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Resumen

Las lacasas (Lac, E.C 1.10.3.2) pertenecen a la superfamilia de las cupredoxinas, familia de las
oxidasas multicobre azul. Actualmente son de gran importancia ambiental e industrial, ya que
catalizan la oxidacién de una gran cantidad de compuestos recalcitrantes que contaminan el
ambiente. Los antibidticos son contaminantes emergentes, considerados los segundos farmacos
en incidencia en medios acuaticos a nivel mundial. La persistencia de los antibidticos en el medio
ambiente en concentraciones subletales genera un grave problema, ya que favorece la adaptacion
y la proliferacion de bacterias multirresistentes. El objetivo de este trabajo fue simular
computacionalmente el uso de las lacasas GILCC 1 de Ganoderma lucidum y POXA 1B de Pleurotus
ostreatus en la degradacion de antibidticos de uso humano y animal. Para esto, se generé un modelo
basado en el molde de la lacasa producida por el hongo Lentinus tigrinus y se determiné la calidad
del modelo mediante el calculo del QMEAN (0.78). Igualmente, el modelo fue validado con el fin
de evaluar la calidad de la estructura; superando los umbrales de calidad esperados para cada
analisis. El siguiente paso fue la parametrizacién de los cobres del centro activo y el analisis de las
variaciones estructurales (en ausencia de ligandos) a lo largo de la etapa de produccién de la
dindmica molecular; las estructuras de GILCC 1 y POXA 1B fueron estables durante toda la

trayectoria (200 ns), (RMSD y RMSF <2 A).

Para el estudio se seleccionaron 16 antibidticos (ligandos), de importancia critica segun la OMS,
con uso aprobado por diferentes entidades regulatorias (FDA, INVIMA, ICA), de amplio espectro
y con un peso molecular entre 100 y 500 Da. Se evalu6 la interaccion molecular con los modelos

3D de las enzimas GILCC 1 y POXA 1B y los ligandos a pH 3.0 y 7.0.

Ambos modelos 3D presentaron mayor afinidad por los ligandos a pH 3.0, lo que coincidi6 con
los analisis experimentales que ha realizado el grupo de investigacion, cuando determinaron el pH

6ptimo para la actividad de las lacasas rGILCC 1 y rPOXA 1B, utilizando ABTS como sustrato.

Los valores de energfa libres de unién indicaron una mayor afinidad entre el modelo 3D de GILCC
1 y los ligandos y una afinidad menor entre el modelo 3D de POXA 1B y los ligandos. Los
resultados mas bajos de energfa libre de Gibbs (AG) indicaron mayor afinidad a pH 3.0 entre
GILCC 1 con levofloxacina (LVX; -8.2 Kcal mol™), sulfisoxazol (FIS; -7.8 Kcal mol™), cefuroxima
(CXM ; -7.5 Kcal mol™), cefradina (BAN; -7.5 Kcal mol ™), ABTS (-7.6 Kcal mol™) y tetraciclina

(TE; -7.5 Kcal mol™). Los resultados de GILCC 1 pueden explicarse por la topologia del bolsillo
8



y el gran nimero de interacciones (puentes de hidrégeno e interacciones de van der Waals) que se
forman entre la enzima y los antibiéticos. Es posible que la transferencia de electrones en GILCC

1 ocurra por medio de una cadena de residuos de aminoécidos que incluye la His™ y la Phe*”.

A pesar de que a pH 7.0 la afinidad entre los antibiéticos y GILCC 1 fue menor que a pH 3.0, no
se descarta la posibilidad de que la lacasa pueda degradar los antibiéticos a pH 7.0; por lo que se
recomienda evaluar experimentalmente la degradacion de los antibiéticos con GILCC 1 a pH 7.0
en presencia de un mediador como el ABTS, para tratar de incrementar la afinidad entre las

moléculas.

Para POXA 1B a pH 3.0 los resultados mas bajos de AG indicaron mayor afinidad por cefazolina
(CZ; -6.8 Kcal mol™), levofloxacina (LVX; - 6.3 Kcal mol™), linezolid (L.ZD; -6.3 Kcal mol™), ABTS
(-6.7 Kcal mol™) y tetraciclina (TE; -6.4 Kcal mol™). La interaccién entre los grupos ionizables de
los antibidticos y ciertos aminoaciodos claves de POXA 1B como la His*®, la Phe*® y el Asp™,
facilitaron la transferencia de electrones hasta el centro activo para dar inicio a la degradaciéon. A
pH 7.0, no fue posible paramettizar la enzima ya que se formé un enlace entre la Cis*' y la His™
del centro activo, esta conformacién no es la correcta, ni es coherente con la estructura reportada
para las lacasas, por lo que no se presentan los resultados de acoplamiento ni de dinamica con

POXA 1B a pH 7.0. Sin embargo, la parametrizacién de este modelo a pH 7.0 sigue en estudio

por el grupo de investigacion.

Los complejos enzima-ligando mas estables fueron evaluados por dinamica molecular; estos
fueron inmersos en una caja de aguas TIP3P y se evalu6 el comportamiento del sistema a 300 K.

Se realiz6 la simulaciéon de equilibrio y produccién utilizando un ensamblaje isotérmico-isobarico

(NP'D).

Los resultados de la dindmica molecular mostraron una alta estabilidad de los complejos GILCC
1-ligando a pH 3.0. GILCC 1 mostré que la Tetracilina (TE), la cefuroxima (CXM), la
levofloxacina (LVX) y la cefradina (BAN) tenfan una interaccion estable con el centro activo y s6lo
el antibidtico sulfisoxazol (FIS) se salia del bolsillo a los 4.0 ns. El andlisis del MMGBSA confirmé
la estabilidad de los complejos. Estos resultados promisorios, sugieren que GILCC 1 puede
degradar los antibidticos tetraciclina (TE), levofloxacina (LVX), cefuroxima (CXM) y cefradina
(BAN) a pH 3.0.



En el modelo 3D de POXA 1B, sélo la cefazolina (CZ) permanecié en el bolsillo del modelo,
mientras que la tetraciclina (TE), la levofloxacina (LVX) y el linezolid (LZD) se salieron a los 7.4,
40.2 y 19.6 ns, respectivamente. La estructura del modelo 3D de POXA 1B presento regiones de
alta fluctuacion cercanas al bolsillo de unién, lo que explicaria la salida de la mayorfa de los ligandos.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que POXA 1B pueda degradar estos antibioticos,

pues la presencia de un mediador podria contribuir a la estabilidad del sistema.

Este estudio computacional predijo de forma acertada el comportamiento de un sistema lacasa-
antibiético. Es una representacion a nivel atomico de las interacciones moleculares que pueden
darse bajo condiciones reales entre las lacasas y los antibidticos y significa un complemento para
los estudios a nivel practico. Se sugiere validar experimentalmente estos resultados y evaluar la
degradacion en presencia de diferentes compuestos quimicos que pueden encontrarse en aguas

residuales. Ademas, se sugiere realizar estudios de mutagénesis para evaluar si los aminoacidos de

162 2(74)

POXA 1B, que presentaron altas fluctuaciones (Val'™ y Ser™) afectan la degradacién de los

antibiéticos.

Palabras clave: lacasas, antibiéticos, acoplamiento molecular, afinidad, dindmica molecular,

estabilidad, degradacion.
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Abstract

Laccases (Lac, E.C 1.10.3.2) belong to the cupredoxin superfamily, a family of multi-copper blue
oxidases. They are currently of high environmental and industrial importance, as they catalyse the
oxidation of several recalcitrant compounds that pollute the environment. Antibiotics are
emerging pollutants, considered the second most prevalent drugs in aquatic environments
worldwide. The environmental persistence of antibiotics at sub-lethal concentrations is a problem,
as it favours the adaptation and proliferation of multi-resistant bacteria. This work aimed to
computationally simulate the use of the laccases GILCC 1 from Ganoderma lucidum and POXA 1B
trom Plenrotus ostreatus in the degradation of antibiotics for human and animal use. Then, we
obtained a 3D model based on the laccase template produced by Lentinus tigrinus, and its quality
expressed as the QMEAN was 0.78. Likewise, the model validation allowed us to evaluate the
structure quality, exceeding the expected thresholds for each analysis. The next step was the
parameterisation of the active centre coppers and structural variations (in the absence of ligands)
along the molecular dynamics production step; the structures of GILCC 1 and POXA 1B were
stable during the whole trajectory (200 ns) (RMSD and RMSF <2 A).

For the study, 16 antibiotics (ligands) were selected, of critical importance according to the WHO,
with approved use by different regulatory bodies (FDA, INVIMA, ICA), of broad spectrum and
with a molecular weight between 100 and 500 Da. The molecular interaction between 3D

structures models of GILCC 1 and POXA 1B and ligands was at pH 3.0 and 7.0.

Both 3D models showed higher affinity for the ligands at pH 3.0, which agreed with the
experimental analyses performed by the research group when they determined the optimum pH

for the activity of the rGILCC 1 and rPOXA 1B laccases, using ABTS as substrate.

The binding free energy values indicated a higher affinity between the 3D model of GILCC 1 and
the ligands and a low affinity for the 3D model of POXA 1B and the ligands. Lower Gibbs free
energy (AG) results indicated high pH 3.0 affinity between GILCC 1 with Levofloxacin (LVX; -
8.2 Kcal mol), sulfisoxazole (FIS; -7.8 Kcal mol"), Cefuroxime (CXM; -7.5 Kcal mol?),
Cephradine (BAN; -7.5 Kcal mol™), ABTS (-7.6 Kcal mol ") and Tetracycline (TE; -7.5 Kcal mol
. The GILCC 1 results could occur by the topology of the pocket and a large number of

interactions (hydrogen bridges and van der Waals interactions) that form between the enzyme and
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the antibiotics. Electron transfer in GILCC 1 may occur via a chain of amino acid residues,

including His*” and Phe?.

Although at pH 7.0, the affinity between the antibiotics and GILCC 1 was lower than at pH 3.0.
Then, the degradation of antibiotics at pH 7.0 by laccases should not be excluded. Therefore,
should be interesting to experimentally evaluate the degradation of the antibiotics with GILCC 1
at pH 7.0 in the presence of a mediator such as ABTS to try to increase the affinity between the

molecules.

For POXA 1B at pH 3.0, the lowest AG results indicated a higher affinity for Cefazolin (CZ; -6.8
Kcal mol™), Levofloxacin (LVX; -6.3 Kcal mol™), linezolid (LZDj; -6.3 Kcal mol"), ABTS (-6.7
Kcal mol™") and Tetracycline (TE; -6.4 Kcal mol™). The interaction between the ionisable groups
of the antibiotics and certain amino acids of POXA 1B, such as His*®, Phe*® and Asp™, facilitated
electron transfer to the active centre to initiate degradation. At pH 7.0, it was not possible to
parameterise the enzyme due to a bond formed between Cis*' and His’” of the catalytic centre.
This structure does not comply with the previously reported laccases structures, so neither
acoplamiento nor dynamics results are presented with POXA 1B at pH 7.0. However, the

parameterisation of this model at pH 7.0 is still under study by the research group.

For the most stable enzyme-ligand complexes molecular dynamics evaluation, they were immersed
in a TIP3P water box to determine the system behaviour at 300 K. Equilibrium and production

simulation was performed using an isothermal-isobaric assembly (NPT).

Molecular dynamics results showed high stability of the GILCC 1-ligand complexes at pH 3.0.
GILCC 1 showed that tetracycline (TE), cefuroxime (CXM), levofloxacin (LVX) and cephradine
(BAN) had a stable interaction with the active centre, and only the antibiotic sulfisoxazole (FIS)
dropped out of the pocket at 4.0 ns. MMGBSA analysis confirmed the stability of the complexes.
These promising results suggest that GILCC 1 can degrade the antibiotics tetracycline (TE),
levofloxacin (LVX), cefuroxime (CXM) and cephradine (BAN) at pH 3.0.

In the POXA 1B 3D model, only cefazolin (CZ) remained in the model pocket, while tetracycline
(TE), levofloxacin (LVX) and linezolid (LZD) dropped out at 7.4, 40.2 and 19.6 ns, respectively.
The 3D model structure of POXA 1B showed regions of high fluctuation close to the binding

12



pocket, which would explain the active centre exit of most ligands. However, the possibility that
POXA 1B could degrade these antibiotics should not be discarded, as the presence of a mediator

could contribute to the system's stability.

This computational study accurately predicted the behaviour of a laccase-antibiotic system. It is a
representation at the atomic level of the molecular interactions that can occur, between laccases
and antibiotics, and it supports studies at the practical level. We suggest experimentally validating
these results and evaluating the degradation in the presence of different chemical compounds
found in wastewater. In addition, targeted mutagenesis studies will allow us to know if the amino
acids of POXA 1B, which have high fluctuations (Val'” and Set™), affect the degradation of

antibiotics.

Keywords: Laccases, antibiotics, molecular acoplamiento, affinity, molecular dynamics, stability,

degradation.
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1. Introducciéon

Las lacasas (Lac, E.C 1.10.3.2) son enzimas pertenecientes a la superfamilia de las cupredoxinas,
especificamente a la familia de las oxidasas multicobre azul [1]. Son enzimas ubicuas, se encuentran
en hongos, bacterias, plantas, e insectos; organismos en los que desempenan diferentes funciones.
En los hongos, participan en la despolimerizaciéon de compuestos complejos como la lignina [2] y
en la morfogénesis, la producciéon de pigmentos y la defensa contra el estrés [3]. Se han reportado
diferentes géneros productores de lacasas como los hongos de podredumbre blanca [4]. Estos se
caracterizan por ser los organismos mas eficientes en la degradacion de lignina hasta su
mineralizacion a CO; y agua. La lignina es el segundo biopolimero en abundancia después de la
celulosa y también uno de los compuestos naturales mas recalcitrantes [5]. La degradacion de la
lignina, al igual que la de otros compuestos xenobidticos, ocurre debido a la produccién de enzimas
ligninoliticas oxidorreductasas extracelulares de baja especificidad, las cuales se clasifican en
fenoloxidasas (E.C. 1.10.3.) y hemooxidasas (E.C 1.14.14.18) [6]. Las enzimas fenoloxidasas utilizan
el oxigeno (O) como aceptor final de electrones, mientras que las hemooxidasas utilizan el peréxido
de hidrégeno (H.O»). Entre las enzimas fenoloxidasas se encuentran las lacasas, mientras que, entre
las hemooxidasas se incluyen enzimas como lignina peroxidasa (LiP, E.C 1.11.1.14) manganeso
peroxidasa (MnP, E.C 1.11.1.13), versatil peroxidasa (VP, E.C 1.11.1.16) y peroxidasas tipo dyP (E.C
1.11.1.19) |2, 7, 8]. También, existen enzimas accesorias involucradas en la degradacion de la lignina,
las cuales producen el peréxido de hidrégeno (H.O») requerido por las peroxidasas, como aril-
alcohol oxidasa (E.C 1.1.3.7), glioxal oxidasa (E.C 1.2.3.5) y glucosa 1-oxidasa (E.C 1.1.3.4) [6]. La
capacidad de estas enzimas para degradar los compuestos, varia segun la especie y las propiedades
cataliticas [8]. Las lacasas son las enzimas que participan principalmente en la degradacion de la
lignina, actualmente las lacasas son de gran importancia a nivel industrial ya que tienen la capacidad
catalizar la oxidacién de una gran cantidad de compuestos, igualmente son de gran importancia en
el tratamiento de pesticidas, explosivos, agua residual y colorantes sintéticos [3], desechos generados
por diferentes industrias, principalmente, por industrias papeleras, petroquimicas y textiles [9]. Estos
compuestos de desecho tienen un impacto negativo en el ambiente, por ejemplo, los colorantes
sintéticos poseen estructuras quimicas complejas de dificil degradacion que impactan negativamente

en el ambiente y en la salud, por ser toxicos, cancerigenos y altamente recalcitrantes [10-12].
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Debido a la importancia de las lacasas, se han implementado diferentes estrategias para aumentar la
produccion enzimatica reduciendo costos y tiempo, ya que la produccion de lacasas en hongos es
muy baja para el uso industrial y los altos costos en el proceso de purificacién hacen que sea inviable
el uso de lacasas nativas [13, 14]. El uso de lacasas recombinantes es una alternativa para facilitar el
proceso de purificacién y aumentar la produccion [15]. Pichia pastoris (actualmente reclasificada como
Komagataella phaffii) [16-20] ha sido utilizada como modelo de expresion de genes heterélogos para
la produccién de lacasas recombinantes ya que presenta ventajas sobre otros sistemas de expresion
heteréloga en eucariotas, como una alta tasa de crecimiento, altos niveles de productividad, facil
manipulacién genética, se cuenta con varios vectores de expresion muy caracterizados, no es
patégena para humanos (GRAS, “general recognize as safe”) ya que no produce endotoxinas,
ademas, de realizar modificaciones postraduccionales [21]. En este sentido algunos autores han
utilizado Pichia pastoris para la producciéon de una gran variedad de proteinas y enzimas; entre ellas
las lacasas [14, 22-28]. El grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) de la Facultad de
Ciencias en la Pontificia Universidad Javeriana, Bogota D.C., Colombia, expresé las lacasas
recombinantes tPOXA 1B de Pleurotus ostreatus y la tGILCC 1 de Ganoderma lucidum en P. pastoris
X33, bajo el control del promotor de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(E.C.1.2.1.12), (pGAP), [22]. Con las cepas recombinantes productoras de enzimas se han realizado
optimizaciones estadisticas secuenciales para incrementar la produccion de biomasa y la actividad
enzimatica [29-32]. Por otra parte el aumento en la escala la produccién de la enzima rPOXA 1B ha
sido objetivo de este grupo, Ardila-Leal et al., (2019) optimizaron un medio de cultivo [32],
disminuyeron los costos del mismo [31], escalaron produccién de rPOXA 1B en biorreactor de 10
L [32], implementaron una estrategia de adicién de metanol para incrementar la producciéon de la
enzima, pese a que el gen codificante de rPOXA 1B se encuentra bajo el control del promotor pG.AP
[30], obteniendo resultados muy promisorios; por otra parte estudiaron la estabilidad del
concentrado enzimatico (enzima impura) en ausencia de preservantes [33]. Todos estos estudios
realizados han estado dirigidos al uso de las lacasas recombinantes o nativas para la remocion de
diversos tipos de contaminantes [29, 34-39] y a la posibilidad de que la produccién de lacasas

recombinantes sea una opcion industrial.

Otros autores han empleado las lacasas para la remocion de compuestos provenientes de la industria

farmacéutica; entre estos compuestos se encuentran los antibiéticos, las hormonas, los compuestos
citostaticos, los antiepilépticos, los reguladores de lipidos, los [B-bloqueadores y los

antiinflamatorios. El incremento en la frecuencia de algunas enfermedades, la auto-medicacion, el
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manejo inadecuado y a la disposicién incorrecta de los residuos, ha incrementado la presencia de
medicamentos en el medio ambiente. Estos compuestos son introducidos en el ambiente
principalmente mediante la descarga de aguas residuales de hospitales, hogares e industrias

farmacéuticas [40, 41].

Los antibidticos son de los farmacos con mayor presencia en aguas residuales a nivel mundial [42],
ya que son ampliamente utilizados en la industria ganadera para la prevenciéon (profilactico) y
tratamiento de enfermedades causadas por patégenos, permitiendo asi un crecimiento saludable con
menor mortalidad y morbilidad del ganado. Estos antibidticos se utilizan en la cria de animales
destinados a la producciéon de carne como, cerdos, bovinos, aves de corral y en acuicultura [43]. Sélo
en Colombia, en el afio 2020 habian 28.245.262 cabezas de ganado bovino, 221.011 de ganado
porcino y 463.113 cabezas aviares

(https://www.ica.gov.co/areas/pecuaria/servicios/epidemiologia-veterinaria/censos-2016/censo-

2018.aspx). De acuerdo con un reporte de la Food and Drug Administration (FDA) entre el 2009 y

el 2018 la cantidad anual de antibiéticos utilizados en animales alcanzé valores de 8000000 Kg,
siendo las tetraciclinas (TE) las mas utilizadas [44]. Debido a la naturaleza de estos compuestos, no
son absorbidos por el intestino de los animales, lo que resulta en la excreta entre el 30 y el 90 % de

los antibidticos en las heces fecales [45].

Al realizar la disposiciéon de los residuos ganaderos, los antibidticos presentes en las heces suelen
descomponerse debido a reacciones de oxido-reduccién, hidrélisis, biodegradacion y
fotodegradacion; lo que hace que se reduzca la concentracion del antibidtico y por ende, su funcién
bactericida o bacteriostatica [46]; lo anterior genera un grave problema, ya que la exposicién a
concentraciones subletales de los antimicrobianos favorece la adaptacion y la proliferacion de
bacterias con fenotipos multirresistentes. Ademas, los antibidticos generan un grave problema de
contaminaciéon en el ambiente, causando un impacto negativo en los ecosistemas, debido a su

toxicidad sobre organismos acuaticos, bacterias algas y peces [47].

Por otra parte, la resistencia bacteriana a los antibiéticos implica el fracaso en los tratamientos; la
latencia de los procesos infecciosos, la progresiéon de la enfermedad de aguda a crénica, la
transmision de la infeccién a otros animales, la aparicién de brotes, las pérdidas econémicas e incluso
la aparicién de reacciones adversas a los antibidticos [48]. En muchas ocasiones los cultivos de

consumo humano son fertilizados con heces de animales y regados con fuentes hidricas
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contaminadas con antibiéticos, ocasionando la diseminacién a humanos y animales de cepas
resistentes. Hsta diseminaciéon implica un problema de salud publica, ya que las opciones de

tratamientos contra bacterias patdégenas son cada vez mas limitadas [49].

Existen diferentes métodos para la eliminacion de compuestos farmacéuticos en aguas, sin embargo,
debido a la hidrofilia, la naturaleza persistente y la baja concentracién en aguas residuales, la
eliminacién de estos productos quimicos en las plantas de tratamiento de aguas residuales
convencionales es mucho mas dificil que la eliminacién de otros compuestos organicos. En algunos
procesos se obtienen residuos con alta concentraciéon de microcontaminantes, los cuales deben ser
sometidos a tratamientos especiales como la incineracién o fusién por plasma lo que incrementa
considerablemente los costos del tratamiento. Ademas, en los procesos de oxidacién se pueden
producir intermediarios de la degradacion de los antibidticos que resulten toxicos y cancerigenos
[50, 51]. Por esto, se han implementado alternativas ecoldgicas y eficientes para la degradacion de
estos compuestos y asi reducir la problematica de contaminacién y resistencia bacteriana. Por lo
anterior, los objetivos de este trabajo fueron, 7) generar y validar los modelos computacionales de
las lacasas POXA 1B de Pleurotus ostreatus vy GILCC 1 de Ganoderma Iucidum, i) simular
computacionalmente el uso de dos lacasas (POXA 1B y GILCC 1) en la degradacion de antibidticos
de uso humano y animal y 7) caracterizar molecularmente de la interaccién de las enzimas POXA
1B y CILCC 1 con antibiéticos (ligandos) de uso comun en humanos y/o animales y simular

computacionalmente las interacciones enzima-ligando.

