hidroxilos nos permite tener datos relevantes en el mecanismo de
aglomeracion para la eliminacion y mineralizacion de este contaminante por medio
de POAE apto para tener una tasa alta de degradacion, remocion efectiva con un

bajo consumo de energia en laboratorio.
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RECOMENDACIONES

La contaminacién del agua por antibi6ticos es un tema preocupante al finalizar la pandemia
de COVID-19, por el aumento en el consumo de medicamentos durante la pandemia puede
dar lugar a un aumento en la presencia de residuos farmacéuticos en las aguas residuales. La
presencia de antibidticos en el agua puede generar problemas como la resistencia bacteriana y
el desequilibrio en los ecosistemas acuaticos. Es esencial promover practicas de uso
responsable de antibidticos y establecer sistemas adecuados de gestion de medicamentos para
evitar la contaminacién del agua. Estas estrategias computacionales nos ayudaron a predecir o
determinar las condiciones experimentales Optimas para la correcta formulacion de los
sistemas en donde las sustancias de interés interaccionan y facilitan datos previos para poder
hacer ensayos en laboratorio, informacion relevante para estos procesos electroquimicos de
oxidacién avanzada. Con ayuda de estas herramientas bioinforméticas se puede alcanzar
mejores resultados en corto tiempo de analisis y reducir gastos de materiales, ademas de ello
examinar de manera mas detallada datos moleculares con acceso rapido y una visualizacion
pormenorizada. Empleando este estudio previo, se espera optimizar proceso de tratamientos a
escala en reactores o en plantas mas complejas que conlleva estructuras especializadas en
estas nuevas tecnologias con aplicabilidad a escala industrial, y poder reducir las limitaciones

del proceso por la falta de informacion base.

De lo analizado en la presente tesis, surgen algunas sugerencias para tener en cuenta en

posteriores estudios.

- Se sugiere gque dentro de futuros trabajos de investigacion se realice simulaciones de
dinamica molecular con diferentes radicales que nos permitan conocer y evaluar los
cambios que podrian tener estos contaminantes emergentes durante su interaccion.

- Se considera conveniente promover futuras investigaciones dentro de este campo de la
bioinformatica como herramienta para la remediacion con otro tipo de contaminantes
emergentes de gran interés con el fin de hallar estrategias de tratamiento de cuerpos de

agua contaminadas.
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ANEXOS

A continuacion, se muestra resultados de los analisis a 10 ns preliminares de los distintos
sistemas a 293.15 K (20°C) y 300 K (28°C).

Tabla Al. Valores promedio de RMSD, RMSF, RG y SASA del grupo de anélisis a
temperatura de 293.15 K (20°C).

Sistemas RMSD (nm)  RMSF (nm) RG (nm) SASA (nm?)
25ZIT + O0OH 4.376%0.60 2.650+0.80 4.039%0.26 165.650+21.23
25ZI1T + 500H 4._1;171_0.82 3.180+0.84 3.993+0.26 _1%7;)26110.30
50ZIT + OOH 4.335+0.68 2.956+0.67 3.951+0.12 295.840+£32.72
50ZIT + 500H 3.834+0.79 2.603+1.01 4.019+0.20 299.201+22.01
75ZI1T + OOH 3.517+0.57 1.859+1.23 3.459+0.12 383.340+£37.40
75ZI1T + 500H 3.180+0.58 1.650+1.17 3.349+0.09 390.424+34.08
100ZI1T + 0OH 3.4450.71 1.777+1.28 3.680+0.12 469.789+49.28
100ZIT + 500H 2.448+0.30 1.210+0.95 3.474%0.05 481.808+40.09
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Figura Al. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 25 moléculas de
azitromicina en solucién de agua con y sin 50 moléculas de OH a 293.15K (20°C). I. Desviacion me a cuadratica (RMSD), 1. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente.
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Figura A2. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 50 moléculas de
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Tabla A2. Valores promedio de RMSD, RMSF, RG y SASA del grupo de analisis a
temperatura de 300 K (28°C).

Sistemas RMSD (nm)  RMSF (nm) RG (nm) SASA (nm?)
25ZI1T + OOH 4.375+0.74 3.087+0.53 4.052+0.38 161.265+14.09
25ZI1T + 500H 3.950+0.62 2.688+0.90 3.514+0.45 176.967+17.04
50ZIT + OOH 4.061+0.67 2.618+0.68 3.802+0.18 272.393+26.83
50ZIT + 500H 4.127+0.59 2.941+0.92 3.831+0.25 296.051+26.91
75ZI1T + OOH 3.962+0.61 2.298+1.13 3.819+0.28 373.192+39.42
75ZI1T + 500H 3.149+0.64 2.112+1.03 3.740+0.10 392.135+27.21
100ZIT + OOH 3.485%0.73 1.983+1.33 3.812+0.16 461.003+43.74
100ZIT + 500H 2.868+0.75 1.521+1.14 3.382+0.10 469.404+38.40
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Figura A5. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dinamica Molecular de los sistemas de 25 moléculas de
azitromicina en solucion de agua con y sin 50 moléculas de OH a 300K (28°C). 1. Desviacion media cuadratica (RMSD), I1. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), 111. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solventes.
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Figura A7. Representacion grafica de los parametros de la Simulacion de Dindmica Molecular de los sistemas de 75 moléculas de
azitromicina en solucion de agua con y sin 50 moléculas de OH a 300K (28°C). I. Desviacion media cuadratica (RMSD), 1. Fluctuacion
cuadratica media (RMSF), I11. Radio de giro (RG) y IV. Area de superficie accesible a solvente.
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Figura A10. Representacion Grafica de RMSF de las moléculas de Azitromicina sobre puestas y la visualizacion del comportamiento de una
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respecto a otra molécula a lo largo de la trayectoria en las diferentes condiciones de estudio.
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