2. Marco teorico

La biologia computacional ha permitido la simulacién de sistemas biolégicos y su comprension
a nivel molecular mediante el uso de algoritmos y modelos matematicos. Estas simulaciones se
alimentan de grandes bases de datos obtenidos experimentalmente. Entender la interaccién
lacasa-antibiético bajo ciertas condiciones permitira conocer el tipo de enlaces formados, la
afinidad de la enzima por el ligando, la ruptura de enlaces o valores de energfa del sistema a lo
largo del tiempo; datos que experimentalmente no son faciles de obtener [52]. Esta informacion,
permitirfa la predicciéon acertada del comportamiento del sistema en condiciones reales,
facilitando la metodologia experimental. De esta manera también, se ampliara la lista de
aplicaciones que tienen las lacasas a nivel industrial y ambiental debido a sus propiedades

cataliticas, que ya han sido reportadas.
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2.1. Generalidades

2.1.1. Lacasas de hongos, caracteristicas y funciones

Las lacasas (Lac, E.C 1.10.3.2) son enzimas pertenecientes a la superfamilia de las cupredoxinas,
especificamente a la familia de las oxidasas multicobre azul [1]. Son enzimas ubicuas, se encuentran
en hongos, bacterias, plantas, e insectos, desempenando diferentes funciones. En diferentes especies
de hongos se ha reportado la produccién de lacasas; estas participan en la despolimerizacion de
compuestos complejos como la lignina [2]. También participan en otros procesos como
morfogénesis, produccion de pigmentos que protegen los hongos de condiciones ambientales
adversas, esporulacion y defensa contra el estrés [3]. Ademas, las lacasas tiene gran importancia en
la interaccion planta-hongo; son producidas por hongos fitopatégenos con el fin de degradar los
compuestos toxicos generados por las plantas como sistema de defensa [53]. Las lacasas en hongos
pueden ser intra o extracelulares, mientras que en bacterias las lacasas son predominantemente
intracelulares [5]. Se ha reportado que, en bacterias estas enzimas estan involucradas en el proceso
de morfogénesis, biosintesis de pigmentos, proteccion de las esporas contra la luz UV y contra el
peroxido de hidrégeno (H2O») [3]. En las plantas estas enzimas son de gran importancia en la sintesis
de lignina para la formacién de la pared celular mientras que, en insectos, las lacasas participan en la

esclerotizacion de la cuticula y otros procesos fisiologicos [54].

2.1.2. Hongos de podredumbre blanca

Se han reportado diferentes géneros productores de lacasas pertenecientes a Ascomicetos,
Deuteromicetos y Basidiomicetos [55, 56]. En estos ultimos, se encuentran los hongos de
podredumbre blanca [4], los cuales se caracterizan por ser los organismos degradadores de lignina
mas eficientes, llevandola hasta su mineralizacién (formacién de CO; y agua). La lignina es un
biopolimero aromatico complejo, compuesto por unidades de fenilpropanoides unidas entre si a
través de enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno [5], la lignina es la segunda molécula en
abundancia después de la celulosa y hace parte del 15 % de la biomasa terrestre; este polimero se
encuentra en una proporcion que oscila entre el 20 y el 35 % en la madera [57]. En las plantas la
lignina proporciona rigidez a las paredes celulares y protege los polisacaridos contra la degradacion
microbiana, también es una barrera contra la penetracion del agua ya que es un polimero
hidrofébico. Debido a estas funciones bioldgicas, la lignina es uno de los compuestos naturales mas
recalcitrantes [5]. También, existen polimeros complejos como la celulosa y hemicelulosa, que hacen
parte de la composicion de la madera y otros compuestos lignoceluliticos. En general la industria

requiere de la degradaciéon de compuestos recalcitrantes; lo cual puede realizarse por medio de
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procesos termoquimicos como la pirdlisis; sin embargo, este proceso, ademas, de ser costoso, genera
productos toxicos y nocivos para la salud y el medio ambiente como el licor negro que se obtiene
del pulpeo de celulosa en la industria papelera [36, 58-60]. Igualmente, en el proceso se generan
compuestos que inhiben la hidrdlisis enzimatica, por tanto, la degradacion biologica de la lignina es

una alternativa ventajosa por su bajo costo e impacto ambiental vs. los procesos termoquimicos [8].

La degradacion bioldgica de 1a lignina, al igual que la degradaciéon de otros compuestos xenobidticos
como la celulosa y la hemicelulosa, ocurre debido a una baterfa enzimatica de los hongos de
podredumbre blanca; enzimas ligninoliticas oxidorreductasas extracelulares no especificas, las cuales
se clasifican en fenol oxidasas y hemo-oxidasas [0]. Las enzimas fenoloxidasas utilizan el O, como
aceptor final de electrones, mientras que las hemo-oxidasas utilizan el H>O, como aceptor final de
electrones. Dentro de estas primeras se encuentran las lacasas, mientras que, dentro de las hemo-
oxidasas se incluyen enzimas como lignina peroxidasas (LiP, E.C 1.11.1.14) manganeso peroxidasas
(MnP, E.C 1.11.1.13), versatil peroxidasa (VP, E.C 1.11.1.106) y peroxidasas tipo dyP (E.C 1.11.1.19)
[2, 7, 8]. También, existen enzimas accesorias implicadas en la degradacion de la lignina, las cuales
producen perdxido de hidrégeno (H.O») requerido por las peroxidasas, como aril-alcohol oxidasa
(AAO,E.C1.1.3.7), glioxal oxidasa (E.C 1.2.3.5) y glucosa 1-oxidasa (E.C 1.1.3.4) [6]. La produccién,
actividad y habilidad de estas enzimas para degradar los compuestos varfa segin la especie y las
propiedades cataliticas [8]. Se ha reportado que hongos como Pleurotus otreatus, Trametes versicolor, son
capaces de producir enzimas como Lac, MnP, LiP, VP, o AAO en presencia de diferentes sustratos

61, 62].

Las lacasas son las enzimas que participan principalmente en la degradacion de la lignina. Se ha
demostrado que la tasa de degradacion de la lignina esta correlacionada con la produccién de lacasas.
En efecto, los hongos de podredumbre café no producen lacasas, por tanto, no son capaces de
degradar completamente la lignina [63], mientras que los hongos de podredumbre blanca,
degradadores de lignina se caracterizan por presentar una actividad lacasa alta [63, 64|. Dentro de
los hongos de podredumbre blanca productores de lacasas se encuentran Pleurotus ostreatus, Trametes
versicolor, Ganoderma lucidum o Pycnoporus cinnabarinus |7]. Las lacasas, al igual que las otras enzimas son
producidas durante el metabolismo secundario. Usualmente la sintesis y secreciéon de estas enzimas
es inducida en limitaciéon de nutrientes, principalmente carbono y nitrégeno, también, son inducidas

por la presencia de monémeros de lignina [7].
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2.1.3. Estructura de las lacasas
La mayoria de las lacasas tienen una masa molecular entre 60 y 75 kDa [65] y se componen de tres
dominios tipo cupredoxina, cada uno con al menos 7 laminas antiparalelas tipo 3 dispuestas en barril
de clave griega [1, 560|. Esta estructura se estabiliza con dos puentes disulfuro, el primero se sitia
entre los dominios 1 y 3; el otro, esta localizado entre los dominios 2 y 3. Los dominios 1 y 3

proporcionan residuos de aminoacidos involucrados en la coordinacién de cobre [3].

Sobre estos dominios se encuentran cuatro atomos de cobre (Cu*"), que se dividen en tres clases de
acuerdo con sus caracteristicas espectroscopicas y al entorno del ion metalico [56]. El tipo 1 (T'1), se
encuentra en el dominio 3, cerca de la superficie de la proteina. Contiene un atomo de cobre azul
paramagnético, que confiere el color azul caracteristico de las enzimas multicobre, debido a la intensa
absorcion electronica a 610 nm, causada por el enlace covalente cobre-cisteina [66], El cobre T1 se
encuentra unido a dos residuos de histidina y uno de cisteina, como ligandos ecuatoriales
conservados y a un ligando axial variable, que en el caso de los hongos, puede ser leucina o

fenilalanina [56, 606].

El tipo 2 (T2), contiene un atomo de cobre paramagnético no azul, mientras que el tipo 3 (T3), con
maxima absorbancia a 330 nm estd conformado por 2 atomos de cobre unidos por un enlace
hidroxilo. Los cobres T2 y T3, se encuentran presentes en la interface de los dominios 1 y 3,
formando un cluster trinuclear, unido a 8 atomos de histidina; estructura altamente conservada |3,
50, 66]. La oxidacién del sustrato ocurre en T1, debido a su alto potencial de oxido-reduccion,
posteriormente, se transfieren cuatro electrones desde el T1 hasta el claster trinuclear (T2, T3),

donde ocurre la reduccion del O, a H>O [1, 56, 66].

Existen también lacasas con s6lo dos dominios cupredoxina y se denominan lacasas de dos dominios
o lacasas pequefias. Debido a su bajo peso molecular (entre 30 y 40 kDa), se ensamblan formando
una estructura cuaternaria para su funcionamiento [67]. También, se ha reportado la producciéon de
diferentes isoformas de lacasas; sin embargo, aun no es claro por qué coexisten en una misma cepa.
Se plantea que su expresion depende de la especie y de las condiciones ambientales [68]. Igualmente,
se ha reportado que propiedades como el potencial de Redox varfa para cada isoforma, por tanto, la

afinidad por los sustratos también [69, 70].
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2.1.4. Potencial redox de las lacasas

En las lacasas, el potencial redox (E°) se relaciona directamente con la energfa requerida para
desprender un electrén del sustrato. El comportamiento catalitico de estas enzimas depende del E°
del aceptor de electrones, Cu T1, el cual es mayor en hongos comparado con las lacasas de plantas,
bacterias u otras oxidasas [71]. Igualmente, el E° puede diferir entre lacasas fungicas. Estas tienen la
capacidad de cambiar su potencial redox dependiendo del tipo de sustrato. Por tanto, enzimas con
alto E° son de gran interés en biotecnologia, por su capacidad para oxidar sustratos con alto E° [3,

56].

2.1.5. Aplicaciones de las lacasas

Las lacasas son de gran importancia a nivel industrial ya que tienen la capacidad de catalizar la
oxidacién de gran variedad de sustratos debido a su baja especificidad, incluyendo, compuestos
organicos e inorganicos, compuestos aromaticos, no aromaticos y compuestos fendlicos como
polifenoles, orto y para difenoles, fenoles sustituidos por grupos metoxilos, aminas aromaticas e
hidroxilos [3]. También, compuestos los no fendlicos pueden ser oxidados a través del uso de
mediadores como el ABTS ((acido 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) y el HBT (1-

hydroxybenzotriazole), entre otros [72, 73].

Las lacasas son de gran importancia en el tratamiento de residuales que contengan compuestos como
pesticidas, explosivos, agua residual y colorantes sintéticos [3], producidos por diferentes industrias,
principalmente, por industrias papeleras, petroquimicas y textiles [9]. Estos compuestos tienen un
impacto negativo en el ambiente, por ejemplo, los colorantes sintéticos poseen estructuras quimicas
complejas de dificil degradaciéon que impactan negativamente en el ambiente y en la salud, por ser
toxicos, cancerigenos y altamente recalcitrantes [10-12]. Ademas, las lacasas son importantes en la
producciéon de papel [74], sintesis quimica de polimeros complejos y sintesis productos
farmacolégicos [75]. También, son importantes en el desarrollo de biosensores para analisis de

diferentes compuestos, o en la produccién de biocombustible [3].

Morales-Alvarez et al., (2016), evaluaron la remocién de los colorantes Verde Malaquita y Cristal
Violeta. Estos colorantes tienen un impacto negativo en el ambiente debido a su estructura quimica
y toxicidad. En el estudio se observé que los tratamientos con biomasa viable de Pleurotus ostreatus
alcanzaron mayor porcentaje de remocion (90.2 y 98.2 %) en comparacion con los tratamientos con

biomasa no viable (49.5 y 45.1 %), debido a que la morfologia de P. ostreatus, favorece la remocion
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de colorantes ya que la pared celular actia como un adsorbente. Por tanto, el hongo tiene la

capacidad de remover colorantes mediante dos mecanismos, bioadsorcion y biotransformacion [39].

También, Simdes et al., (2019), estudiaron la degradaciéon del colorante remazol azul brillante
utilizado en la industria textil, con lacasas inmovilizadas de Pleurous ostreatus. Para esto, utilizaron una
celda de combustible compuesta por un anodo y un catodo, separados por una membrana
conductora de iones. En la parte del anodo, ocurrié la oxidacion del sustrato; generando electrones
y protones que posteriormente fueron transferidos al catodo, con el fin de realizar el tratamiento de
aguas residuales y recuperar la energfa de una manera ecolégica. Se observé una remocion del 86 %

del colorante remazol azul brillante [70].

Otros hongos estudiados han sido Trametes versicolor y Phanerochaete chrysosporium; Fernandez et al.,
(2009), evaluaron la remocién del colorante negro reactivo 5 utilizado en la industria textil. Se realiz6
la inmovilizacién en un soporte no inerte por sus caracteristicas de baja toxicidad, maleabilidad,
porosidad y economia e igualmente por ser un material rico en celulosa, hemicelulosa y lignina. T.
versicolor generé mayores porcentajes de degradacion (98 %), mediante dos procesos, adsorcion y

biotransformacién [77].

También, se han estudiado las lacasas como mediadoras en la sintesis de biocolorantes, con el fin de
obtener tintes con baja ecotoxicidad y citotoxicidad, sin tener que usar condiciones agresivas en las
reacciones [78]. Wlizto et al., (2020) transformaron el acido 2-amino-3-metoxibenzoico en un nuevo
biocolorante denominado N15, utilizando lacasas inmovilizadas producidas por Pleurotus ostreatus.
Segun los autores, el proceso fue simple y no se requiri6 el uso de componentes toxicos; también se
probaron las propiedades de tintura en las fibras y el colorante resistié6 diferentes procesos

fisicoquimicos [78].

Por otra parte, se ha documentado que las lacasas son de gran importancia en la remocién de
compuestos provenientes de la industria farmacéutica, dentro de estos compuestos se incluyen
antibiéticos, hormonas, compuestos citostaticos, antiepilépticos, reguladores de lipidos, -
bloqueadores y antiinflamatorios. El uso de estos medicamentos es de gran importancia ya que son

empleados en la prevenciéon o tratamiento de alguna enfermedad, tanto en animales como en

humanos [40].
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Estos farmacos son de un elevado consumo a nivel mundial; en el 2017, la venta de fairmacos alcanzé
los 1143 mil millones de ddlares y en el 2019 alcanzé 1.25 trillones de ddlares en ventas. También,
el consumo de farmacos esta aumentando al ser requeridos para tratamiento de enfermedades cada

vez mas frecuentes como diabetes, hipertension, depresion, entre otras enfermedades cronicas [40].

El incremento en la frecuencia de algunas enfermedades, la automedicacién, al manejo inadecuado
y a la disposicion incorrecta de los residuos, ha incrementado la presencia de estos medicamentos
en el medio ambiente. La presencia de farmacos y sus metabolitos en aguas residuales, aguas
superficiales, sedimentos y aguas potables ha sido reportada. Estos compuestos son introducidos en
el ambiente principalmente mediante la descarga de aguas residuales de hospitales, hogares e
industrias farmacéuticas [40, 41]. La presencia de estos compuestos en el ambiente causa un impacto
negativo en los ecosistemas, debido a la toxicidad de diferentes farmacos sobre organismos

acuaticos, bacterias algas y peces [47].

Existen diferentes métodos para la eliminacion de compuestos farmacéuticos en aguas, sin embargo,
debido a la hidrofilicidad, la naturaleza persistente y la baja concentracién en aguas residuales, la
eliminacién de estos productos quimicos en las plantas de tratamiento de aguas residuales
convencionales es mucho mas dificil que la eliminacién de otros compuestos organicos. Dentro de
los tratamientos convencionales que favorecen la eliminacién de farmacos en aguas residuales se
incluyen; la adsorciéon con carboén activado [79], la 6smosis inversa [80], sonodlisis [81] y los procesos

de oxidacion [51, 82], electrocatalisis [83] y la ozonizacion [82].

En algunos procesos se obtienen residuos con alta concentraciéon de microcontaminantes, los cuales
deben ser sometidos a tratamientos especiales como la incineracién o fusién por plasma lo que
incrementa considerablemente los costos del tratamiento [84]. Ademas, en los procesos de oxidacion
se pueden producir intermediarios de la degradacién de los antibidticos que resulten toxicos y
cancerigenos [50, 51]|. Existen también, métodos como la filtracion por membrana para la
eliminacién de compuestos carbonados y contaminantes biogénicos; sin embargo, son poco
efectivos para la eliminacién de antibidticos [50]. Por lo anterior, se han buscado alternativas
ecologicas y eficientes para la degradacion de estos compuestos y asi reducir la problematica de
contaminacion y resistencia bacteriana, se ha reportado la degradacion de compuestos farmacéuticos

contaminantes utilizando lacasas [85-88].
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Naghdi et al., (2017), inmovilizaron lacasas de Trametes versicolor en nanobiochar para evaluar la
remocién de la carbamazepina, un compuesto de uso farmacéutico de dificil degradacion debido a
su estabilidad quimica. Los autores obtuvieron 83 % de remocién del compuesto por medio de
adsorcion y biotransformacion [89]. Igualmente, Masjoudi et al., (2021) evaluaron la degradacion de
la carbamazepina y de diclofenaco, inmovilizando lacasas de Trametes hirsuta en membranas de
fluoruro de polovonolideno. Los autores obtuvieron una degradacién del 95 % en 4 horas y del 27
% en 48 horas, para la carbamazepina y el diclofenaco respectivamente [90]. Tran et al., (2010),
evaluaron la degradacién de compuestos farmacéuticos empleando lacasas de Trametes versicolor. En
este estudio farmacos como el diclofenaco, el naproxeno, la indomecatina y el ibuprofeno fueron

degradados completamente en presencia de ABTS en 48 horas [91].

Por otra parte, el uso de antibiéticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas humanas y
animales se ha incrementado. Los antibiéticos son de los farmacos con mayor presencia en aguas
residuales a nivel mundial [42] y generan un grave problema de contaminacién ambiental, por tanto,

se han realizado diferentes estudios para su degradacion utilizando lacasas [40].

2.2, Antibidticos

Los antibidticos son moléculas naturales o sintéticas, capaces de inhibir el crecimiento de bacterias
(bacteriostatico), o incluso matar a algunas bacterias (bactericidas). Estos ejercen una accion
especifica sobre algunas estructuras o funciones del microorganismo. Los antibiéticos se clasifican
segun su mecanismo de accién y pueden ser: inhibidores de la formacién de la pared celular,
inhibidores de la sintesis de proteinas, inhibidores de la replicaciéon del DNA, inhibidores de la
sintesis de la membrana citoplasmatica e inhibidores de vias metabdlicas [92]. También, pueden
clasificarse segin su espectro de acciéon en amplio espectro o de espectro reducido, ademas, se
pueden clasificar también de acuerdo a su farmacocinética, lo cual hace referencia a la absorcion,
(gastrointestinal, subcutinea o muscular) distribuciéon y eliminacién (hepatica o renal) en el

organismo humano o animal [43].

En la Tabla 1 se presentan las diferentes clases de antibidticos de importancia critica e importancia
alta segun la WHO (World Health Organization) [43, 45, 93-95]. Para esta clasificacién, se tuvieron
en cuenta dos criterios; el primero, la clase antimicrobiana es la tnica, o una de las pocas disponibles
para tratar infecciones en humanos; el segundo, la clase antimicrobiana se utiliza para tratar

infecciones humanas causadas por: 7) bacterias transmitidas provenientes de fuentes no humanas, 7)
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bacterias que pueden adquirir genes de resistencia provenientes de fuentes no humanas. Si se

cumplen los dos criterios, el antibiético se considera de importancia critica, mientras que, si se

cumple s6lo uno de los dos criterios, se considera de importancia alta [96, 97].

Tabla 1. Antibiéticos de importancia critica y e importancia alta segun la WHO.

Estructura blanco Antibi6tico Abreviacion Uso
CLSI H A
Antibioticos de importancia critica
Aminoglucésidos
Los aminoglucésidos constan de varios | Alteran la permeabilidad Aminoglucésidos + 2 deoxistreptamina
anillos ciclitoles en su estructura, | de la membrana celular, amikacina AN X
generalmente tres y cinco azucares, | inhiben  también  la
unidos por medio de enlaces |sintesis de proteinas, paromomicina PLZ X
glicosidicos. Se encuentran, grupos | uniéndose a la subunidad estreptomicina STR X X
amino e hidroxilo 'unidos a 1(})5 .ani]los, ribosomal 30s [98]. sentamicin &y < X
aportando las propiedades quimicas del —
kanamicina K X X
compuesto [98].
netilmicina NET X
tobramicina ™ X X
apramicina APR X
dihidroestreptomicina DST X
plazomicina PLZ X
neomicina NEO X X
isepamicina ISE X
arbekacina ABK X
fortimicina a FM-A X
bekanamicina AKM X
dibekacina DKB X
ribostamicina RIB X
Ansamicinas
Contienen una cadena alifitica que | Se une a la subunidad B Rifampicins
conecta los dos extremos de un nicleo | de la RNA-Polimerasa, Fifaximina REP X
de naftoquinona [99]. inhibi ivi
qu [99] 1[;1;1]1b1end0 su actividad fifampicina RID N
. rifapentina RPT X
rifabutina RFB X
[B-lactamicos
El anillo B-lactamico define | Actian mediante dos me- Carbapenems
quimicamente esta clase de antibi6ticos. | CAUSMOS; inhibicion de' la doripenem DOR X
. . . sintesis de la pared e in-
Este anillo esta unido a otros radicales.
ertapenem ETP X
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La asociaciéon de diferentes tipos de
lineales,
propiedades del compuesto y se forman

cadenas modifica  las
los difetentes grupos de antibiéticos -

lactamicos
[92, 100].

Los carbapenems contienen un anillo
insaturado de 5 miembros fusionado con
un anillo B-lactimico, Los catbapenems
se diferencian de las penicilinas por el
doble enlace C2-C; y la presencia de un
atomo de carbono en lugar de azufre en
el Ci. También, los carbapenems tienen
un sustituto trans-1-hidroxietil en lugar
del acilamino en el anillo B-lactimico
[101].

La  estructura  quimica de las

cefalosporinas  deriva  del  4cido-7-

cefalosporanico. Las  cefalosporinas
estan formadas por un sistema de dos
anillos  fusionados de  -lactam-3-
dihidrotiazina, conocido como acido 7-
aminocefalosporanico (7-ACA), y vatian
en sus sustituciones de cadena lateral en

C3 (R2),y C7 [102].

duccién de autdlisis bac-
teriana. Las  enzimas
transpeptidasa (E.C.
3.4.16.4) participan en la
ultima fase de la sintesis
de pared, unen los enlaces
de las cadenas del pépti-
doglicano. El anillo B-lac-
tamico presenta similari-
dad estructural con la re-
gién del pentapéptido al
que se unen las transpep-
tidasas, por tanto, el anillo
se une a estas enzimas in-
hibiendo la formacion de
la pared celular. También,
los B-lactimicos activan
una autolisina enddgena
que degrada el péptidogli-
cano [92, 100].

meropenem MEM X
imipenem IPM X
panipenem PAPM X
faropenem FRPM X
biapenem BPM X

cefalosporinas de 1, 2, 3,4 y 5 generacion
cefditoren CDN X

cefmenoxima CMX X
cefpiroma CPO X
ceftriaxona CRO X

cefoperazona CFP X

cefquinoma CEQ X
cefotaxima CTX X
ceftazidima CAZ X
cefetameta CAT X

cefpodoxima CPD X
ceftibuten CBT X
cefdinir CDR X
cefepima FEP X
cefixima CFM X
fosamil ceftarolin CPT X
ceftiofur CFT X
cefovecina CFO X
cefaclor CEC X
cefadroxil CFR X X
cefalexina CN X X
cefalonium CFL X
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Los monobactam tienen un grupo de
acido sulfénico en el nitrégeno en la
posicion N-I; el acido sulfénico activa el
anillo 3-lactamico y por tanto, se acetilan
las  enzimas transpeptidasas (E.C.
3.4.16.4) [103].

cefapirina CAP X X
cefalotina CF X X
cefazolina CZ X X
cefoxitina FOX X
cefprozil CPR X
cefuroxima CXM X X
loracarbef LOR X
cefotetan CIT X
cefradina BAN X
tazobactam T/B X
cefcapen CFPM X
cefodizima CDZM X
cefoselis CFSL X
cefozopran ZOP X
cefsulodin CFS X
ceftizoxima 70X X
ceftobiprol BPR X
ceftozolana CTZ X
latamoxef LMOX X
cefacetrila CEC X
cefaloridina CPH X
cefamandol CFM X
cefatrizina CTZ X
cefazedona CFZD X
cefbuperazona CFB X
cefmetazol CMZ X
cefminox CMNX X
cefonicid CID X
ceforanida CFR X
cefotiam CTM X
cefroxadina CXD X
ceftezol CTZ X
flomoxef FMOX X
Penicilina monobactam
aztreonam ATM X
carumonam CAR X
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La estructura basica de la penicilina

(acido 6-aminopenicinico) consiste en un

Penicilina antipseudomonal

anillo de tiazolidina, un anillo de - carbenicilina CB X
lactama y una cadena lateral [92, 100]. ticarcilin TIC X X
piperacilin PIP X
sulbenicilin SBPC X
azlocilin AZ X
carindacilin CIPC X
mezlocilin MEZ X
sultamicilin SBTPC X
hetacilin HET X
amdinocilin MEC X
ampicilin AM X
talampicilin AMX X X
azidocilin AZD X
bacampicilin B X
epicilin EP X
temocilin TEM X
metampicilin MTP X
pivampicilin PMPC X
amoxicilina (acido AMC X X
clavulanico)
Glucopéptidos and lipoglucopéptidos
Se componen de un nucleo central En bacterias Gram telavancina TLV X
heptap/e}?mdo al Cl’lal se unen residuos de posmva? . los teicoplanina TEC N
aminoacidos y azucares [104]. Glucopéptidos y —
. L vancomicina VA X
lipoglucopéptidos se '
unen a la terminacién D- avop arc1r.1a AV X
alanil-D-alanina  en el dalbavancina DAL X
extremo carboxiltermal oritavancina ORI X
de los péptidos ramoplanina RAM X
precursores de la pared
bacteriana,  bloqueando
asi la  sintesis  del
péptidoglucano [99, 104].
Glicilciclinas
Es estructuralmente similar a las Inhibe la sintesis de tigeciclina TGC X

tetraciclina (TE)s. Presenta una
estructura central de cuatro anillos
carbociclicos, con una sustitucion de t-
butilglicilamido en la posicién 9 de la
minociclina que confiere un amplio
espectro de actividad [99].

proteinas, al  unirse
reversiblemente a la
subunidad 308 del
ribosoma bacteriano, ya
que bloquea la entrada del
aminoacil t-RNA al sitio
A del ribosoma, e impide

la  incorporaciéon  de

aminodcidos y la posterior
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elongacién de las cadenas

peptidicas [99].

Lipopéptidos
Molécula ciclica con 13 aminoacidos, | Se insertan en la doble daptomicina DAP X
diez de estos forman parte de la|capa de la membrana
estructura ciclica y los tres restantes provocarlldo' su colistina CL X
componen una cadena lateral que | despolatizacién, con una
presenta un residuo N-decanoilo [99]. fuerte pérdida del ion __
potasio conduciendo a la polimixina b PB X X
muerte celular [99].
Macrélidos
Se conforman por un anillo lacténico | Se une a secuencias del azitromicina AZM X X
conl4 a 16 carbonos, que estd unido a un | dominio V del rRNA 23s gamitromicina GM X X
azucar aminado [99]. de la subunidad - — ¥ <
ribosomal 508, josamicina J X
impidiendo la elongacién tulatromicina TUL X
de la cadena peptidica tilvalosina TVN X
mediante el blogueo del dlosing TIY X
tunel de salida del _
polipéptido vy asi el tilmicosina TMS X
complejo  peptidil-RNA midecamiacin MDM X
se disocia del ribosoma diritromicina DTM X
99].
9] rokitamicina RKM X
roxitromicina RXT X
claritromicina CLR X
espiramicina SP X
fidaxomicina FDX X
eritromicina E X
telitromicina TEL X X
fluoroeritromicina X
kitasamicina KIA X
oleandomicina OL X
tildispirosina TD X
troleandomicina TAO X
quinupristina- SYN X
dalfopristina
pristinamicina PT X
virginiamicina VM X
solitromicina SOL X
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cetromicina

CET

Oxazolidinonas

Se conforma de un anillo con tres
atomos de carbono, un 4tomo de
oxigeno en la posiciéon 1 y un atomo de
nitrégeno en la posicién 3 [105].

Se une a la subunidad
ribosomal 508, afectando
la sintesis proteica,
también se une a la
subunidad 70S inhibiendo
el complejo de iniciacion.

radezolid

El anillo D del tedizélido

contribuye a la presencia

linezolid

LZD

de enlaces de hidrégeno

adicionales que

cadazolid

CDz

proporciona mas
interacciones entre el
tedizélid y el ribosoma
bacteriano; por lo tanto, el
firmaco es aun mais
potente [105].

tedizolid

TZD

fosfomicina

Es el acido (-) cis-1,2-
epoxipropilfosfénico, es una molécula
sencilla e hidrosoluble, sélo tienen tres
atomos carbono y carece de nitrégeno.
El 4tomo de carbono esta unido al
atomo de fosforo sin un puente de
oxigeno intermedio. La actividad
antimicrobiana se debe al enlace epoxi
[99].

La fosfomicina penetra al
interior de la membrana
mediante dos permeasas
(E.C. 3.1.3.9); el sistema
de transporte del D-
glucosa-6-fosfato,
inducible, y sistema del L-
a-glicerofosfato. El
antibidtico compite con el
sustrato de la enzima
UDP-N-
acetilglucosamina-3-O-
enolpiruviltransferasa
Murd) (E.C. 25.1.7),
enzima que cataliza la
primera etapa de la
biosintesis del
heteropolimero del
péptidoglucano [99].

fosfomicina

FOS

Quinolonas y fluoroquinolonas
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Las quinolonas tienen una estructura
anular dual con un nitrégeno en la
posicion 1, un grupo carbonilo en la
posicion 4 y un grupo carboxilo unido al
carbono de la posiciéon 3 del anillo 1.
Poseen un atomo de quinolona en la

posicion C-6 [99].

Interfieren en la sintesis
de ADN induciendo la
muerte celular. Penetran
la pared a través de las
porinas e interactian con
dos enzimas; ADN girasa
(E.C. 5.6.2.2) y
topoisomerasas IV (E.C.
5.99.1.2), encargadas del
superenrollamiento  del
ADN [99].

pefloxacina PEF
besifloxacina BES X
delafloxacina DLX X
gemifloxacina GEM X
nadifloxacina X
acido nalidixico NAL X
ozenoxacina OZN X
acido oxolinico OA X
enrofloxacina ENR X
difloxacina DIF X
pradofloxacina PARA X
moxifloxacina MXF X X
levofloxacina LVX X X
ibafloxacina X
flumequina FLU X
marbofloxacin MAR X
orbifloxacina OBFX X
rufloxacina RFX X X
ciprofloxacina CIP X X
norfloxacina NX X
gatifloxacina GAT X
ofloxacina OFL X
lomefloxacina LOM X
enoxacina GRN X
grepafloxacina GRX X
pazufloxacina PZFX X
acido pipemidico HPPA X
prulifloxacina PUFX X
rosoxacina RSX X
sitafloxacina STFX X
esparfloxacina SPX X
termafloxacina TEM
X

Fenicoles
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Presenta un grupo p-nitrofenilo y un|Evita la formaciéon de cloramfenicol CHL X
sustituyente N-dicloroacetilo unidos a | enlaces peptidicos
una cadena de tres atomos de carbono | uniéndose a la proteina
[99]. 116 localizada en la tiamfenicol TP X

subunidad 508 del forfenicol FLO X

ribosoma, la cual media la

fijacion del tRNA a la

peptidil transferasa (E.C.

2.3.2.12) [99].

Lincosamides

La lincomicina estd formada por un|Se une a secuencias del clindamicina CM X
aminodcido unido a un amino azucar, la | dominio V del fRNA 23s,
clindamicina (CM) difiere | que hace parte de la lincomicina LIN X
estructuralmente por la sustitucién de un | subunidad 508 del pirlimicina PIR X
atomo de cloro por un grupo hidroxilo y | ribosoma, impidiendo la
la inversién de un carbono [99]. elongacién de la cadena

peptidica mediante el

bloqueo del tinel de

salida del polipéptido, y

asi el complejo peptidil-

RNA se disocia del

ribosoma [99].

Acidos pseudoménicos

Se compone de una cadena de acido 9- | Inhibidor de la ADN- mupirocina MUP
hidroxi-nonandico, cierta  estructura | girasa y de la
presenta  similitud espacial con el| topoisomerasa IV (E.C.
aminodcido isoleucina [106]. 5.99.1.2), [107].Seuneala

enzima  isoleucil-tRNA

(E.C. 6.1.1.5),

impidiendo la

incorporacion de

isoleucina a las proteinas

[106].

Rinofenazinas

Contiene un nucleo de fenazina conun | Su blanco es la cadena clofazimine CFZ

grupo alquilimino (R-imino) en la
posicion 2 y los sustituyentes de fenilo
en las posiciones 3 y 10 del nucleo de
fenazina. El grupo alquilimino es
fundamental para la actividad
antimicrobiana [108].

respiratoria bactetiana y
los transportadores de
iones. El ciclo redox
intracelular, que implica la
oxidacién de la
clofazimina reducida,
genera especies reactivas
de  oxigeno  (ROS)
antimicrobianas y
peréxido de hidrégeno
(H202). También, la
interaccién de la
clofazimina con los

fosfolipidos de la

membrana, promueve la
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disfuncion de la
membrana, lo que
provoca una interferencia
con la captacién de K.
Ambos

resultan en una

mecanismos

interferencia con el
metabolismo  energético
celular al interrumpir la
producciéon de ATP [108].

Esteroidales
Tiene una estructura esteroide (anillo | Inhibe la  sintesis de acido fusidico FUS X
ciclopentanoperhidrofenantreno), es un | proteinas  evitando la
triterpenoide tetraciclico [109]. translocaciéon del factor
de eclongacion (EF-G)
durante la sintesis de
proteinas [109].
Sulfonamidas
Tienen una estructura es similar a la del | Son antagonistas sulfametoxazol SMX X X
acido para-aminobenzoico. Contienen | competitivos del acido p- : i
un sustituyente aromatico NHz en la|aminobenzoico (PABA), sulfadimetoxina SDM X
posicién para del anillo benceno.|se unen a la enzima sulfadiazina SDZ X X
Presencia de un sustituyente en la| tetrahidropteroico sulfamerazina SMYZ. X
posicion orto y meta del anillo de|sintetasa (E.C 6.3.2.17), ——
Ifanilamid SA X
benceno. Contiene también una doble | inhibiendo la sintesis de sHanfamida
sustitucién en la posicién N1. Contiene | 4cido félico [99]. sulfatiazol STZ X X
un grupo sulfonamida en el anillo de sulfadimidina = SM2 X
benceno [99]. sulfametasina
sulfametizol SMZ X X
sulfisoxazol FIS X
trimetoprim SXT X X
brodimoprim BDM X
formosulfatiazol X
iclaprim ICL X
ftalilsulfatiazol PA X
sulfaisodimidina SU X
sulfalena X
sulfamazona S70 X
sulfametoxipiridazina SP X
sulfametomidina SM X
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sulfametoxidiazina SMD X
sulfametrol SMT X
sulfamoxol SMO X
sulfaperin SFL X
sulfafenazol SPZ X
sulfapiridina SP X
sulfatiourea SFTu X
tetroxoprim TXP X
tetraciclinas
Se componen de un nucleo tetraciclico | Se une a la subunidad 308 clortetraciclina CTC X
fusionado lineal al cual varios grupos | del ribosoma bacteriano e —
. , . L ., demeclociclina DMC
funcionales estin unidos como (Cloro | impide la unién del
(Cl), Hidrégeno (H) dimetilamina | aminoacil tRNA, omadaciclina OMC X
(N(CH3)2, metil (CH2), metilenos (CH3) | interrumpiendo la limeciclina L.YME X
hidroxilo (OH) [110]. 1ncF)rpor.ac1én de '105 cravaciclina ERV X
aminodcidos al péptido ___
creciente [110]. doxiciclina DO X X
oxitetraciclina OXT X X
rolitetraciclina RTC X
tetraciclina TE X X
minociclina MI X
clomociclina CLM X
penimepiciclina PNM X
metaciclina ME X

Dentro de la categoria de importancia critica, se encuentran los aminoglucésidos (Tabla 1), estos
son antibiéticos de uso habitual en la practica clinica. Se han reportado diversos mecanismos de
resistencia; sin embargo, estos compuestos son activos frente a gran parte de los bacilos Gram
negativos aerobios, en conjunto con los B-lactimicos. Debido a su naturaleza policatiénica, los
aminoglucésidos son muy solubles en agua y presentan una absorcién gastrointestinal baja,
resultando en la excreta del compuesto al medio ambiente. También, debido su estructura quimica,
estos antibiéticos son estables. Se ha demostrado que la presencia de estos compuestos en aguas y
suelos es problematica, debido a la ecotoxicidad del compuesto; por ejemplo, los residuos de
estreptomicina (STR) son toxicos para las algas [111]. Wollenberger et al., (2000) realizaron ensayos
de biotoxicidad de la estreptomicina (STR) frente a Daphnia magna, obteniendo un valor de
concentracion efectiva media de 48 h EC50 = 487 mg L. [112]. También, se han identificado genes
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de resistencia a la estreptomicina (STR) en bacterias patdégenas como Salmonella spp., y especies de
Enterococcus spp., [113, 114]. Ademas de su ecotoxicidad, estos compuestos pueden generar efectos
adversos en humanos; los aminoglucésidos son ototdxicos, nefrotéxicos y en menor frecuencia
causan toxicidad neuromuscular y toxicidad del sistema hematopoyético, igualmente pueden causar
reacciones alérgicas como erupciones, fiebre, angioedema o dermatitis exfoliativa; sin embargo, el
riesgo de toxicidad depende de diferentes factores como las enfermedades preexistentes, la gravedad

de la enfermedad, farmacos concomitantes y la predisposicién genética [115, 116].

Igualmente, las ansamicinas son consideradas de importancia critica, son antibiéticos utilizados
como terapia Gnica o limitada contra la tuberculosis. Las rifampicinas son antibioticos utilizados para
tratar varios tipos de infecciones por micobacterias, como el complejo Mycobacterium avium, la lepra
y en combinacién con otros antibacterianos se utiliza para tratar la tuberculosis latente o la activa.
Hasta el 50 % de estos antibiéticos es excretado en las heces al medio ambiente. Se ha detectado la

presencia de estos compuestos en aguas y se han reportado sus efectos citotdxicos [96, 117, 118].

Los antibidticos B-lactimicos también se incluyen dentro de esta categoria. Constituyen la mayor
parte de los antibidticos de uso humano en la mayorfa de los paises y representan aproximadamente
el entre el 50 y 70 % de antibidticos utilizados [119]. En comparacién con otros compuestos, los 3
lactaimicos no son estables en el medio ambiente ya que el anillo B-lactimico puede ser degradado
por enzimas B-lacatamasas (E.C 3.5.2.6), una enzima comin en varias bacterias, e igualmente puede
set degradado por hidrolisis quimica [119]. Pese a lo anterior, se ha demostrado la presencia de B-
lactimicos en aguas residuales y como consecuencia, la presencia de enzimas [-lactamasas,
responsables de la resistencia bacteriana a estos antibiéticos [120]. Por ejemplo, Hoelle et al., (2019),
aislaron 332 cepas de E. /i de las cuales 65 (19.6 %) eran resistentes a los carbapenem [121].
También, se han realizado bioensayos de toxicidad; Havelkova et al., (2016), evaluaron la toxicidad
de la penicilina G (PG) frente Daphnia magna, obteniendo valores de 48h EC50 = 1496.9 mg L
[119]. Por otra parte, se ha demostrado que los efectos adversos de las penicilinas y las cefalosporinas
son: hepatotoxicidad, neutropenia y encefalopatia; estos antimicrobianos pueden causar excitacién
neuronal debido a que el anillo P-lactimico es similar estructuralmente al inhibidor del
neurotransmisor GABA, causando la inhibicién del sistema del dcido gamma aminobutirico
(GABA) [122]. Dentro de los B-lactamicos se encuentran las cefalosporinas, antibiéticos de amplio
espectro utilizados para el tratamiento de infecciones por microorganismos Gram positivos y Gram

negativos. Estan agrupadas en 5 generaciones, de acuerdo con su actividad y espectro [123]. Estos
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compuestos son empleados tanto en humanos como en animales y se sabe que aproximadamente
mas del 50 % de estos farmacos son eliminados en la otina sin modificaciones estructurales, o en
forma de metabolitos activos [124]. Las cefalosporinas es la clase de antibiéticos mas producida,
prescrita y consumida en Europa y su presencia en aguas residuales representa una problematica
muy grande, se ha demostrado que la presencia de cefalosporinas contribuye al aumento del COD
(Chemical Oxygen Demand), incrementando los costos de remediacion [123]. También, se han

reportado altas concentraciones de cefalosporinas, desde pg L' hasta mg L' [125, 126]. También,

las penicilinas son B-lactimicos de amplio espectro utilizadas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas en humanos y animales; sin embargo, la aparicion de bacterias multirresistentes
productoras de B-lactamasas o penicilinasas (E.C 3.5.2.6) ha limitado el uso de las penicilinas en los
ultimos afios. Pese a esto, las penicilinas siguen siendo formuladas y son ampliamente utilizadas
[127]. Se ha reportado que una dosis de penicilina generalmente se excreta sin cambios estructurales
en la orina; sin embargo, pueden sufrir transformaciones [128]. Se ha reportado también, la presencia
de estos compuestos en el medio ambiente, encontrando concentraciones de 1 a2 1000 u pg L' en
ambientes acuaticos [129]. Las penicilinas son ecotéxicas, la presencia de penicilinas en efluentes no

tratados puede provocar la muerte de Daphnia magna [130].

Por otra parte, los glucopéptidos, antibidticos considerados de importancia critica, han sido
detectados en altas concentraciones en aguas residuales [131, 132]; generando asi, un fuerte impacto
ambiental. Havelkova et al., (2016), desarrollaron bioensayos de biotoxicidad de vancomicina (VA)
frente a D. magna, obteniendo valores de 48h EC50 = 686.9 mg L™ [119]. También, la presencia de
glucopéptidos en ambientes acudticos representa un grave problema por la resistencia
antimicrobiana; desde hace varios afos se ha reportado la presencia de diferentes especies patdgenas
del género Enterococcus spp., que han sido aisladas de granjas ganaderas e clasificadas como resistentes
a vancomicina (VA) y a teicoplanina (TEC). También, otras bacterias causantes de infecciones en
humanos como Staphylococcus anrens han adquirido resistencia a antibiéticos cominmente usados,

incluyendo la Vancomicina (VA) [133].

La Tigeciclina (TGC), es un antibiético de importancia critica, utilizado como terapia limitada para
las infecciones causadas por enterobacterias multirresistentes y Staphylococcus aurens resistente a
meticilina (ME) [96, 97, 118]. Se utiliza para tratar infecciones como neumonfa adquirida en la
comunidad, infecciones intraabdominales complicadas e infecciones complicadas de la piel [134]. El

59 % de la dosis de tigeciclina (TGC) se elimina por excrecion biliar/fecal y el 33 % se excreta en la
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orina; siendo el 22 % el farmaco sin cambios estructurales. Esto ha incrementado resistencia
bacteriana a este antibiético; se ha identificado la presencia del gen Te/X responsable de la resistencia

a tigeciclina (TGC) en entornos acudticos y sistemas de tratamiento de aguas residuales [135].

Los lipopéptidos son antibidticos de importancia critica, el uso especialmente de las polimixinas
disminuy6 debido a sus efectos adversos (nefrotoxicidad); sin embargo, a causa de la aparicion de
bacterias Gram negativas multirresistentes y a la falta de nuevos antibiéticos, estos se utilizan cada
vez mas como tratamiento de ultima linea contra estos patégenos. De acuerdo con Zurfuh et al.,
(2016), no existe literatura sobre la deteccién de polimixinas en aguas, lo que se atribuye a la falta de
métodos de extraccion; sin embargo, se han encontrado bacterias con genes de resistencia contra

polimixinas en aguas residuales, aguas superficiales y subterraneas [136-138].

Los macrélidos también son considerados de importancia critica, son utilizados como terapia
limitada para el tratamiento contra Legionella spp., Campylobacter spp., Salmonella spp., multirresistente
y Shigella spp., [96, 97, 118]. Los macroélidos tienen una alta actividad contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas, se utilizan para el tratamiento de infecciones tanto en humanos como en animales.
Hasta 50 % de estos antibiéticos es excretado en las heces al medio ambiente; se ha detectado la
presencia de estos compuestos en aguas en diferentes concentraciones [139, 140] e igualmente se

han demostrado sus efectos citotoxicos [85].

Las oxazolidinonas son consideradas de importancia critica. Estos compuestos son utilizados como
terapia limitada contra las infecciones por Staphylococcus anreus multirresistentes y Enterococcus spp.,
multirresistentes [96, 97, 118]. Igualmente, son considerados antibiéticos de "dltima linea", muy
importantes pata el tratamiento contra bacterias Gram positivas resistentes a los B-lactimicos y a los
glucopéptidos. No obstante, se han reportado genes de resistencia en géneros patégenos como
Enterococcus spp., y Clostridinm perfringens [141, 142]. Ademas, se ha demostrado la toxicidad de esta

clase de antibiéticos e igualmente de sus productos de degradacion [143, 144].

La fosfomicina se incluye dentro de los antibiéticos de importancia critica e igualmente, dentro de
los medicamentos esenciales [145]. Es utilizada como terapia limitada contra E. /i productora de
B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), causante de infecciones del tracto urinario [96, 97, 118].
En avicultura se utiliza para el tratamiento de enfermedades infecciosas, ya que es efectivo contra

bacterias como E. colz, Klebsiella spp., Protens mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus spp., y
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Streptococcus agalactiae [1406]. La fosfomicina se excreta sin cambios estructurales, aproximadamente el
38 % se elimina en la orina, mientras que el 18 % ese recupera en las heces [147]. Se ha reportado la
presencia de fosfomicina en aguas residuales de industria farmacéutica y la presencia de genes de
resistencia a este compuesto. Las altas concentraciones de estos compuestos los hacen recalcitrantes
y toxicos para el medio ambiente, ya que puede desencadenar eutrofizacién provocando la

contaminacion del agua y el desbalance de nutrientes [148-150].

Las quinolonas también son consideradas de importancia critica, y son utilizadas como terapia
limitada contra Campylobacter spp., contra enfermedad invasiva causada por Salmonella spp.,
multiresistente y Shigella spp., |96, 97, 118]. Se utiliza para el tratamiento de enfermedades tanto en
humanos como en animales. Por sus altos potenciales de adsorcién estos compuestos no se degradan
en plantas de tratamiento, sino, que se adsorben en el lodo en pequefias fracciones, posteriormente
estos compuestos son liberados al medio ambiente. Se ha detectado la presencia de quinolonas,
como ofloxacina (OFL), ciprofloxacina (CIP), acido nalidixico (NAL) y norfloxacina (NX) en aguas
residuales y la presencia de genes de resistencia. También, se ha demostrado la toxicidad de estos
compuestos y los efectos adversos en humanos, siendo la gastroenteritis y el dolor articular los mas

comunes [151-155].

Los fenicoles son antibiéticos de amplio espectro para el tratamiento de enfermedades infecciosas
tanto en humanos como en animales. Esta clase de antibiéticos es considerada de importancia alta
[96, 97, 118]. El florfenicol (FLO) y el cloranfenicol (CHL) se utilizan frecuentemente en acuicultura,
a pesar de que su uso veterinario esta restringido [156]. También, esta antimicrobiano puede ser
excretado sin cambios estructurales, lo que incrementa la presencia de estos compuestos en el medio

ambiente.

Las lincosamidas son antibiéticos considerados de importancia alta, utilizados para el tratamiento de
infecciones causadas por Enterococcus sp., y Staphylococeus aurens. Debido a la reducida susceptibilidad
de S. aurens a los antibiéticos PB-lactamicos, se ha impulsado el uso clinico de macrélidos y
lincosamidas, contra S. aureus resistente a la penicilina [157]. Bruyndonckx et al., (2021) reportaron
que las lincosamidas fueron unas de las clases mas consumidas en Suecia y representaron mas del 20
% del consumo de macrolidos, lincosamidas y estreptograminas en Austria, Finlandia Alemania,
Hungria y Luxemburgo entre 1997 y 2017 [127]. Igualmente, se ha reportado la presencia de genes

de resistencia a las lincosamidas, en plantas de tratamiento de aguas residuales farmacéuticas [158].
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Los acidos pseudomonicos tienen una estructura quimica y un modo de accién dnicos, son de
importancia alta, tienen un amplio espectro de actividad contra Gram positivos y presentan actividad
“in vitro” contra algunos Gram negativos [159]. Se utilizan principalmente para tratar el impétigo
causado por Staphylococcus aurens 'y Streptococcus pyogenes; sin embargo, ya se ha reportado la existencia

de S. aureus resistente a la mupirocina (MUP) [159].

Las riminofenazinas (RPZ) son antibiéticos de importancia alta, para el tratamiento contra la lepra
lepromatosa resistente a la dapsona y la lepra lepromatosa complicada con eritema nodoso leproso.
Se utiliza en conjunto con otros compuestos como la dapsona. La clofazimina (CFZ) es un tinte
antimicrobiano que produce una decoloraciéon de la piel y fluidos corporales, tiene actividad “Ir
Vitro” contra micobacterias como Mycobacterium tuberculosis; sin embargo, se considera un tratamiento
ineficaz en comparacién con los tratamientos clasicos contra la tuberculosis, como rifampicina (RIF)
e isoniazida (INH). Después de una dosis de 300 mg, la concentraciéon en la orina y heces es

insignificante [160].

El 4cido fusidico (FUS) también hace parte de los antibiéticos de importancia alta [96, 97, 118], es
de uso topico y se utiliza para prevenir y tratar las infecciones cutaneas. Tiene actividad contra Gram
positivos y es ampliamente utilizado en Europa. Se ha reportado la resistencia de S. aureus a este

compuesto [161].

Las sulfonamidas son antibiéticos también considerados de importancia alta [96, 97, 118], son de
amplio espectro utilizados para el tratamiento de enfermedades infecciosas tanto en humanos como
en animales (en conjunto con otros compuestos). Anteriormente, estos antibidticos eran
ampliamente utilizados en humanos; pero, por sus efectos adversos y por la aparicion de bacterias
resistentes, su uso se ha restringido. Sin embargo, son ampliamente utilizados en ganado porcino y
bovino. La principal ruta de liberaciéon de estos antibiéticos al medio ambiente es en las aguas
residuales de granjas y se ha detectado la presencia de esta clase de compuestos en efluentes de
plantas de tratamiento, aguas superficiales y subterraneas. Igualmente, se han identificado los genes

que confieren resistencia a estos antibiéticos [162, 163].

Las tetraciclinas (TE), se consideran de importancia alta, son unas de las clases principales de

antibioticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas en humanos y en ganaderfa. Son
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antibiéticos de amplio espectro y bajo costo. Debido a su naturaleza hidrofilica, mas del 75 % de
una dosis puede ser excretada al medio ambiente sin cambios estructurales [164]. Se ha reportado la
presencia de estos antibiéticos en aguas y lodos; las tetraciclinas (TE) pueden combinarse con
cationes (Ca®” Mg*" y Cu®"), por lo que se han encontrado con frecuencia en diversos medios
acuaticos [165]. Se han identificado 65 genes de resistencia a tetraciclinas (TE) de primera y segunda
generacion, estos genes estin ampliamente distribuidos entre 130 especies de microorganismos

Gram negativos y Gram positivos, incluyendo Mycobacterium spp., y Streptonzyces spp., [160].

2.2.1. Uso de los antibidticos en ganaderia

Los antibiéticos son ampliamente utilizados en la industria ganadera para la prevencién y tratamiento
de enfermedades causadas por bacterias, permitiendo asi un crecimiento saludable con menor
mortalidad y morbilidad de los animales. El uso de estos antibidticos ocurre especialmente en las
principales fuentes de carnes; cerdos, bovinos, aves de corral y en acuicultura [43, 167]. Los
ganaderos utilizan antibiéticos con fines metafildcticos, profilacticos y para la promociéon del
crecimiento. De acuerdo con el reglamento sobre medicamentos en animales de la Unién Europea,
la metafilaxis hace referencia a la administraciéon de un medicamento a un grupo de animales,
presumiblemente infectados o susceptibles a enfermarse, con el fin de tratar a los animales
clinicamente enfermos y controlar la transmisiéon de la enfermedad entre animales que estan en
contacto cercano. Mientras que la profilaxis hace referencia a la administraciéon de un medicamento
a un grupo de animales antes de existir signos clinicos de una enfermedad con el fin de evitar su
aparicion [168]. Igualmente, los antibidticos también son utilizados como promotores del
crecimiento; por medio de la destruccién de la microbiota intestinal se logra mayor asimilacion del
alimento consumido y por tanto aumento en la masa muscular del ganado en menor tiempo; sin

embargo, esta practica ha sido prohibida en algunos paises [48].

El ganado a nivel mundial representa el 34 % del suministro de proteinas alimentarias. En 2019,
China fue el mayor consumidor de carne de vacuna, aves de corral y cerdo (71.338 mil toneladas),
seguido de la region europea (39.862 mil toneladas), Estados Unidos (39.225 mil toneladas), Brasil
(20.956 mil toneladas) y Rusia (9.894 mil toneladas). Se ha estimado que en 2019 se consumieron
261,906 millones de toneladas de carne (vacuno, cerdo y pollo) en todo el mundo

(https://comecarne.org acceso 12 abril 2022). En Colombia, para el afio 2020, habia 28.245.262

cabezas de ganado bovino, 221.011 cabezas de cerdo y 463.113 cabezas de aves de corral
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2016/censo-2018.aspx acceso 12 abril 2022). De acuerdo con un reporte de la Food and Drug

Administration entre el 2009 y el 2018 la cantidad anual de antibiéticos utilizados en animales
alcanzé valores de 8,000,000 Kg, siendo las tetraciclinas (TE) las mas utilizadas [44]. Se ha estimado
que el consumo mundial de antimicrobianos para uso en animales destinados a la alimentacion

ascendio 63151 toneladas

production/en/).

2.2.1.1. Uso de los antibiéticos en la ganaderia vs. enfermedades de transmision
alimentaria (ETA)

Segun la OMS, las enfermedades transmitidas por los alimentos (ET'A) se transmiten normalmente
a través de la ingestién de alimentos contaminados. Las ETAs comprenden un amplio grupo de
enfermedades causadas por patégenos microbianos, parasitos, contaminantes quimicos o
biotoxinas [169]. La gravedad de estas enfermedades en los seres humanos varfa de sintomas leves
a graves, que requieren un tratamiento de por vida. Se ha estimado que, en los paises
industrializados, mas del 10 % de la poblacién podria sufrir una enfermedad asociada a la ingestion
de alimentos contaminados [170]. Uno de los aspectos que aumentan la gravedad de las ETAs es
la presencia de microorganismos resistentes a los antibiéticos, lo que lleva al fracaso del
tratamiento en el ser humano. Esta resistencia esta directamente asociada al uso de antimicrobianos
para profilaxis, metafilaxis o como factores de crecimiento en el ganado destinado a fuente de

carne, huevos o leche [171].

En la produccién de alimentos provenientes de animales, el uso de antibiéticos ha aumentado; por
ejemplo, en 2010 se utilizaron 63.151 toneladas de antibiéticos en la producciéon ganadera, y se ha

estimado que habra un aumento del 67 % para 2030 [172].

El escenario tiende a empeorar con el estiércol utilizado como abono para los cultivos, esto
incrementa la diseminacién de bacterias y genes de resistencia a los antibioticos. Las bacterias
diseminadas y los genes de resistencia tendran contacto con el microbioma del suelo, lo que podria
conducir a la pérdida de biomasa y a la reduccién de la actividad de nitrificacion, desnitrificacion
y respiracion, asi como al deterioro de la actividad enzimatica como las deshidrogenasas (E. C.
1.1.-), fosfatasas (C.E. 3.1.3.-), fenoloxidasa (C.E. 1.10.3.), monooxigenasa de amonio (C.E.

1.14.99.39) y ureasas (C.E. 3.5.1.5), consideradas importantes indicadores de la actividad del suelo.
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La cantidad exacta de uso de antibiéticos en la produccién animal es dificil de definir; sin embargo,

es mayor que el uso hospitalario [172, 173].

La entrada de patégenos en la cadena de suministro de carne se produce en cualquier etapa de la
produccion (cria, procesamiento, distribucion, venta, manipulacién y preparacion) [174]; algunos
autores han descrito la etapa de sacrificio, especificamente durante la eliminaciéon del tracto
gastrointestinal o del contenido intestinal, como la principal fuente de diseminacién de patdégenos
por contaminacién cruzada a través de equipos, utensilios y personal [174-178], aumentando el
riesgo de contaminacion en la linea de produccién, teniendo en cuenta la capacidad de algunos de

los microorganismos (Enterobacterias) de generar biopeliculas [179].

La entrada de antibiéticos en la cadena de suministro de carne se produce en las operaciones de
alimentacion, donde los concentrados contienen antibiéticos utilizados como promotores del
crecimiento. Sin embargo, algunos paises de la UE han prohibido (desde 2006) el uso de
antibiéticos como promotores del crecimiento porque se aplican para la profilaxis o metafilaxis

(172, 173].

Por otro lado, en la etapa de procesamiento de la carne, las resistencias antimicrobianas se
transmiten a través de la entrada de alimentos contaminados con microorganismos resistentes o a
través del entorno de procesamiento de los alimentos. Microorganismos como Salmonella spp., y
Listeria monocytogenes son dos de los agentes bacterianos mas importantes en la ETAs. Salmonella
spp., uno de los patégenos transmitidos durante el sacrificio del ganado, es el agente causante de
la salmonelosis, una enfermedad con alta tasa de morbilidad tanto en los paises industrializados
como en los paises en vias de desarrollo; causando enterocolitis aguda con dolor abdominal, diarrea
con o sin sangre, nauseas y vomitos [179-181]. La transmisiéon de Salmonela no tifoidea al ser
humano puede producirse de forma zoondtica por contacto con materia fecal de animales

portadores o por consumo de alimentos contaminados [179-183].

Por otro lado, L. monocytogenes es uno de los patoégenos transmitidos durante la produccion de
alimentos procesados y es el agente causante de la listeriosis, una enfermedad invasiva; por tanto,
necesita atravesar la barrera intestinal para acceder a los 6rganos internos, la entrada se produce a
través de las placas de Peyer por las células M. Posteriormente, la bacteria pasa al higado y puede

desarrollar una hepatitis granulomatosa, debido a la invasiéon de los hepatocitos. La bacteria se
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internaliza y en algunos casos, hay proliferacion intracelular y diseminacién a otros tejidos, con

tropismo por el Sistema Nervioso Central (SNC) y por el ttero gravido [184-188].

En los pafses en vias de desarrollo, la principal via de contaminacién es el consumo de vegetales
contaminados, el agua contaminada y el contacto humano-humano, mientras que, en los paises
industrializados, la principal via de contaminacion esta relacionada con la ingestién de productos

alimenticios de origen animal contaminados, especialmente carne y huevos [179, 181].

El consumidor final de alimentos entra en contacto con microorganismos resistentes a los
antibiéticos presentes productos carnicos, lacteos y vegetales listos para el consumo [189]. El
contacto con microorganismos portadores de genes de resistencia genera dos posibles escenarios:
7) la modificacién del microbioma intestinal [173], 7) un peligro potencial en la medicina humana
debido a la incapacidad de gestionar las infecciones en la poblaciéon general, dando lugar a
tratamientos prolongados con antibiéticos de amplio espectro, generando un bucle constante entre

las resistencias que pasan al medio ambiente y la poblaciéon [172, 173].

2.2.1.2. Residuos de la industria ganadera

De acuerdo con el departamento de agricultura de los Estados Unidos de América (USA) los
animales confinados para la produccién de alimento producen aproximadamente 335 millones de
toneladas de residuos por afo, superando 40 veces la masa de biosolidos producida por los humanos
[43]. La mayor parte de los antibiéticos suministrados al animal no son absorbidos por el intestino,
lo que resulta en la excreta; la mayorfa de los antibidticos son hidrosolubles, lo que facilita que el 90
% de la dosis sea excretada en la orina, mientras que aproximadamente el 75 % del antibidtico es

excretado en las heces [45].

La principal causa de resistencia bacteriana a los antibiéticos es la eliminacién de estos en los
desechos del ganado en suelos, aguas subterraneas y superficiales, atmosfera y cultivos [43, 190]. Al
realizar la disposicion de los residuos ganaderos, los antibiéticos presentes en las heces suelen
descomponerse debido a reacciones de oxido-reduccién, hidrélisis, biodegradacion y
fotodegradacion; lo que hace que se reduzca la concentracion del antibiético y por ende, su habilidad
de matar las bacterias [190]; esto genera un grave problema, ya que la exposicion bacteriana a
concentraciones subletales de los antimicrobianos favorece la adaptacién y la proliferacion de
bacterias con fenotipos multirresistentes. A causa de la rapida reproduccién bacteriana, esta

resistencia puede expresarse con mayor facilidad. Igualmente, los antibiéticos son bioactivos, por
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tanto, un porcentaje importante de antibiéticos es excretado al medio ambiente en formas activas

[45].

Las bacterias son capaces de desarrollar resistencia a antibioticos a través de diferentes mecanismos;
por medio de adaptacion fisioldgica, las bacterias son capaces de desarrollar cambios en las bombas
de transporte de membrana (porinas), excluyendo agentes nocivos; sin embargo, este mecanismo es
limitado [43]. Otro mecanismo son las mutaciones, estas pueden alterar o eliminar el punto de uniéon
(blanco) del antibiético [191], igualmente las mutaciones pueden regular la produccién de enzimas
que inactivan el agente microbiano; por ejemplo, las B-lactamasas (E.C. 3.5.2.6), son capaces de
desactivar el anillo B-lactamico, que hace parte de la estructura de los antibiéticos B-lactimico (Tabla
1). Estas enzimas rompen el puente amida del anillo y ocurre la generacién de derivados acidos que
no tienen propiedades antibacterianas; evitando que los antibidticos se unan a las proteinas

transportadoras bacterianas [192].

Los genes de resistencia pueden ser compartidos entre bacterias por medio de tres mecanismos
diferentes (transformacién, conjugaciéon y transduccion) transfiriendo asf, la resistencia entre
bacterias patégenas y no patogenas. Esta transferencia se denomina evoluciéon o transferencia
horizontal y puede ocurrir entre bacterias de diferente género. También, la transferencia vertical se

produce durante la division celular a través de la transmision de material genético de la célula madre

a la hija [193].

La conjugacién es uno de los mecanismos mas efectivos para la transferencia de material genético y
es considerada una de las mayores razones de la resistencia a antibidticos. La conjugaciéon ocurre
mayoritariamente en bacterias Gram negativas y en menor proporcion en bacterias Gram positivas
[194, 195]. Durante la conjugaciéon en Gram negativas, una bacteria donadora transfiere un plasmido
que contiene genes de resistencia a una bacteria receptora a través del pili [195, 196], mientras que,
en Gram positivas las células receptoras excretan un péptido inductor denominado feromonas o
autoinductores. Cuando se alcanza un determinado nivel de concentraciéon del péptido, la célula
donante activa la transcripciéon de los genes relacionados con la producciéon de sustancias de
agregacion, incluidas las adhesinas y las proteinas de acoplamiento. La célula donante se une a la

célula receptora, que genera un canal para transferir el material genético [197].
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Por otra parte, durante la transduccion, los genes de resistencia son transferidos de una bacteria a
otra mediante bacteriéfagos. La transformacioén en cambio, ocurre cuando una bacteria incorpora
DNA del ambiente, durante el estado de competencia que se genera durante el crecimiento celular
[191]. También, los elementos genéticos moéviles como plasmidos, transposones, integrones y los

bacteri6fagos son responsables del 95 % de la resistencia antibiéticos [43].

La resistencia bacteriana a antibidticos implica el fracaso en los tratamientos contra las infecciones;
latencia de los procesos infecciosos, progresion de la enfermedad a procesos crénicos, transmision
de la infeccién a otros animales, brotes, pérdidas econdmicas e incluso reacciones adversas a los
antibiéticos [48]. En muchas ocasiones los cultivos agricolas de consumo humano son fertilizados
con heces de animales y regados con fuentes hidricas contaminadas con antibiéticos, ocasionando
la diseminacién de cepas resistentes a humanos y animales. Esta diseminacién genera un problema

de salud publica, ya que las opciones de tratamientos contra bacterias patégenas son limitadas [49].

Por otra parte, los antibiéticos se utilizan en la agricultura para combatir enfermedades, como
biocidas en la produccién de cultivos y frutas. El uso de antibiéticos en los cultivos no esta
ampliamente documentado; sin embargo, el uso de antibidticos en esta area es mas problematico
para el medio ambiente, ya que las toneladas de estreptomicina (STR) utilizadas para los cultivos
pueden llegar a ser 292 toneladas, frente a las 6,3 toneladas utilizadas anualmente para la medicina

estadounidense [198].

En los dltimos 20 afos se ha documentado la presencia de antibiéticos en diferentes fuentes
hidricas; aguas superficiales, subterraneas y oceanicas [50, 199]. Ademas, las fuentes hidricas y los
alimentos contaminados con antibidticos pueden generar reacciones adversas o alergias en personas
hipersensibles [48]. Por ejemplo, se ha reportado la presencia de trazas de antibiéticos en leche sin
tratar; Ramirez et al., (2012) inyectaron seis antibioticos (oxitetraciclina (OXT), ceftiofur (CFT),
tilosina (TYL), oxacilina (OX), espiramicina (SP) y amoxicilina (AMC)), a 115 vacas, via
intramuscular e intramamaria, encontrando que en la leche del 65.2 % de los animales habia
oxitetraciclina (OXT) en el 58.8 % habia tilosina (TYL), en el 69.2 % habia espiramicina (SP) y en el

65 % encontraron trazas de amoxicilina (AMC) [200].

Por otra parte, la presencia de antibiéticos en aguas es un problema grave para los ecosistemas, Xu

etal, (2019) demostraron la toxicidad de la tetraciclina (TE) y de sus intermediarios de degradacion,
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la anhidrotetraciclina y el clorhidrato de epitetraciclina, en microalgas. A altas concentraciones de
tetraciclina (TE) (> 5 mg/L) la permeabilidad de las microalgas es afectada; también observaron
cambios estructurales en las células y el incremento de la actividad de especies reactivas de oxigeno

ROS), [201].

2.2.2. Uso de los antibidticos en humanos

La tasa de consumo por clase difiere entre los paises; segun el informe de seguimiento del consumo
de antibiéticos de la OMS, en el 2015, Mongolia fue el mayor consumidor de antibidticos entre los
paises de Asia oriental y sudoriental, alcanzando aproximadamente 65 dosis diarias definidas (ddd)
por cada 1000 habitantes. En este pais, el mayor consumo correspondio a las penicilinas y otros -
lactamicos. Otros pafses de la region de Asia Oriental y Sudoriental también participaron en la
vigilancia del consumo de antibiéticos: la Republica de Corea (27 ddd), Nueva Zelanda (23 ddd),
Japon (15 ddd), Filipinas (8 ddd) y Brunei Darussalam (5 ddd). Entre estos seis paises, la Amoxicilina
(AMC) fue el mas consumido [118]. Por otro lado, en China, el porcentaje de prescripciones en
humanos (entre el 41 y el 61 %) supera el umbral recomendado por la OMS (30 %). China se
considera el mayor consumidor mundial de antibiéticos para uso animal y humano; en 2011, el uso
anual de antibiéticos per capita fue de 138 g, superando diez veces el de Estados Unidos [202].
Algunos autores atribuyen este elevado consumo a diferentes factores: 7) la automedicacion, 7) la
gran proporcioén de pacientes que reciben una terapia combinada con multiples antibiéticos, 7) la
gestioén inadecuada de los antibidticos en los centros sanitarios y las farmacias (especialmente en las
zonas rurales), ) y la falta de comprensiéon y concienciacion del publico sobre el uso de los
antibiéticos [202, 203]. Los paises de Asia oriental y sudoriental se han esforzado por prevenir el
uso inadecuado de los antibiéticos y la resistencia a los mismos; sin embargo, siguen existiendo
algunas falencias, como la falta de directrices para la eliminacién de residuos de antibioticos, la falta

de normas medioambientales y la falta de bases de datos de seguimiento [203].

Los pafses pertenecientes a la regién del Mediterraneo Oriental también informaron del consumo
de antibiéticos; pafses como Iran, Jordania y Sudan reportaron 38, 8 y 35 ddd por cada 1000
habitantes, respectivamente. El mayor consumo en 2015 correspondié a las penicilinas, otros -
lactamicos, macrolidos y tetraciclinas (TE) [118]. También, paises africanos como la Republica Unida
de Tanzania, Costa de Marfil, Burundi y Burkina Faso notificaron un consumo de 27, 11, 4 y 14 ddd
por cada 1000 habitantes en 2015, respectivamente. En estos paises, las penicilinas, las tetraciclina

(TE)s, las sulfonamidas y las quinolonas fueron las mas consumidas [118].
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Los pafses del Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades pusieron en
marcha un sistema de vigilancia del consumo de antibiéticos en el sector primario y hospitalario.
Como resultado, desde 1997, 31 paises han notificado habitualmente los datos de consumo

expresados en ddd por 1000 habitantes. El mayor consumo ha sido de B-lactimicos, siendo las

penicilinas los principales antibiéticos consumidos (https://www.ecdc.europa.ecu/en/antimicrobial-

consumption/database/country-overview acceso 27 abril 2022). Algunos paises europeos también

participaron en el sistema de vigilancia de la OMS en 2015. Los informes de paises como Turquia
(37 ddd), Serbia (32 ddd), Grecia (28 ddd), Rumania (29 ddd), Montenegro (27 ddd), Italia (27 ddd),
Francia (26 ddd) y Bélgica (25 ddd) fueron los mas altos. Las penicilinas, otros B-lactamicos,

macrolidos y tetraciclinas (TE) fueron los mas consumidos [118].

Algunos paises de las Américas participaron en el informe de la OMS; Bolivia, Brasil, Canada, Costa
Rica, Paraguay y Peru reportaron un consumo de 19, 23, 17, 14, 18 y 11 ddd por cada 1000
habitantes, respectivamente, siendo las penicilinas las mas consumidas, seguidas de otros (-
lactamicos, macrolidos y quinolonas [118]. Estados Unidos cuenta con un sistema de vigilancia del
consumo de antibiéticos, con aproximadamente 200.000 recetas de antibiéticos dispensadas en

farmacias minoristas reportadas en 2020 [204].

En América Latina, la vigilancia y los registros de consumo de antibiéticos en humanos son escasos.
En Colombia, existen algunas instituciones encargadas de la vigilancia y control del consumo
humano de antibidticos; el Instituto Nacional de Salud public6é un informe sobre el consumo de
antibiéticos en el ambito hospitalario entre 2013 y 2017; monitoreando antibidticos como
ceftriaxona (CRO), imipenem (IPM), meropenem (MEM), piperacilina-tazobactam (PIP-TZB),
vancomicina (VA) y ciprofloxacina (CIP). Siendo meropenem (MEM) y ciprofloxacina (CIP) los
mas consumidos [205]. Algunos estudios han implementado sistemas de vigilancia; Pallares et al.,
(2011) implementaron un programa para el uso regulado de antibiéticos en el Hospital Universitario
del Valle, logrando una reducciéon importante en el consumo de antibidticos en dos unidades de
cuidados intensivos (UCI) y en la infecciéon por microorganismos resistentes. En el estudio hubo
una reduccion significativa en el consumo de antibiéticos como ceftriaxona (CRO) (UCI-1 p = 0.015
y UCI-2 p = 0.018), cefepima (FEP) (UCI-1 p = 0.028 y UCI-2 p = 0.004), meropenem (MEM)
(UCI-1 p = 0.009 y UCI-2 p = 0.000), ciprofloxacina (CIP) (UCI-1 p = 0.027 y UCI-2 p = 0.018) y
vancomicina (VA) (UCI-1 y UCI-2 p = 0.018). Sin embargo, el uso de piperacilina-tazobactam (PIP-
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TZB) aument6 en ambas UCIL. Ademas, se redujo la incidencia de infecciones por E. /i y K.
pnenmoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido (UCI-1 = 83 % y UCI-2 = 78 %)),
también las infecciones por P. aeruginosa resistente a ciprofloxacina (CIP) (UCI-1 = 87 % y UCI-2 =

82 %) y las cefalosporinas de cuatta generacién (UCI-1 83 %/UCI-2 76 %) [206].

Villalobos et al., (2013) implementaron un sistema de vigilancia en 10 instituciones de salud de
Antioquia, Valle del Cauca y Bogota. El mayor consumo en las UCI fue de antibiéticos Meropenem
(MEM) y se observé una alta resistencia de la familia Enterobacteriaceae a las cefalosporinas de
tercera generacion (> 25.6%), y un alto porcentaje de cepas de Staphylococcus anrens resistentes a
meticilina (ME) [207]. A pesar de los sistemas de vigilancia, el alcance de estos estudios es limitado
y no existe un registro nacional de consumo de antibiéticos en humanos. Al igual que en los animales,
en el ser humano los antibiéticos no se metabolizan completamente, y ciertas cantidades se excretan
al medio ambiente a través de la orina y las heces, contaminando las fuentes de agua. Las principales
fuentes de contaminacién humana por antibiéticos son los residuos de las empresas farmacéuticas,

las residencias de para adultos mayores y aguas residuales de los hospitales [208-210].

2.2.3. Presencia de antibioticos en aguas residuales

En los ultimos anos se ha documentado la presencia de antibiéticos en diferentes fuentes hidricas;
aguas superficiales, subterraneas y oceanicas [50, 199]. Los reportes sobre el estado de contaminacion,
los riesgos por la presencia de antibiéticos en el medio ambiente, la disposicién de antibiéticos y la
prevalencia de bacterias resistentes procedentes de diferentes sectores (acuicultura y ganaderia, aguas
residuales y plantas de tratamiento) ha venido en aumento gradual [211]. Hoy en dia, los antibiéticos

son el segundo grupo de farmacos que se encuentran en aguas residuales en todo el mundo [42].

La presencia de antibiéticos en el ambiente varfa por region, por ejemplo, los antibiéticos orales y
parenterales que representan al menos el 75 % del consumo total de antibi6ticos en Africa son las
penicilinas (amoxicilina (AMC)), cefalosporinas (ceftriaxona (CRO)), quinolonas (ciprofloxacina
CIP), sulfonamidas (sulfametoxazol (SMX) y trimetoprim (SXT)), tetraciclinas (TE) (doxicilina (Do))
y nitroimidazol (metronidazol (MNZ)), [212].

En China, por ejemplo, se han realizado numerosos estudios sobre la presencia de antibiéticos en
medios acuaticos. China es considerado el mayor productor, exportador y consumidor de antibiéticos
de uso animal y humano a nivel mundial [211]. Mas de 90 antibidticos pertenecientes a las principales

clases (sulfonamidas, fluoroquinolonas, tetraciclinas (TE), macrélidos y [B-lactimicos) se
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monitorearon durante los afios 2005 a 2016 y se detectaron concentraciones entre 0.1 y 1000 ng 1.

[213]. Igualmente, otros estudios han reportado la presencia de estas clases de antibiéticos en medios

acuaticos de China. La concentraciéon reportada entre estudios varfa desde 1 pg L' to 100 ng L

[211].

Yang et al., (2004) determinaron la concentraciéon de macrélidos (eritromicina (E), roxitromicina
(RXT) y tilosina (TYL) en matrices de aguas naturales y residuales. La concentracién (ug L") de estos
macroélidos en aguas superficiales fue de 93.6 = 8.6, 92.1 + 10.0 y 94.3 £ 8.9 % para eritromicina (E),
roxitromicina (RXT) y tilosina (TYL) respectivamente. En el afluente de una planta de tratamiento
de aguas residuales la recuperacion (ug L") fue de 84.8 + 14.0, 83.2 + 13.1 y 86.1 + 13.4 % para

eritromicina (E), roxitromicina (RXT) y tilosina (TYL) respectivamente [214].

Por otra parte, Lien et al., (2016) determinaron la concentraciéon de antibiéticos en aguas residuales
provenientes de un hospital urbano en Vietnam antes y después del tratamiento de estas durante un
periodo de un afio. Se encontraron altas concentraciones de antibiéticos como la ciprofloxacina
(CIP), antes del tratamiento (171.8 ug L") y después del tratamiento (71.1 pg L"). Igualmente, el
metronidazol (MNZ) se detecté también en altas concentraciones antes y después del tratamiento
(328.2 y 133.5 pg L' respectivamente). Otros antibidticos fueron detectados antes y después del
tratamiento, como el sulfametoxazol (SMX) (87.2 y 26.5 ug L' respectivamente) la ofloxacina (OFL)
(212.2 y 45.1 pg L' respectivamente), la espiramicina (SP) (18.1 y 3.7 ug L' respectivamente) y el
trimetoprim (SXT) (2.7 y 1.3 pug L respectivamente) [215].

Por otra parte, en las Américas, del 2016 al 2018 prevalecié el consumo de amoxicilina (AMC),
azitromicina (AZM), amikacina (AN), cefalexina (CN), ceftriaxona (CRO), cefazolina (CZ),
cefotaxima (CTX), cefepime (FEP), ciprofloxacina (CIP), nitrofurantoina (FM), el sulfametoxazol
(SMX), trimetoprim (SXT), claritromicina (CLR), dicloxacina (DX), bencil-penicilina (PG),
clindamicina (CM), gentamicina (GM) y oxacilina (OX) [212].

En Colombia los antibiéticos de mayor consumo humano son los B-lactimicos, principalmente las
penicilinas, como Amoxicilina (AMC) (el mas consumido por automedicacién), ampicilina (AM), y
dicloxacina (DX), algunas cefalosporinas (cefalexina (CN), ceftriaxona (CRO) y la cefradina (BAN)),
igualmente, las fluoroquinolonas (ciprofloxacina (CIP)). También se ha reportado tetraciclina (TE)s

(doxiciclina (DO)) y macrolidos (azitromicina (AZM)) [216]. La mayor concentracion de antibiéticos
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en Colombia se ha reportado en aguas hospitalarias, seguidas por aguas residuales municipales y
ambientes acuaticos naturales. Antibiéticos como ciprofloxacina (CIP), Azitromicina (AZM) y

sulfametoxazol (SMX) son encontrados frecuentemente en aguas residuales colombianas [216].

También, se ha reportado la presencia de patdgenos resistentes (a nivel mundial) en aguas y en
ambientes clinicos (nosocomiales); bacterias Gram negativas como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pnenmoniae y Acinetobacter banmanni productores de B-lactamasas y carbapenemasas
y bacterias Gram positivas como Staphylococcus aurens, resistente a meticilina (ME), o Enterococcus sp.,

resistentes a vancomicina (VA) [118].

2.2.4. Problematica global de la resistencia a antibi6ticos

La WHO ha reconocido la resistencia a los antibiéticos como una amenaza de salud publica, ya que
estos compuestos son cada vez mas ineficientes en el tratamiento de enfermedades infecciosas,
También el desarrollo clinico de nuevos antimicrobianos esta estancado. Entre los afios 2010 y 2015,
la FDA (Food and Drug Administration) aprobé el uso de 8 nuevos antibiéticos (ceftarolina (CPT),
fidaxomicina (FDX), bedaquilina (BQ), dalbavancina (DAL), tedizolid (TZD), oritavancina (ORI),
ceftolozane-tazobactam (C/T) y ceftazidima-avibactam (CZA)) [217]. En 2018 y 2019, se aprobaron
s6lo 9/107 (8.4 %) de los farmacos introducidos [218]. La WHO ha manifestado que, se necesita con
urgencia nuevos compuestos para el tratamiento de enfermedades infecciosas; sin embargo, sin un
mejor control de la autoridad y responsabilidad en la forma de uso, los nuevos antibiéticos podrian
ser ineficaces. Segin un informe de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), el
nimero de medicamentos antimicrobianos (médicamente relevantes) aprobados para su uso en
animales productores de alimentos y comercializados activamente desde 2011 hasta 2020 en los
Estados Unidos de América oscil6 entre 6.002.056 y 9.702.943 Kg totales anuales, con una notable
reduccion en 2018, 2019 y 2020 (6.032.298; 6.189.260 y 6.002.056 Kg respectivamente). Por otro
lado, el uso de medicamentos antimicrobianos (sin relevancia médica) oscilé entre 4,447,420 y
5,882,221 Kg totales anuales, también con una disminucién importante en los ultimos tres afios
(5,530,784; 5,279,098; 4,447,420 Kg, respectivamente), lo que demuestra el gran esfuerzo realizado

para controlar el uso de estas moléculas [44].

Segun la WHO, las principales causas de la resistencia a los antibiéticos son: su uso indebido y
excesivo, explotaciones agricolas, falta de acceso a agua limpia, falta de condiciones de higiene tanto
en animales como en humanos, medidas deficientes en centros de atencién de salud, acceso limitado

a medicamentos, incumplimiento de la legislacion y falta de conocimientos. Esta situacion se hace
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mas critica en regiones marginadas, pobres y con crisis sanitarias. Las tasas de resistencia a los
antibiéticos han aumentado, hasta el punto de que las infecciones causadas por los patégenos
resistentes han sido tratadas con farmacos de ultimo recurso, que podrian ser menos eficaces, menos
seguros y mas costosos; en muchas ocasiones, estos firmacos son limitados y se encuentran

unicamente en paises en desarrollo [118, 217].

En el 2015 la WHO propicié una colaboracién global para estandarizar la vigilancia de la resistencia
a los antimicrobianos, el “Global Antimicrobial Resistance Survaillance Syate” (GLASS),
organizacion en la que participan diferentes pafses con el fin de producir datos fiables y completos,
que permitieron la evaluacion de las tendencias de la resistencia antibacteriana entre los afios 2015y
2019. Los paises proporcionaron datos de patégenos aislados a partir de muestras de sangre, orina,
heces, cuello uterino y uretra. Los patgenos resistentes reportados con mayor frecuencia fueron E.

coli, K. pnenmoniae, S. anreus, S. pnenmoniae, Salmonella spp., N. gonorrhoeae y Shigella spp., [118].

En el 2017, la WHO publicé la lista de “patégenos prioritarios” resistentes a antibiéticos, con el fin
de guiar y promover la investigaciéon para combatir esta problematica mundial. Se incluyen 12
géneros de bacterias clasificadas en prioridad critica, alta y media. Entre los patégenos de prioridad
critica se incluyeron Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aernginosa y Enterobacteriaceas, resistentes a
los carbapenémicos y productoras de ESB. Segun la OPS (Organizacion Panamericana de la Salud),
estos microorganismos son peligrosos en hospitales, residencias para adultos mayores y pacientes
que utilizan dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. También, causan infecciones
que comprometen sangre y pulmones, vias urinarias, heridas quirdrgicas y puede causar
enfermedades nosocomiales, también, se asocian con elevada mortalidad. La categorfa de alta
prioridad incluye patdégenos como Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VA), Staphylococcus
anreus resistente a meticilina (ME) y a vancomicina (VA), Helicobacter pylori resistente a claritromicina
(CLR), Salmonella spp., resistente a las fluoroquinolonas y Neisseria gonorrhoeae resistente a las
cefalosporinas. La categoria de prioridad media incluye St#eprococcus pnenmoniae con sensibilidad
reducida a penicilina (P), Haemophilus influenza resistente a ampicilina (AM) y Shzgella spp., resistente

a las fluoroquinolonas.

En el 2018 se detectd aproximadamente medio millén de nuevos casos de tuberculosis causada por

Mycobacterinm tuberculosis resistente a la rifampicina (TBRR); segun la WHO, la TBMR requiere
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tratamientos mas prolongados, que son menos eficaces y mucho mas caros que los de la tuberculosis

no resistente [219].

2.2.5. Entidades regulatorias del uso de antibi6ticos

Internacionalmente, el uso de medicamentos es estrictamente regulado por entidades como; Food
and Drug Administration (FDA), United States Department of Agriculture (USDA) y la World
Health Organization (WHO). La FDA, es la agencia encargada de garantizar la seguridad y eficacia
de los medicamentos de uso humano y animal, previo a su aprobaciéon. Para la aprobaciéon de
farmacos de uso humano, inicialmente se deben realizar ensayos en animales para evaluar la toxicidad
del compuesto, posteriormente la empresa debe presentar a la FDA una solicitud de investigacion en
el cual presenta la composicion del compuesto, informaciéon de manufactura y un plan para la prueba
del farmaco en humanos. La FDA revisa que dentro de los planes de estudio no se ponga en riesgo
a los humanos. Posteriormente el medicamento entra en fase 1 en donde es ensayado en humanos
(entre 80 y 100 voluntarios). En esta etapa se evalia los efectos adversos y la farmacocinética.
Después, el farmaco entra en fase 2, en la cual, se estudia la efectividad del compuesto en personas
con ciertas enfermedades o condiciones. En la fase 3 el farmaco es probado en mas de 1000
voluntarios y se reune mas informacién acerca de la efectividad, dosis, seguridad y uso con
medicamentos concomitantes. La FDA revisa los datos clinicos y la informacién de su etiqueta. El
farmaco es aprobado si se demuestran mayores beneficios en lugar de riesgos y si se garantiza la
calidad del producto durante su fabricacion. Finalmente, la fase 4 corresponde al seguimiento del
farmaco post-marketing (https://www.drugwatch.com/fda/approval-

process/#:~:text=FD A %20Drug%2D Approval%e20Process, FD A%20post%2Dmarket%20safety

%20monitoring acceso 18 julio 2022).

Para la aprobaciéon de farmacos en animales, el fabricante debe realizar estudios de seguridad en
animales, efectividad, dosis y efectos adversos. Cuando se van a utilizar antibidticos en animales
productores de carne, el fabricante debe realizar estudios de seguridad alimentaria en humanos. El
objetivo de estos estudios es garantizar que el nivel de residuos del farmaco en los productos
alimenticios no perjudique a las personas. Se realizan estudios con diferentes dosis en las fuentes de
carne (bovinos, ovinos, cerdos, aves y peces), para detectar reacciones alérgicas, determinando asf el
“nivel sin efecto observable” (NOEL por sus siglas en inglés). Cuando la dosis adecuada es
determinada, se publica en el Cédigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos, con esto se
garantiza que los consumidores de carne ingieran una dosis de antibiético 100 o 1000 veces menor

que la dosis que demostréd no tener efectos sobre la salud [220].
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También, se realizan estudios para identificar problemas asociados al farmaco. La FDA evalaa estos
datos de seguridad farmacoldgica, toxicolégica y de eficacia para determinar la idoneidad del farmaco.
Una vez aprobados, la FDA, al igual que la USDA, controlan mediante programas de vigilancia activa
el cumplimiento de las regulaciones para garantizar la seguridad y el uso de los antibiéticos mediante
la recoleccién y el analisis de muestras; los tejidos se analizan con el fin de determinar si se supera la

dosis establecida. Si se determina una infraccion, se adoptan medidas correctivas [220].

Desafortunadamente las regulaciones nacionales e internacionales, no se cumplen a cabalidad. Varios
autores reportan el uso indebido e ilegal de antibiticos en ganado, favoreciendo el incremento de la
problematica mundial de resistencia bacteriana [221, 222]|. Oliveri Conti et al., (2015) determinaron
la presencia de compuestos como cloranfenicol (CHL), nitrofuranos, verde malaquita (VM) y cristal
violeta (CV) en el tejido muscular de peces. El cloranfenicol (CHL) y los nitrofuranos han sido
prohibidos en paises como U.SA., y China, debido a sus efectos adversos; sin embargo, todavia se
utilizan en acuicultura en paises de Asia y América Latina. También, compuestos como la verde
malaquita y el cristal violeta (CV) (agentes antifungicos y antiprotozoarios) han sido prohibidos ya

que son compuestos mutagénicos y carcinogénicos [223].

Zhang et al., (2021) determinaron las concentraciones de 16 antibiéticos en carne (musculos de
bovino y musculos, rifiones e higados de ovino). El 28.41 % de muestras no cumplieron las
especificaciones y superaron el limite maximo de residuos en 1.14 %. También identificaron el uso

ilegal de norfloxacina (NX, 27.27 %) [224].

En el 2007 se reportd que la presencia de antibidticos en comida para perros estaba relacionada con
la aparicién de enfermedades en estos animales, como el sindrome de Fanconi. Sheridan et al., (2014)
evaluaron la presencia de antibiéticos en comida para perros a base de cecina de pollo, y encontraron
6 antibidticos ilegales en aves (trimetoprim (SXT), tilmicosina (TMS), enrofloxacina (ENR),

sulfaclozina y sulfametoxazol (SMX)) en concentraciones supetiores a 2800 ng g [225].

Por otra parte, Garcia et al., (2020) verificaron la facilidad con que algunos antibiéticos veterinarios
(fluoroquinolonas, macrolidos, cefalosporinas de 3" y 4™ generacién, polimixinas y glicopéptidos)
pueden adquirirse online. En el estudio identificaron que el 50 % de los sitios web operaban en

América del Sur y el 65 % de los sitios web no exigfan prescripcion facultativa. También, el 57 % de
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los sitios web operaban en los Estados Unidos de América (U.S.A.) y el 55 % de ellos no exigfan una

prescripcion médica [220].

2.2.5.1. Entidades regulatorias del uso de antibiéticos en Colombia

En Colombia existen diferentes entidades regulatorias que controlan el uso de antibiéticos tanto en
humanos como en animales. El Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) entre otras funciones, se
encarga de aprobar el uso de medicamentos en animales. También, el Instituto Nacional de Vigilancia

de Medicamentos y Alimentos INVIMA), aprueba el uso de farmacos para uso humano.

Para un adecuado uso de medicamentos, se han expedido diferentes resoluciones de acuerdo con las
Buenas Practicas en el uso de Medicamentos Veterinarios (BPMV). En estas resoluciones se
especifican los limites maximos para residuos de antibiéticos (ug kg') y otros medicamentos de uso
veterinario, en los alimentos de origen animal destinados a consumo humano [227]. También, existe
una regulacién que controla el uso de sustancias antimicrobianas como promotores del crecimiento
o mejoradores de la eficiencia alimentaria. Esta regulacién prohibe el uso de antimicrobianos como
promotores de crecimiento utilizados con fines terapéuticos en medicina humana o en animales.
También, permite el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento si el compuesto no se

absorbe a nivel tracto gastro intestinal [228].

2.2.6. Degradacion de antibi6ticos

2.2.6.1. Panorama de la degradacién de los antibiéticos

Los antibidticos son ionizables y pueden estar en el medio ambiente como especies neutras o cargadas
(negativas o positivas). Estas especies tienen diferentes propiedades quimicas y, por tanto, diferentes
mecanismos de sorcion y degradacion en el suelo [229]. Varios factores bidticos y abiéticos influyen
en la tasa de degradacion de estos compuestos, por lo que cada uno puede tener una vida media
diferente en el suelo, que oscila entre < 1y 3.466 dias [230, 231]. La hidrélisis enzimatica es una de
las vias de degradaciéon abidtica mas frecuentes. Los B-lactamicos son mas susceptibles a esta
degradacion que los macrolidos o las sulfonamidas, mientras que las quinolonas y las tetraciclinas
(TE) son susceptibles a la fotodegradacion. Estas diferencias dependen de la estructura quimica de

cada clase de antibidticos [231].

Se han estudiado varias técnicas para implementar la degradacion y mineralizacion de los antibiéticos
y reducir su impacto ambiental [232]; estrategias que han estado enfocadas en disefio de procesos

fisicos, quimicos y biologicos para la degradacion [232-238]. Los métodos fisico-quimicos incluyen

60



procesos como la sedimentacion, la filtracién y la oxidacién utilizando compuestos quimicos, la luz
UV o Vis, sonido, ¢ iones. Los métodos bioldgicos incluyen procesos de degradacién con
> > y

microorganismos y/o sus enzimas [233-235].

Desafortunadamente muchas de las plantas de tratamiento convencionales de aguas a nivel mundial
no estan disefadas para la eliminacién de microcontaminates altamente polares como los antibiéticos
[233]. Estas plantas usualmente utilizan métodos como la filtracion para la eliminacién de los sélidos
de mayor tamafio, las aguas residuales pasan a través de un medio granular como arena, carbén, tierra
de diatomeas o carbon activado. Posteriormente, los sélidos mas pequefios son eliminados por
mecanismos como la retenciéon de particulas por atraccion electroestatica, o la adsorcién. Estos
residuos no son degradados y se concentran en una fase sélida, generando un nuevo residuo. En
algunas ocasiones, estos lodos con concentraciones de antibidticos que oscilan desde ng Kg' hasta
100 mg Kg' son utilizados como fertilizantes, lo que indica que el problema no se ha resuelto, sino
que desplaza los contaminantes a otros ambientes [230]. También, se utiliza la sedimentacioén para la
eliminacién de sélidos suspendidos, para lo cual, se utilizan compuestos quimicos como la cal (Cao)
alumbre (KAI(SO4) 2.12H,0O) o la sal de hierro (FeSOy), que facilitan la precipitacion de los sélidos
y su posterior eliminacion [233]. Ademas, las plantas de tratamiento de aguas convencionales utilizan
procesos de oxidacion para la eliminacién de materia organica. Los compuestos clorados son
utilizados frecuentemente en plantas de tratamiento de agua potable como desinfectantes o como
agentes oxidantes. Sin embargo, se ha demostrado que la reaccién del cloro con los anillos
aromaticos, las aminas neutras y los dobles enlaces generan compuestos halogenados, que pueden

ser cancerigenos [232, 234].

Para solucionar lo anterior, se han propuesto procesos de oxidacion avanzada (POA) (procesos de
fotodegradaciéon con TiO,, utilizando semiconductores heterogéneos, fotodegradaciéon con
catalizadores semiconductores no basados en TiO,, y procesos de foto-Fenton o electro-Fenton).
Por otra parte, algunas plantas de tratamientos utilizan sistemas biolégicos (lodos activados
convencionales o biorreactor de membrana) para la degradacién de compuestos, especialmente en

tratamientos de efluentes industriales

2.2.6.2. Degradacion bioética de antibi6ticos

Varios autores han estudiado la biodegradacion de los antibioticos, Jiang et al., (2010) evaluaron la

degradacion de las cefalosporinas en el agua superficial y en los sedimentos del lago Xuanwu, China,

mostrando que la hidrdlisis abidtica (para cefradina (BAN), cefuroxima (CXM) y cefepima (FEP)) y
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la fotolisis directa (para ceftriaxona (CRO)) fueron los principales mecanismos de eliminacion de las
cefalosporinas en el agua superficial del lago; mientras que la biodegradacién aerdbica y anaerdbica

eliminé las cefalosporinas en el sedimento [239].

Por otra parte, la degradacion de antibidticos en el suelo depende de las caracteristicas fisicoquimicas
del mismo [230, 231]. Los antibiéticos se acumulan en las capas superiores del suelo, el cual actia
como sumidero, estos compuestos son transportados a aguas superficiales y luego filtrados a aguas
subterraneas. El transporte de los antibidticos depende de las propiedades quimicas de cada
antibiético y del suelo; el contenido de carbono organico en el suelo, el contenido de arcilla, la textura,
el pH y la fuerza iénica, pueden alterar el grado de sorcion [229, 240]. La sorcion de los antibidticos
en el suelo puede modificar su movilidad, su ecotoxicidad y su biodisponibilidad para la degradacion
microbiana; al tener una baja sorcién, existe mayor riesgo de lixiviacién y mayor riesgo de

contaminacion para las aguas subterraneas [229, 241].

Se han cuantificado diferentes clases de antibiéticos, como tetraciclina (TE)s, sulfonamidas y
macroélidos, en suelos, lodos y estiércol. En los lodos, por ejemplo, se han reportado concentraciones
de ciprofloxacina (CIP), norfloxacina (NX) y tilosina (T'YL) con un valor promedio superior a 1000
pg kg, Otros antibiéticos como la tetraciclina (TE) y la oxitetraciclina (OXT) fueron encontrados
en los lodos con concentraciones superiores a 10 pg kg de materia seca. También se ha identificado
la concentracion de antibidticos en el estiéreol, con valores entre 100 y 1000 pg kg de materia seca.
La aplicacion de estiérecol o lodos como abono puede facilitar la propagacion de bacterias resistentes
en el suelo, en particular de bacterias patégenas humanas. Sin embargo, también se ha informado la

degradacion microbiana de antibidticos [230, 240-246].

Lin & Gan (2011) estudiaron los suelos aridos en relacion con la capacidad de sorcion y la persistencia
del sulfametoxazol (SMX) y el trimetoprim (SXT). La sorcién de sulfametoxazol (SMX) fue minima
(Cs = 0.973 g kg, lo que indica un alto riesgo de lixiviacién, mientras que el trimetoprim (SXT)
mostré una sorcion de moderada a alta (&, = 7.4242 L kg"). La degradacion de los antibiéticos
depende de la actividad microbiana, el oxigeno en el suelo, el tipo de suelo y las caracteristicas del
antibiético [241]. Pan & Chu (2016) obtuvieron resultados similares; los antibiéticos pertenecientes
a las sulfonamidas presentaron una baja sorcién medida como coeficiente de adsorcion o distribucion
en el suelo (&, = 1.365 L kg), lo que implica un mayor riesgo para las aguas subterraneas. Por el

contrario, la tetraciclina (TE) obtuvo el mayor valor de sorcion (£, = 1.093 L kg''), lo que significaria
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un menor riesgo de contaminacion de las aguas subterrineas con los lixiviados. Ademis, los
antibioticos evaluados eran susceptibles de degradaciéon microbiana en condiciones aerdbicas y
anaerobicas. También mostraron que, a altas concentraciones de antibiticos, los procesos de

degradacion son mas lentos y su persistencia en el suelo es prolongada [229].

Microorganismos como Stenotrophomonas maltophilia, Sphingobacterium sp., Klebsiella sp., Bacillus sp.,
Shewanella sp.y Trichosporon mycotoxinivorans participan en la degradacion microbiana de las tetraciclinas
(TE)s. En el caso de Stenotrophomonas maltophilia se han propuesto varias rutas de degradacion; se han
identificado reacciones como la desnitrometilacion, la descarbonilacién y la desaminacion. También,
en la ruta de degradacion por Klebsiella sp., se incluyen reacciones de oxidacion, hidrolisis de apertura
del anillo, descarbonilacién, desaminacién y desmetilaciéon. Mientras que la via de degradacion por el
hongo Trichosporon mycotoxinivorans incluye reacciones de epimerizacion, deshidratacion y via de

transferencia de protones [242].

Sin embargo, Alexy et al., (2004) evaluaron la degradacion de antibidticos utilizando la técnica de la
botella cerrada, que contenfa un medio mineral, un inéculo, el antibiético y acetato de sodio. En estas
condiciones, demostraron que la amoxicilina (AMC), la bencilpenicilina (PG), la ceftriaxona (CRO),
la cefuroxima (CXM), la clortetraciclina (CTC), la clindamicina (CM) la eritromicina (E), el sulfato de
gentamicina (GM), el imipenem (IPM), la ofloxacina (OFL), y el sulfametoxazol (SMX), se
biodegradaron menos del 60 % en 28 dias. Los autores también afirman que es posible su eliminacién
del medio ambiente por otros mecanismos abiéticos como la temperatura (tratamiento térmico) y la

luz (fototratamiento) [2406].

Por otro lado, en un proceso de compostaje de lodos o estiércol, la eliminacién de antibiéticos puede
oscilar entre el 17 y el 100 % (230, 247]. El compostaje es una de las técnicas utilizadas para la
eliminacién de antibidticos y genes de resistencia en lodos o estiércol. La persistencia y la movilidad
de los antibiéticos en el compost dependen de sus propiedades quimicas, de su concentracion y de
las condiciones fisicoquimicas, incluyendo el pH, la temperatura, el carbono organico total (COT), el
nitrégeno total (NT), el fésforo total (PT) y el contenido de metales. Sin embargo, la eficiencia de
eliminacién de los antibidticos residuales, y de los genes de resistencia a los antibidticos, sigue siendo

muy baja [247].
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2.2.6.3. Oxidacién quimica “In Se¢tw’” (ISCO) de antibidticos

La oxidaciéon quimica “Iz Sitn” es una estrategia de eliminacién de diferentes compuestos, basada en
la adicién de compuestos quimicos oxidantes en el suelo y las aguas subterraneas para eliminar los
contaminantes organicos. Varios autores han estudiado la degradacion de antibiéticos basada en esta
estrategia: oxidacion de persulfato termoactivada [248], oxidacién de peroximonosulfato [249],
oxidacién con ozono [250], o proceso de oxidacién avanzada basado en el ozono [251]. Wu et al,,
(2020) utilizaron un soporte de activaciéon de peroximonosulfato (catalizadores de oxidacion
avanzados de jaulas amorfas de CoSx) para detectar la degradacion de tetraciclina (TE, 90 %) y
ciprofloxacina (CIP, 90 %). También identificaron los intermediarios y las posibles rutas de
degradacion tras la activaciéon con peroximonosulfato, en la que se formaron especies reactivas (SO,
O,y OH) que oxidaron la tetraciclina (TE) en reacciones como la desamidacion, la hidroxilacion y la
reaccioén de apertura del anillo. Los autores sugirieron que algunos productos intermediarios (SOs.-

/O2-/.OH) podrian mineralizarse (H,O y COy) [252].

Guo et al., (2013) utilizaron la oxidacién del peroximonosulfato (PMS) catalizada por CosO4 basada
en radicales de sulfato para la degradaciéon de amoxicilina (AMC). Este proceso se basa en la
generacion de radicales sulfatos a través de la activacion del peroximonosulfato (PMS) mediada por

el Co30.. Los autores observaron una disminuciéon de la demanda quimica de oxigeno (DQO) del

91,01 % [253].

2.2.6.4. Procesos fotocataliticos de oxidacion avanzada (POA) para la degradacion
heterogénea de antibio6ticos

Los POA son procesos oxidativos avanzados basados en la generacién de radicales hidroxilos (OH*)
altamente reactivos. Estos radicales provienen de agentes oxidantes como el peréxido de hidrégeno
(H20») o el ozono (Os), generalmente utilizando catalizadores como el didxido de titanio (TiO») y la
luz UV, lo que se conoce como catalisis heterogénea [254]. Varios autores informaron las tasas de
eliminacién de POA (> 90 %) para penicilinas, sulfonamidas, fenicoles, B-lactamicos, tetraciclinas y
fluoroquinolonas [255-259]. Sin embargo, la toxicidad puede no reducirse totalmente y algunos
productos intermediarios generados podrian ser mas toxicos que los compuestos originales [232, 260].
Por otro lado, los POAs combinados con tratamientos biolégicos (irradiacion gamma, irradiacion
ionizante integrada con lodos activados, un tratamiento biolégico combinado con floculacién y
ultrafiltracién) han mostrado altos rendimientos de eliminacion (cercanos al 100 %) de compuestos

toxicos y recalcitrantes [258, 261].
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2.2.6.5. Fotodegradacién de antibidticos utilizando semiconductores heterogéneos
basados en TiO,

La fotocatalisis mediante semiconductores es un POA fotocatalitico indirecto que utiliza electro-
dos de TiO; para las reacciones de oxidaciéon-reducciéon de compuestos organicos e inorganicos.
El TiO; no es toxico y tiene una alta actividad catalitica; sin embargo, su actividad catalitica es
atenuada por la irradiacion solar, por lo que se han aplicado otras técnicas de irradiacién como la

luz ultravioleta (UV), [254, 262].

Algunos autores han reportado tasas de eliminaciéon de antibidticos superiores al 80 %, bajo ciertas
condiciones especificas (intensidad de la radiaciéon, composicion, concentracion del material hibrido,
la matriz utilizada, pH y temperatura), en la degradacion de ciprofloxacina (CIP, 88 %), gatifloxacina
(GAT, 96 %), levofloxacina (LVX, 96 %), tetraciclina (TE, 83 %), penicilina (P, 90 %), sulfonamida
(SUL, 97 %), sulfametoxazol (SMX, 80 % de mineralizacién), ampicilina (AM, 98 %) y eritromicina
(E, 90 %) [254]. Otros han evaluado la degradacion de penicilinas (amoxicilina (AMC), ampicilina
(AM) y cloxacilina (CLO)) mediante fotocatalisis con TiO, y H,O», encontrando una degradacion del
100 % [263].

La degradacion de amoxicilina (AMX), ampicilina (AM) y cloxacilina (CLO) también se ha ensayado
utilizando fotocatalisis con ZnQO; los porcentajes de degradacion han sido superiores al 80 % en los
tres antibiéticos [264]. Zheng et al., (2018) utilizaron un nanocompuesto de carbono mesoporoso
grafitado (GMC)-TiO,, y reportaron una adsorcién de antibiéticos eficiente. Posteriormente, se
pusieron en contacto los fotocatalizadores y las especies reactivas (radical hidroxilo) para la
degradacién de los antibidticos. 15 mg L' de ciprofloxacina (CIP) fueron mineralizados

completamente (CO, y H,O) en 1,5 horas [265].

Abellan et al., (2009) mediante el uso de varias concentraciones de TiO, ensayaron la eliminaciéon de
sulfametoxazol (SMX) y trimetoprim (SXT); se observé una degradacion > 90 % para ambos
compuestos; las concentraciones 6ptimas fueron 1.0 y 0.5 g de TiO, L, respectivamente. También
observaron que el SMX redujo su contenido aromatico mientras que el SXT aumenté su contenido
aromatico durante las primeras tres horas debido a la formacién de dimeros; finalmente, el contenido

aromatico disminuyo [266].
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2.2.6.6. Fotodegradacion de antibiéticos utilizando catalizadores semiconductores no
basados en TiO,

Se han utilizado otros catalizadores distintos al TiO; para la eliminacién de antibiéticos; por ejemplo,
el material hibrido compuesto por nanoescamas de NiS y MoS; co-modificadas (g-C;N4-NiS-MoS,),
sintetizado por mezcla directa de nitruro de carbono grafitico con sales de niquel y tiourea. Las
tetraciclinas (TE) han sido los compuestos mas estudiados utilizando este catalizador, obteniendo
tasas de degradacion > 90 % [254]. Varios autores han evaluado diferentes materiales hibridos como
catalizadores para la degradacién de antibidticos y han demostrado que son sistemas eficientes;
utilizando el catalizador Ppy-BiOI se obtuvo una degradaciéon del 54 y 61 % para la Clortetraciclina
(CTC) y la tetraciclina (TE), respectivamente. El material hibrido CQDs-Bi,WOs degradé el 87 % de

la ciprofloxacina (CIP) en 120 min, [262, 267-273].

2.2.6.7. Foto-Fenton o electro-Fenton de eliminacion de antibi6ticos

Fenton es un proceso de oxidaciéon avanzado en el que se producen reacciones en cadena mediadas
por un catalizador no toéxico (Fe*"), un medio 4cido (pH = 2,8 - 3,0) y un oxidante (H>O.) para la
formacion de radicales hidroxilos (OH). Varios estudios abordan la degradacion de tetraciclina (TE),
norfloxacina (NX) y penicilina (P) utilizando este método, mostrando tasas de degradaciéon > 80 %
[254,274]. Sin embargo, la aplicacion practica a gran escala del proceso Fenton presenta inconvenientes
debido a la gran cantidad de lodos férricos que genera. Estos lodos sélidos se consideran un peligro
potencial debido a los residuos organicos adsorbidos de las aguas residuales tratadas. Por lo tanto, se
requiere un tratamiento especial y la eliminaciéon de los residuos solidos debe realizarse en lugares

especificos [242].

2.2.6.8. Degradacion de antibidticos en el agua mediante tratamiento con plasma

Otra técnica utilizada para la eliminacioén de antibidticos es la descarga de plasma de barrera dieléctrica
(DBD); esta técnica genera especies oxidantes: radicales (H, O, OH) y moléculas como H,O, y O3
para la eliminacién de contaminantes en el aire y el agua [274]. El tratamiento con plasma tiene una
fuerte capacidad oxidante, una alta eficiencia y facilidad experimental y no requiere reactivos
exdgenos. Magureanu et al., (2011) evaluaron la degradaciéon de amoxicilina (AMC, 100 %), oxacilina
(OX, 100 %) y ampicilina (AM, 100 %). La amoxicilina (AMC) se degrad6 después de 10 minutos,

mientras que la degradacion de los otros dos antibiéticos tomo alrededor de 20 a 30 minutos [275].

Kim et al., (2013) evaluaron la degradacion de lincomicina (LIN), ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina

(ENR), clortetraciclina (CTC), oxitetraciclina (OXT), sulfatiazol (STZ), sulfametoxazol (SMX) y
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trimetoprim (SXT). Los resultados indicaron que se degradan facilmente por plasma de descarga de
barrera dieléctrica; las tasas de degradacion fueron > 90 % pero dependiendo de la cantidad de energfa

suministrada, y de cada antibiético, se reporté una degradabilidad diferente [276].

Li et al, (2020) también ensayaron la degradaciéon de tetraciclina (TE), sulfadiazina (SD) y
ciprofloxacina (CIP) mediante plasma de descarga no térmica. Todos los antibiéticos mostraron
diferentes tasas de degradacion, y 20 minutos después del tratamiento con plasma a 19 Kv, se
encontraron eficiencias de degradacion de 93.3, 81.2 y 58.5 % para TE, SD y CIP, respectivamente.
La eficiencia de eliminacion y el rendimiento de mineralizacién de la tetraciclina (TE) fueron

relativamente mas altos que los otros antibiéticos [274].

Sarangapani et al., (2019) evaluaron la degradacion de ofloxacina (OFL) y ciprofloxacina (CIP) por
el método de plasma frio atmosférico. Dichos plasmas generan reacciones quimicas responsables de
la formacién de especies reactivas. La degradacion fue del 92 y 89 % para OFX y CIP,

respectivamente, reduciendo la actividad de ambos antibiéticos [277].

2.2.6.9. Degradacion catédica de antibiéticos

La degradacion catodica es una tecnologia emergente que tiene potencial en el tratamiento de aguas
residuales para la eliminaciéon de compuestos nitro, aromaticos, colorantes azoicos y compuestos
halogenados. Esta técnica proporciona electrones para la degradaciéon reductora de los
contaminantes, es respetuosa con el medio ambiente ya que no se necesitan productos quimicos,
requiere una aplicacion de bajo voltaje y es de bajo costo [278]. Kong et al., (2015) ensayaron la
degradacion de nitrofurazona (NFZ, 98.71 %), metronidazol (MNZ, 98.21 %), cloranfenicol (CHL,
99.86 %) y florfenicol (FLO, 99.72 %) utilizando un reactor electroquimico de doble camara. Los
diferentes potenciales catédicos aplicados generaron una alta eficiencia en la degradacién de los
antibiéticos. Finalmente, los autores concluyen que la reducciéon electroquimica es prometedora

como pretratamiento o tratamiento avanzado de aguas residuales que contienen antibiéticos [278].

2.2.6.10. Degradacion térmica de antibidticos

Varios autores han estudiado el efecto de diferentes temperaturas en la degradacion de antibidticos.
Lin et al., (2017) evaluaron el efecto de la temperatura en la degradacion de antibiéticos en el estiércol
(uno de los principales reservorios de antibidticos y bacterias resistentes); incubaron estiércol de
cerdo y pollo a 30, 40, 50 y 60 °C durante cinco dias, identificando la presencia de diferentes clases

de sulfonamidas. En el estiéreol de cerdo, encontraron sulfadiazina (SDZ), sulfadimetoxina (SDM),
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sulfametoxina (SMZ) y sulfametoxina (SMM); en el de pollo, encontraron sulfadiazina (SDZ),
sulfadimetoxina (SDM), sulfametoxina (SMZ) y sulfaquinolaxina (SQ). El efecto de la temperatura
varfa segun el origen del estiércol y la clase de antibiético; a 60 °C, la concentracién residual de
antibioticos en el estiércol de cerdo disminuy6 hasta 2 mg kg'. En cambio, las sulfonamidas en el
estiércol de pollo fueron las mas bajas a 30 °C (0,5 mg Kg'); sin embatgo, aumentaron a 40 °C (7

mg Kg") y luego disminuyeron continuamente a medida que aumentaba la temperatura [279].

Loftin et al., (2008) probaron la degradacién a diferentes temperaturas (7, 22 y 35 °C), pH (2, 5, 7,9
y 11) y fuerza iénica (0.0015, 0.050 y 0.084 mg L") de clortetraciclina (CTC), oxitetraciclina (OXT),
tetraciclina (TE), lincomicina (LIN), sulfacloropiridazina (SCP), sulfadimetoxina (SDM), sulfatiazol
(S§TZ), trimetoprim (SXT) y tilosina (T'YL), observando que la temperatura y el pH afectaban a la
velocidad de degradacién de CTC (22 °C, pH 9 £ 0.2), OXT (22 °C, pH 7.0 £ 0.2), y TE (35 °C, pH

9 +0.2). La velocidad de degradaciéon aumenta con el incremento de la temperatura [235].

2.2.6.11. Degradacion sonocatalitica de antibi6ticos

La sonocatalisis es un proceso de oxidacion avanzada (POA) utilizado recientemente para el
tratamiento del agua mediante ultrasonidos; este proceso induce la cavitacion acustica ‘i situ” para
eliminar los contaminantes en una fase liquida [280, 281]. La cavitacion es la formacion, el crecimiento
y el colapso implosivo de microburbujas llenas de gas o vapor (consideradas microrreactores) que
resultan de la compresion inducida por las ondas acusticas/la rarefaccion en un liquido [281]. Debido
a las altas temperaturas (>5000 K) y presiones (>1000 atm) que se alcanzan durante el proceso, se
genera un ambiente oxidativo con especies altamente reactivas (ROS), como los radicales libres de
hidrégeno H*, hidroxilo (*OH) e hidroperoxilo (HO»*) [280, 281]; especies capaces de degradar

contaminantes recalcitrantes, atacando las moléculas organicas instantineamente [280].

De Bel et al.,, (2009) utilizaron la sondlisis a 520 kHz y 92 WL para la degradacién de la
Ciprofloxacina (CIP), encontrando que la tasa de degradacion es dependiente del pH debido al grado
de protonacion y a las cargas positivas adquiridas por la ciprofloxacina (CIP) durante el tratamiento,
que favorecen la degradacion ultrasénica. En este estudio, la tasa de degradacion aumento, ya que la
constante de degradacion de pseudo-primer orden se incrementé casi cuatro veces al comparar el
tratamiento a pH 3.0 (0,021 min™), pH 7.0 (0,0058 min™) y pH 10 (0,0069 min-1), obteniendo una
relacion DBO/COD de 0,06 a 0,60; 0,17 y 0,18, tras 120 min de irradiacién respectivamente [282].
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La degradacion sonoquimica de antibiéticos ha tenido un éxito prometedor debido a la reduccion del
COT (Carbono Organico Total), la eliminaciéon de la DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) el
aumento de la DBOs (Demanda Biologica de Oxigeno) y la relacion DBOs/COD. En este sentido,
Liu et al.,, (2021b) proporcionaron una vision general relacionada con la eficiencia de eliminacién
(EE) de varios antibiéticos utilizando diferentes condiciones; la frecuencia ultrasénica (US, 20 — 600
kHz), la entrada de potencia eléctrica (PE, 60 — 860 W) y los tiempos de sonicacion (t, 20 — 300 min),
de los procesos de eliminacién como la sonicacion sola, la sonocatilisis, el Sono/Fenton, el Sono/PS,
el Sono/Foto y la sonozonacién. En general, los resultados tresumidos por Liu et al.,, (2021b)
mostraron diferentes eficiencias de eliminacién para antibiéticos como sulfametazina (SM2),
oxacilina (OX) y dicloxacilina (DCX), todos ellos con un 100 % de EE; sulfadiazina (SD, 90 % EE);
cepflexin (CN), ciprofloxacin (CIP), penicillin G (PG), con un EE entre 52 — 66.7 %; ofloxacina
(OFL, 31 % RE); y levofloxacina (LVX, < 10 % EE), [283].

Sin embargo, los resultados revisados por Liu et al., (2021b) también mostraron que: 7) la distancia
del antibiético a las burbujas de cavitacion es crucial, ) que la eficiencia de eliminaciéon (EE) es
dependiente del pH en algunos casos, ) la hidrofobicidad del antibiético es critica para algunos
procesos, ) en algunos casos no se logra la mineralizaciéon y 2) el volumen molar es critico para las
reacciones, indicando que incluso son necesarios algunos ajustes para el tratamiento de cada
molécula; sin embargo, los residuos a tratar son una mezcla de estas moléculas y demas compuestos

283].

En resumen, los procesos de degradacion bidtica, fisica y quimica de antibiéticos han obtenido altos
porcentajes de eliminacién (72.5 — 90 %); sin embargo, s6lo unos pocos autores han reportado los
intermediarios y posibles pasos o secuencia de degradacion, ya que los compuestos intermediarios
generados varfan segin el antibiético degradado, el proceso (biolégico, quimico, fisico o combinado)
y las condiciones utilizadas (pH, temperatura o presencia de quimicos) [284]. La identificacién de los
compuestos intermediarios resultantes de la degradacion del antibidtico, su toxicidad y la actividad
antimicrobiana residual es crucial para establecer la eficiencia del proceso; También, conocer las
diferentes etapas de degradacion es la clave para mejorar cada tratamiento [285]. En este sentido, Fan
et al., (2019) propusieron una ruta de degradaciéon de cefazolina (CZ) partir de un proceso de
oxidacion avanzada con peroximonosulfato activado (PMS); se identificaron compuestos sulféxidos
de alto peso molecular (Figura 1a), [286]. Algunos autores también han identificado intermediarios

generados en la degradacion de cefazolina (CZ) utilizando reacciones de oxidacion; Li et al., (2016)
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utilizaron permanganato (Mn (VII)) como oxidante e identificaron cinco intermediarios, de los cuales
uno de ellos coincide con los compuestos detectados por Fan et al., (2019), (Figura 1b), [284].
Ghasemi et al., (2020) determinaron los compuestos intermediarios generados en la degradacion de
cefazolina (CZ) a partir de un proceso de electro Fenton (EF), identificando compuestos de bajo
peso molecular, por lo que los autores afirman que es posible su mineralizacién mediante un

tratamiento biolégico (Figura 1c), [287).

Por otro lado, se ha propuesto la posible degradacion de cefazolina (CZ) tras procesos de
fotocatalisis; Gurkan et al., (2012) utilizaron luz UV y TiO,, los autores determinaron que la
degradacion de cefazolina (CZ) se produce a través de la escision intramolecular de los anillos
lactamicos, el tiadiazol, el tetrazol, y las posteriores reacciones con radicales -OH* que transforman
los fragmentos en especies mas pequenas. La Figura 1d muestra algunos de los intermediarios
generados [288]. Chen et al., (2021) utilizaron un fotocatalizador de oxibromuro de bismuto (BiOBr)
para la eliminacién de cefazolina (CZ) [289]; en este estudio se identificaron reacciones de hidrolisis y
oxidacion (Figura le). Otras técnicas, como la sonocatalisis, también han identificado algunos

intermediarios (Figura 1f) [290].
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a. Posibles pasos de degradacién en un proceso de oxidacién con compuestos de éxido de grafeno-CoFe204 activados por peroximonosulfato (CFGO202-

PMS), tomado y modificado de Fan et al., (2019).
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b. Intermediarios generado a partir de un proceso de oxidacién con permanganato (Mn(VII)), tomado y modificado de Li et al., (2016).
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e. Intermediarios generados a partir de la fotocatalisis con oxibromuro de bismuto (BiOBr), tomados y simplificados de Chen et al., (2021)
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Figura 1. Algunos intermediarios generados y pasos de degradacion de cefazolina (CZ) a
partir de diferentes técnicas, m/z es la relacion masa/carga. a) degradacion de cefazolina (CZ)
en un proceso de oxidacién con peroximonosulfato activado (PMS). b) intermediarios generados a
partir de un proceso de oxidacion con permanganato (Mn (VII)). ¢) intermediarios generados de un
proceso Fenton. d) intermediarios generados a partir de la fotocatalisis con luz UV y TiO.. e)
intermediarios generados a partir de la fotocatalisis con oxibromuro de bismuto (BiOBr). f)
intermediarios generados a partir de la sonocatalisis.

Adicionalmente, la degradaciéon de la levofloxacina (LVX) ha sido ampliamente estudiada por
diferentes métodos. Liu et al., (2021) y He et al., (2022) identificaron los intermediarios generados a
partir de la oxidaciéon quimica usando peroximonosulfato; estos autores, a pesar de estudiar la
degradacion de la misma molécula usando la misma técnica, han encontrado que las condiciones que
rodean las reacciones influyen crucialmente en que los intermediarios generados sean diferentes; sin
embargo, ambos autores reportaron la obtencion de pequefas moléculas que pueden ser
mineralizadas. La Figura 2a muestra algunos intermediarios encontrados [291, 292]. Otros estudios
han informado de la degradaciéon de la levofloxacina (LVX) por oxidacién quimica utilizando
permanganato (Mn (VII)) (Figura 2b), [293, 294]. Otros autores también evaluaron la degradacion de
la levofloxacina (LVX) utilizando Fenton y propusieron las posibles etapas de degradacion (Figura

2c), [295-298].

Ademas, otros autores han evaluado la degradacion de la levofloxacina (LVX) utilizando la
fotocatalisis en diferentes condiciones, generando diferentes compuestos (Figura 2d), [286, 299, 300].
La sonocatalisis también ha sido probada para la degradacion de la levofloxacina (LVX); Wei et al.,
(2015) propusieron los posibles pasos de degradacion para lograr la mineralizacion del compuesto

(Figura 2e), [301].

La Tabla 2 resume algunos tratamientos biéticos, quimicos, fisicos y combinados para la degradacion

de varios antibidticos.
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a. Intermediarios generados en el proceso de degradacién de la levofloxacina (LVX) con Fe2P/BC-PMS, tomado y simplificado de He et al., (2022
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b. Intermediarios generados a partir de la levofloxacina (LVX) tras el proceso de oxidacién con permanganato (Mn (VII)), tomados de Xu et al,, (2017) y
Zhou et al., (2021).
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c. Intermediarios generados a partir de la levofloxacina (LVX) tras el proceso Fenton, tomados de Liang et al., (2022),y Gong et al,, (2016).
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d. Intermediarios generados a partir de la levofloxacina (LVX) tras el proceso de fotocatalisis, simplificado a partir de Hu et al., (2020), y Rong et al.,
(2022).
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e. Intermediarios generados a partir de la levofloxacina (LVX) tras una sonodegradacién en un sistema US/H,0, con
nanoparticulas magnéticas de Fe;O,, simplificado de Wei et al., (2015).

o
E
J CO, + H,0
— —> >+ Hy
o HN N N
|\) ()\/JK—CH3
CHj, OH H
Levofloxacina (LVX, m/z = 362) m/z = 348

Figura 2. Algunos pasos intermediarios y de degradacion de levofloxacina (LVX)
empleando diferentes técnicas de degradacion, m/z es la relacion masa/carga. a) via de
degradacion de levofloxacina (LVX) en un proceso de oxidacién con peroximonosulfato (PMS) b)
intermediarios generados a partir de un proceso de oxidacién con permanganato (Mn (VII)). c)
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intermediarios generados a partir de un proceso Fenton. d) intermediarios generados a partir de la
fotocatalisis. €) intermediarios generados a partir de la sonocatalisis.

['abla 2. Tipos de tratamientos y técnicas para la degradacion de antibiéticos, resumen del
y P g s
porcentaje de degradacion o eliminacion.

Tipo de Proceso o Antibidticos Degradacion /
degradacion Técnica materiales reportados Eliminacién Referencias
Eliminacién del 3 %
Sedimento de cefradina (BAN), de la Ce.ft’na.xona
lago cefuroxima (CXM) (CRO) disodicay 7
Hidrolisis & . : % del [239]
ceftriaxona (CRO), "
fepima (FEP) dihidrocloruro de
ceteptma " | Cefotiam (CTM) en
28 d.
Suspensiones
Bistica Deoradacion elsaggigf gisaer;s tetraciclina (TE) Eliminacién entre el
graca TVE | oxitetraciclina (OXT), | 88y 75%en 15 302]
microbiana de corral y tierra . .
clortetraciclina (CTC). min.
que producen
acidos humicos.
La cepa se aislo
Deotadacion por de un reactor Oxitetraciclina
& PO ytilizado para el | oxitetraciclina (OXT), | (OXT) entre 90.3 y
un proceso co- . : . . . [243]
. tratamiento de ciprofloxacina (CIP). | 97.4. Ciprofloxacin
metabdlico ,
efluentes de (CIP) no se degrado.
acuicultura.
A pH 5 se obtuvo
Activacion por Solucidn acuosa una eliminacién del
calor del . penicilina G (PG). 82.6 %. A pH mas [303]
a diferentes pH. .,
Persulfato alto la remocién
disminuyd.
Reactor EC con
contraelectrodo ciprofloxacina (CIP) Eliminacién de la
Oxidacién de platino proFioxaciiia -2 | CIP del 90 %, la NX
L .. . norfloxacina (NX), [304]
Quimica electroquimica | incorporadoy . el 62 % y OFL el
. ofloxacina (OFL). 0
potenciador 97.3 %.
Roxy.
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con el uso de
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La temperatura
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Fisicoquimico are. doxiciclina (DO) que no se eliminé
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materiales
semiconductores
(TiO2, SnOo,
CeOy, ZnO)
como
catalizadores.

Por otra parte, las técnicas quimicas para la eliminacién de compuestos contaminantes han mostrado
una alta eficiencia en la degradacién de antibidticos; sin embargo, algunas de estas tienen un alto
costo. En la mayoria de estas, no se logra la mineralizacién del compuesto y es posible que se generen
intermediarios ain mas toxicos. Por esta razon, varios autores han propuesto que los procesos
combinados de degradacién y biodegradacion pueden ser la mejor solucion para el tratamiento de
las aguas residuales. El tratamiento enzimatico puede ser previo o posterior al tratamiento quimico
en las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales para aumentar la biodegradabilidad
o degradar los compuestos recalcitrantes que no se eliminaron o mineralizaron completamente en
las convencionales [312]. Una mayor tasa de eliminacién de entre el 20 y el 50 % de los procesos

hibridos parece ser mas eficaz para la eliminacién de antibidticos recalcitrantes [313].

2.2.6.12. Degradaciéon enzimatica de los antibiéticos

Desde hace varios afos, se ha reportado la biodegradacién de antibidticos por microorganismos
como bacterias y hongos. Por ejemplo, las bacterias heterétrofas aerobias como las Actinos o las
Proteobacterias pueden transformar las sulfonamidas (N4-acetilsulfametoxazol) o incluso
mineralizarlas (CO, y H»O). Sin embargo, en algunos antibidticos, sélo se producen cambios
menores de la molécula sin alterar la actividad antibacteriana, mientras que, en otros, los
intermediarios se transforman de nuevo en la forma parental; se ha reportado que transformacion
de las sulfonamidas al compuesto N4-acetilsulfametoxazol puede ser reversible al compuesto
original [314]. Ademas, la capacidad de degradar antibiéticos esta limitada en algunas bacterias por

las condiciones ambientales [314].

Algunas técnicas utilizan la degradacion enzimatica en condiciones controladas para el tratamiento
de aguas residuales, como el biorreactor de lodos activados (BLA), en el que los contaminantes se
someten a aireacion para promover el crecimiento de bacterias que degradan las sustancias organicas
toxicas [313]. El BLA es el sistema mas adoptado para el tratamiento biolégico de aguas residuales;
sin embargo, este método no esta disenado especificamente para la eliminacién de antibidticos, la

cantidad eliminada de antibiético puede variar significativamente entre clases [315].
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Por otro lado, el uso de biorreactores de membrana (MBR) es una de las alternativas para la
eliminacién de antibiéticos como la ciprofloxacina (CIP), la eritromicina (E), la tetraciclina (TE), la
ofloxacina (OFL) y la clortetraciclina (CTC) con tasas de eliminacién superiores al 90 % [312]. En
los MBR, el mecanismo de eliminacién de antibiéticos es la biodegradacién enzimatica, una
alternativa prometedora para eliminar estos contaminantes debido a sus bajos requerimientos

energéticos y su alta eficiencia [316].

Las enzimas oxidasas han sido las mas estudiadas en la degradacién de antibiéticos. Las enzimas
ligninoliticas producidas por hongos, bacterias, plantas y algas, incluidas las lacasas (Lac, C.E.
1.10.3.2), la lignina peroxidasa (LiP, C.E. 1.11.1.14), el manganeso peroxidasa (MnP, C.E. 1.11.1.
13), y la peroxidasa versatil (VP, C.E. 1.11.1.106), se han ensayado para la eliminacién de antibioticos,

mostrando altas tasas de degradacion (72.5 - 90 %), [86, 317-319].

Por ejemplo, Wen et al., (2019) evaluaron la degradacion de la oxitetraciclina (OXT) inmovilizando
enzimas LiP de Phanerochaete chrysosporium en materiales mesoporosos derivados de la bentonita; la
degradacion fue del 95 % [320]. Algunos autores han identificado los intermediarios generados en la
biotransformacion, su toxicidad y las posibles rutas de degradacion. Tian et al., (2020) evaluaron la
degradacion de la oxitetraciclina (OXT) utilizando la lacasa producida por el hongo Pyenoporus sp.,
en presencia de ABTS e iones A", Cu™ y Fe’* Los autores demostraron que la OXT se degradaba
100 % y que la actividad antimicrobiana se reducia tras el tratamiento. En este trabajo, la via de
degradacion incluye las reacciones de desaminacién, desmetilacion y deshidratacion. Ademas, se

identificaron siete productos intermediarios en la degradacion de la OXT [321].

Copete-Pertuz et al,, (2018) evaluaron la degradaciéon de oxacilina (OX), cloxacilina (CLX) y
dicloxacilina (DCX) utilizando el extracto crudo del hongo Leptosphaernlina sp. Los tres antibioticos
se degradaron el 100 % y la lacasa (Lac, C.E. 1.10.3.2) y la peroxidasa versatil (VP, C.E. 1.11.1.16)
fueron las enzimas responsables de la transformacién de los antibidticos. Los autores también
demostraron la pérdida de actividad antimicrobiana de los tres antibiéticos y los intermediarios no

demostraron toxicidad en el ensayo de citotoxicidad [322].

Zhang et al., (2020) evaluaron la degradacion de antibidticos como la ampicilina (AM) y la tetraciclina

(TE) mediante la inmovilizacién de las lacasas producidas por la bacteria Bacillus subtilis en un marco
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de cobre-acido trimico (Cu-BTC). Sin mediadores quimicos en el tratamiento enzimatico, se obtuvo
una alta eficiencia de degradacién para ambos antibidticos (cercana al 100 %). Se identificaron once
y catorce productos intermediarios de la degradacion de la tetraciclina (TE) y de la ampicilina (AM)
respectivamente, asi como las posibles rutas de degradaciéon. Ademas, se demostrd la pérdida de

actividad antimicrobiana y la baja ecotoxicidad de los productos de degradacion generados [85].

Sun et al,, (2021) evaluaron la degradacién de la tetraciclina (TE) utilizando la enzima MnP. EI 80 %
se degradd en tres horas, la actividad antimicrobiana de los productos de transformacién de la
tetraciclina (TE) disminuyé durante el tiempo de reacciéon. Siete compuestos resultaron de la
degradacion de la TE y se propuso una posible ruta de degradaciéon que inclufa reacciones de
desmetilaciéon, oxidaciéon dimetilamino, descarbonilacién, hidroxilacién y deshidrogenacion

oxidativa [323].

En cambio, otros autores han demostrado la formacién de productos toxicos debido a la presencia
de mediadores quimicos. El efecto de un mediador en la oxidacién depende del tipo de lacasa, el
sustrato, los radicales formados, la reciclabilidad del mediador y la estabilidad de la lacasa [86]. Weng
et al., (2012) evaluaron de la degradacién de la sulfadimetoxina (SDM) y la sulfamonometoxina
(SMM) utilizando acido violarico (VLA), siringaldehido (SIR) y alcohol bencilico 4-hidroxi (HBA)
como mediadores de la actividad enzimatica. La degradacion de antibiéticos utilizando lacasas en
presencia de los mediadores VLA o HBA generé productos de degradacién de menor toxicidad,

contrario los tratamientos con ABTS o SIR, que mostraron una alta toxicidad [324].

Becker et al., (2016) reportaron que el mediador ABTS aument6 las eficiencias de degradacion del
sulfametoxazol (SMX), la ampicilina (AM) y trimetoprima (SXT), pero disminuy6 la eficiencia de
degradacion de la tetraciclina (TE) y la oxitetraciclina (OXT), ademas, la lacasa no fue capaz de
transformar el cloranfenicol (CHL) en presencia o ausencia de ABTS. La lacasa y el ABTS, indujeron
una toxicidad no especifica en algunos bioensayos, implicando la generaciéon de productos de

transformaciéon o radicales toxicos [86].

Zhang et al., (2020) obtuvieron un porcentaje de degradaciéon de tetraciclina (TE) (I mg mL")
cercano al 100 %, utilizando lacasas inmovilizadas producidas por Bacillus subtilis [85]. Por otra parte,
Yang et al., (2017), inmovilizaron lacasas producidas por Cerrena unicolor para evaluar la degradacion

de seis antibiéticos; oxitetraciclina (OXT) tetraciclina (TE), trimetoprim (SXT), sulfametoxazol
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(SMX), ampicilina (AMP), eritromicina (E) y cloranfenicol (CHL), en presencia y ausencia ABTS.

La mayor degradacion (80 %) se encontr6 sobre la tetraciclina (TE) (100 pg mI."), utilizando 40 U
mL", pH de 6.0 + 0.2, 25 °C en 12 horas [325].

Becker et al., (2016) evaluaron la degradaciéon de 38 antibidticos de diferentes clases en un
biorreactor de membrana enzimatica mediante la inmovilizacion de lacasas producidas por Trametes
versicolor. En presencia del mediador siringaldehido, se observo la degradacion de 32 antibiéticos (10
ug L) mayor al 50 % en 24 horas [86]. Igualmente, Navada et al., (2019) evaluaron la degradacion
de cloranfenicol (CHL) (10 mg mL"), un antibiético recalcitrante y termoestable, utilizando lacasas
producidas por Trametes hirsuta, en presencia del mediador ABTS (0.25 mM) y observaron una

degradacion del 82 % en 48 horas [87].

Najafabadipour et al., (2021) propusieron la degradacion de la levofloxacina (LVX), generada a partir
de una reacciéon enzimatica con una lacasa osméticamente estable (C.E. 1.11.1.7) en una solucién

que contiene urea, (Figura 3).
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Figura 3. Intermediarios resultantes de la degradacion de levofloxacina (LVX) utilizando
una lacasa osmotolerante (C.E. 1.11.1.7) de Trametes versicolor en presencia de urea, m/z es la
relacién masa/carga. Tomado y simplificado de [326].

Por otra parte, se ha documentado que algunos farmacos son citotéxicos, mutagénicos teratogénicos
y carcinogénicos, incluso en concentraciones bajas, la doxorubicina ha sido detectada en aguas
residuales de hospitales, ya que es eliminada en la orina entre el 3 - 10 % y en las heces fecales entre
40 - 50 % de la dosis administrada al paciente. Se ha demostrado que la doxorrubicina a
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concentraciones de 0.05 pg L' causa dafio en el DNA de Ceriodaphnia dubia. Kelbert el al., (2020)
evaluaron la degradacion de doxorrubicina empleando lacasas de Trametes versicolor. Las lacasas
degradaron diferentes concentraciones (50, 250 y 500 pg L") de la doxorrubicina en 4 horas; las

condiciones del ensayo fueron 1800 UL de lacasa, pH 7.0 y 30 °C, [88].

Aunque se han realizado algunos estudios sobre la biotransformacién de los antibiéticos, aun no
estan claras las vias de degradacion, los intermediarios formados, los microorganismos y las enzimas
implicadas en cada etapa. Existen antibiéticos ampliamente utilizados en humanos y animales; sin

embargo, no se ha ensayado su degradacion enzimatica [312].

2.2.6.12.1. Ultrasonido (sonolisis) combinado con enzimas para la degradacion de
antibidticos.

Sutar & Rathod (2015) estudiaron la degradaciéon catalitica de ciprofloxacina (CIP), utilizando la
Lacasa (Lac, C.E. 1.10.3. 2) en un proceso combinado con sonélisis, logrando una degradacion del
51 % en condiciones especificas (0.02 % (p/v) de catga enzimatica; 60 °C; 75 W de potencia de
entrada; 22 kHz de frecuencia; 50 % de ciclo de trabajo; y 200 rpm de agitacién); superando la
degradacion obtenida en el proceso convencional (16 %) y reduciendo el tiempo de tratamiento

[327].

Chakma et al., (2020) investigaron los vinculos entre los procesos enzimaticos (peroxidasa de rabano
picante (HRP, EC: 1.11.1.7) acoplados a los ultrasonidos para la degradacion de la Ciprofloxacina
(CIP) y encontraron que los ultrasonidos y la cavitacion mejoran la eficiencia de la degradaciéon al
aumentar la interaccion entre la enzima y las moléculas organicas (energfa cinética). Como la
Ciprofloxacina (CIP) se transforma enzimaticamente, no hay una mejora significativa en el proceso
sono-enzimatico, las mayores tasas de degradacion enzimatica en condiciones 6ptimas (pH 7.0 y 25
°C) fueron del 68,41 %. Por el contratio, los productos intermediarios como el acido acético, el
alcohol etilico y otros productos con grupos -OH generados durante la reacciéon sono-enzimatica
son menos toxicos que los formados en el proceso enzimatico; lo que significa que el ultrasonido
favorece la mineralizacion al degradar los productos intermediarios formados durante el tratamiento

enzimatico [280].

Los antibiéticos deben ser utilizados por prescripcion veterinaria o médica ya sea para metafilaxis o
profilaxis; sin embargo, el uso indiscriminado como factor de crecimiento en animales (actividad

prohibida en varios paises) y por automedicaciéon en humanos genera una gran afectaciéon al medio
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ambiente y favorece el aumento y diseminaciéon de microorganismos resistentes a los antibiéticos.
Como muestra esta revision, la naturaleza quimica de muchos antibiéticos facilita su excreciéon a
través de la orina o las heces, tanto en animales como en humanos. El uso de antibidticos es
indispensable, a pesar de que muchas organizaciones internacionales se han pronunciado a favor de
su uso controlado, muchos paises no cumplen con las normas y contindan con practicas inadecuadas
como el uso de antibiéticos exclusivos para humanos en animales, su uso como factores de
crecimiento, biocidas en cultivos, la falta de tratamiento adecuado de las aguas residuales en plantas
farmacéuticas, residencias para adultos mayores, granjas y hospitales, el uso de estiércol animal como
parte de los biofertilizantes y el uso de antibiéticos como complemento en la alimentacién animal,

entre otros.

La mayoria de los antibiéticos son recalcitrantes y téxicos para el medio ambiente, ya que pueden
desencadenar la eutrofizaciéon que conduce a la contaminacién del agua y al desequilibrio de los
nutrientes, y la exposicion de los microorganismos a las concentraciones subletales de antibiéticos
también presiona la resistencia a los mismos, lo que conduce irremediablemente a la transmision de
microorganismos resistentes y, en consecuencia, al fracaso terapéutico en los seres humanos y los
animales. Muchos procedimientos fisicos y quimicos han demostrado ser eficaces y mejorar la
gestion de las aguas residuales que contienen residuos de antibiéticos, pero el tratamiento de estas
aguas residuales mediante enzimas (incluidas las lacasas) es muy prometedor y parece ser menos

COStoso.

2.3. Lacasas recombinantes

En basidiomicetos, las lacasas extracelulares son sintetizadas durante el metabolismo secundatio; sin
embargo, su produccion es muy baja y los altos costos en el proceso de purificacién hacen que sea
poco atractivo el uso industrial de lacasas nativas. Por tanto, se han implementado diferentes
estrategias para aumentar la producciéon enzimatica, reduciendo costos y tiempo [13, 14]. El uso de
lacasas recombinantes es una alternativa para facilitar el proceso de purificacion y aumentar la
produccion [15]. Para simplificar el donwstream se utilizan multiples copias de genes, la optimizacion
de codones, promotores fuertes y eficientes y secuencias sefiales adecuadas para la secrecion de la
enzima al medio de cultivo [15]. Las lacasas recombinantes han sido producidas en diferentes
hospederos, los hongos filamentosos han sido llamativos para la producciéon de lacasas

recombinantes ya que tienen la capacidad de secretar proteinas al medio; sin embargo, s6lo un
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numero limitado de hongos, como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y Trichoderma reesei [13] han sido

utilizados para la expresion heteréloga de lacasas [15].

Las bacterias, debido a su manipulacién facil y econémica también han sido utilizadas para producir
lacasas recombinantes. Escherichia coli ha sido un hospedero ampliamente utilizado, ya que esta
caracterizado fisiologica y genéticamente [328]; sin embargo, en algunos casos se ha reportado baja
productividad y rendimiento, debido a que las enzimas recombinantes pueden formar agregados
(cuerpos de inclusioén) y por tanto, son dificiles de purificar. Susuki et al., (2003) expresaron la lacasa
de Streptomyces lavendulae en E. coli y detectaron la naturaleza agregativa con otras enzimas de E. co/z,
haciendo dificil su purificaciéon [15, 329]. Bacillus subtilis ha sido utilizado para la produccién de
lacasas ya que tiene la capacidad de secretar gran cantidad de enzimas al medio de cultivo; sin
embargo, los plasmidos recombinantes son poco estables en B. subtilis y los rendimientos son

menores debido a la alta actividad proteolitica [328].

Las levaduras han sido los hospederos mas utilizados para la producciéon de lacasas recombinantes
[15], ya que presentan ventajas como facil manipulacién genética, medios de cultivos econémicos y
también, tienen la capacidad para realizar modificaciones postraduccionales [13]. También, la
ingenierfa de lacasas permite la producciéon de enzimas con ciertas propiedades; mayor estabilidad
en amplios rangos de temperaturas y pH y aumento de la afinidad por el sustrato (Ky). Por otra
parte, la expresion de lacasas depende de la especie de levadura, e igualmente de la isoforma de la
lacasa. Ademas, la produccién de lacasas en levaduras ha permitido el estudio y caracterizacion a

mayor profundidad a nivel molecular y estructural de las lacasas [15].

2.3.1. Expresion de lacasas en Pichia pastoris (actualmente Komagataella phaffii)

Pichia pastoris ha sido utilizada como modelo de expresion de genes heterélogos para la produccion
de enzimas recombinantes ya que presenta ventajas sobre otros sistemas de expresion eucariotas
(hongos filamentosos, células de mamiferos o insectos); el costo de medios, los equipos e
infraestructuras para los cultivos de levadura son mas econémicos que los de células de mamiferos
o insectos [330]. Ademas, Pihia pastoris tiene una alta tasa de crecimiento, altos niveles de
productividad, es de facil manipulacién genética, se cuenta con varios vectores de expresiéon muy

caracterizados y no es patégena para humanos ya que no produce endotoxinas.
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Por otra parte, las lacasas secretadas son glicosiladas; modificaciéon post-traduccional que confiere
estabilidad a los centros de cobre, protege contra la protedlisis, participan en el direccionamiento de
la secrecion de la enzima y en el aumento en la termoestabilidad [331]. También, se sugiere que la
glicosilacién puede provocar ligeros cambios en las propiedades cinéticas y en el pH 6ptimo de la
enzima [332]. Pichia pastoris realiza modificaciones postraduccionales, lo que representa una para la

expresion de algunas proteinas.

Pichia pastoris también tiene la capacidad de expresar genes que codifican para enzimas relacionadas
con la degradacion del metanol; el cual puede ser empleado como unica fuente de carbono y energfa
[330, 333]. Dentro de estas enzimas se encuentra la alcohol oxidasa 1 (AOX 1) (E.C.1.1.3.13)
regulada por el promotor 40X [334]. La enzima AOX 1 cataliza el primer paso en el metabolismo
del metanol; la conversién de metanol en formaldehido; sin embargo, tiene baja afinidad por el
metanol por lo que es necesario la produccién de grandes cantidades de la enzima para mantener el
crecimiento en metanol [335], la enzima AOX 1 representa el 90 % del total de la actividad alcohol
oxidasa en la célula e igualmente representa el 30 % del total de proteinas en las células crecidas en

metanol [330, 334].

Cuando la levadura crece en presencia de glicerol, glucosa o etanol, el p 40X es reprimido (represion
por catabolito) por tanto, no se sintetiza la enzima AOX 1, mientras que, en presencia de metanol
como unica fuente de carbono la sintesis de la enzima es inducida [333]. Con esto, ha sido posible
regular la expresion de la alcohol oxidasa a nivel transcripcional y el pA0X puede usarse para
controlar la expresion de genes foraneos, los cuales pueden estar encendidos o apagados en
presencia o ausencia de metanol respectivamente [330]. Otro promotor empleado en la expresion
de proteinas heterdlogas en Pichia pastoris es el pFLLD1, el cual regula la enzima formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation (E.C. 1.2.1.1), [336]. La enzima es sintetizada en presencia
de metanol o de metilamina. Sin embargo, la expresion de proteinas heterélogas reguladas por
promotores que son inducidos por metanol tiene algunas desventajas; el metanol es inflamable, por
lo que la manipulacién de altas cantidades no es recomendable y es toxico para la célula a ciertas
concentraciones. Igualmente, algunos autores afirman que el monitoreo del metanol residual

durante el proceso de produccion suele ser complicado [334].

También, el pGAP que regula la expresion de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

(E.C.1.2.1.12) ha sido empleado en la produccién de proteinas heterélogas en Pichia pastoris. Es un
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promotor fuerte y constitutivo, capaz de alcanzar niveles de expresion similares y mayores al p.40X1
[335]. Al ser constitutivo no requiere una fase de induccion, lo que acorta y simplifica el proceso de
produccion de la enzima. Por tanto, el pGAP has sido una alternativa al p40X]1 en la expresion
heteréloga. A pesar de ser constitutivo, la fuerza de la expresion del promotor es influenciada por
las diferentes fuentes de carbono; las células crecidas en glucosa presentan mayor expresion de la

enzima GAP que las células crecidas en glicerol, acido oleico o metanol [337].

Otro promotor fuerte empleado en la expresion heteréloga de proteinas es el pTEF 1, que regula la
proteina factor de elongacion de traducciéon 1 alfa, un componente de gran importancia en la
traduccién eucariota que media la transferencia del aminoacil-tRNA hasta el ribosoma, para su
incorporacion en la cadena polipeptidica naciente [335]. Este promotor ha mostrado una expresion
constitutiva y fuerte. En Pichia pastoris, su expresion esta asociada a la fase de crecimiento y el nivel
de expresion es similar al del pGAP [338]. También, existen otros promotores que han sido
estudiados y utilizados en la expresion de Pichia pastoris; sin embargo, su expresion es débil, o inferior

con relacion a pGAP [335].

2.4. Estudios computacionales de lacasas

Las herramientas bioinformaticas facilitan la prediccion de mecanismos moleculares y el
comportamiento de enzimas frente a diferentes ligandos con el fin de obtener una estimacioén previa
de su potencial uso industrial en procesos de biorremediacién. Ademas, es econémico realizar esta
simulacién computacional previo a los ensayos experimentales. La interacciéon enzima-sustrato
puede ser evaluada a través de analisis de acoplamiento molecular [22, 339-344] y dinamica
molecular [33]; para estos estudios se utilizan algoritmos para calcular las interacciones
electroestaticas de los residuos de los aminoacidos en contacto con los sustratos especificos a

estudiar [345].

Las herramientas informaticas permiten la prediccion de las propiedades de una molécula mediante
la modelacién por homologia de su estructura 3D. El conocimiento estructural de las moléculas es
un requisito indispensable para analisis de acoplamiento molecular, este se constituye como la mayor
limitante debido a que en muchos casos no se conoce la estructura terciara de las proteinas, ya que

estas no han sido purificadas y cristalizadas [340-344].
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Los procedimientos experimentales para la determinaciéon de estructuras presentan ciertas
desventajas y limitaciones, debido a que durante la cristalizacién de utilizan cristales altamente
hidratados estos pueden causar distorsién de algunas regiones ya que en ocasiones no es claro si un
atomo corresponde a la protefna o a la molécula de agua. También, con técnicas como la resonancia
magnética nuclear (NMR por sus siglas en inglés) se puede determinar la estructura de proteinas; sin
embargo, estas deben ser proteinas pequenas de dificil cristalizacion (menores a 30 kDa) [341].
Igualmente, la determinacién experimental de la estructura es costosa y requiere una alta demanda

de tiempo [346].

Se ha documentado el estudio de las interacciones entre lacasas y diferentes compuestos
contaminantes de la industria farmacéutica. Singh et al., (2015) evaluaron computacionalmente la
interaccion de lacasas de Trametes versicolor con diferentes contaminantes provenientes de la industria
farmacéutica (roxitromicina (RXT), claritromicina (CLR), indometacina (IND), bezafibrato (Bz),
metoprolol (MP), celiprolol (CEL) e iopromida (IP)), para lo cual emplearon ABTS como control
positivo del acoplamiento (-328.4 Kcal mol'). Los contaminantes roxitromicina (RXT),
claritromicina (CLR) e iopromida (IP), obtuvieron valores mas bajos de energfa que en el control
positivo, (-396.7, -380.5, -337.7 Kcal mol”, respectivamente), por tanto, concluyeron que estos
contaminantes pueden ser degradados por lacasas, contrario a lo que sucede con los otros
contaminantes, los cuales obtuvieron valores de energfa superiores comparados con la degradacion
de ABTS, como indometacina (IND) (-294.0 Kcal mol"), bezafibrato (Bz) (-304.7 Kcal mol™),
metoprolol (MP) (-263.6 Kcal mol™) y celipropol (CEL) (-299.7) [347].

Sakar et al., (2020) analizaron computacionalmente la estructura de lacasas producidas por Thernus
thermophilus, las proteinas fueron caracterizadas bajo parametros fisicoquimicos, en donde se
determiné que estan principalmente compuestas por aminoacidos alifaticos con carga negativa,
mayoritariamente de valina y en menor proporcion de cisteina. También, debido al alto valor del
indice alifatico (41.29) y a la presencia de puentes de sal en su estructura se determiné que son
enzimas termoestables. Ademas, se identificé la presencia de plegamientos al azar que juegan un
papel importante en la flexibilidad y cambios conformacionales de la proteina. Por otra parte, el
analisis de Ramachandran muestra la distribucion estadistica de los angulos de torsion de los residuos
de aminoacidos de una proteina en las regiones favorecidas, permitidas y no permitidas
estéricamente, en este caso se determiné que mas del 90 % de los aminoacidos se encontraban en

regiones favorecidas energéticamente, demostrando una alta calidad del modelo. Adicionalmente,
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de acuerdo con el valor negativo de la hidropatia, confirmaron que las lacasas son hidrofilicas,

ademas de identificar los sitios de unién y los motivos funcionales de las lacasas [340].

Cardenas-Moreno et al.,, (2019) evaluaron computacionalmente las interacciones de las lacasas de
Ganoderma weberianum con diferentes compuestos farmacéuticos incluyendo antibidticos como
tetraciclina (TE) y sulfisoxazol (FIS). En el estudio modelaron y optimizaron la estructura de la
lacasa, identificaron el sitio activo de unién al sustrato y las conformaciones angulares permitidas,
para establecer las coordenadas del acoplamiento, también modelaron los ligandos. Los autores
corrieron diferentes analisis teniendo en cuenta conformaciones al azar y el numero de interacciones,
utilizando ABTS (-7.1 Kcal mol") y DMP (-4.8 Kcal mol™) como controles positivos. Se observo
que la tetraciclina (TE) no tuvo interaccion con ningun sitio de unién; sin embargo, tuvo una energfa
de -5.2 Kcal mol”, debido probablemente por la alta densidad de grupos polates incapaces de
interactuar con los residuos de aminoacidos del sitio activo. El sulfisoxazol (FIS) tuvo una energfa
de -6.8 Kcal mol”y se detect6 una interaccion hidrofébica con un aminoicido y una distancia de
interaccién atémica menor 7 A. Esta distancia entre un 4tomo del ligando y un 4tomo del receptor
indica la orientacién relativa de estos. Distancias muy pequefias (<1.5 A) representan una
superposicion atémica generando una gran fuerza repulsiva, mientras que distancias mas grandes

dan como resultado una baja energfa efectiva constante [348].

Por otra parte, se calcul6 la desviacion cuadratica media (RMSD por sus siglas en ingles), en este
analisis se realiza la comparacién estructural por medio de un alineamiento de dos estructuras. A
menor valor de RMSD, mayor similaridad entre estructuras; sin embargo, este criterio depende del
tamafio de la estructura [341, 349], valores inferiores a 3.0 A (valores tfpicos de RMSD en proteinas
homologas) indican que los modelos son de alta calidad. en este caso se obtuvo 1.991 para lacasa-
sulfisoxazol (FIS) y 1.318 para lacasa-tetraciclina (TE), lo que sugiere una gran habilidad de estos

sustratos para interactuar con el sitio de unién activo de lacasa [350].

2.5.  Antecedentes del trabajo en el grupo de investigacion

El grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) expresé de manera recombinante las
lacasas tfPOXA 1B y t+GILCC 1 de P. ostreatus y Ganoderma lucidum respectivamente en P. pastoris
(actualmente Komagataella phaffii) [22]. Para la expresion se utilizo el promotor constitutivo de la enzima

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (pG.AP), con el objetivo de evitar el uso de metanol como
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fuente de carbono inductora de la expresion cuando se utiliza el pA0X 1. Para facilitar la expresion
se optimizaron las secuencias génicas de ambas enzimas, se ajustaron los codones de inicio, el
contenido de guanina y citocina, los elementos regulatorios en s, se agregaron sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EwR Iy Noz 1y se eliminaron los péptidos sefial
nativos para que el gobierno de la secrecion estuviera a cargo de la sefial de secrecion leader del -
factor de S. cerevisiae. Posteriormente, se propuso un modelo computacional 3D de las enzimas, en
el cual se determiné que ambas presentan alta identidad de secuencia y estructura con enzimas de
Trametes versicolor. Con esto se identificé la ubicacién de los iones de Cu** y los diferentes dominios

estructurales [22].

Posteriormente se realiz6 la clonacion en Pichia pastoris X33, obteniéndose los clones
X33/pGAPZoA-LaccGluc-Stop y X33/ pGAPZoA-LaccPost-Stop. Al evaluar la actividad enzimatica se
obtuvieron valores de 0.13 * 0.028 UL para tGILCC 1y 451.08 + 6.46 UL para rPOXA 1B. Los
autores plantearon que estas diferencias podian deberse al nimero de copias del gen o a las

interacciones del centro activo de cada enzima con el sustrato (ABTYS), [22].

Con estas lacasas el Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) ha realizado diversos
estudios estadisticos para optimizar la produccion y la actividad enzimatica. Morales-Alvarez et al.,
(2017) realizaron un disefio Plackett-Burman para determinar el efecto de diferentes concentraciones
de nutrientes en la actividad de rGILCC 1; de la misma manera Ardila-Leal et al (2019)
implementaron estudios estadisticos de optimizacién para la producciéon de rPOXA 1B. Ambos
grupos de autores estudiaron la estabilidad a temperatura, pH y parametros cinéticos mediante la

oxidacion de ABTS [29-32].

Las células recombinantes (P. pastoris X33 /pGAPZaA-LaccPost-Stop) productoras de rPOXA 1B
fueron inmovilizadas en alginato de calcio, para la producciéon de rPOXA 1B, obteniendo una
actividad enzimatica de 12.5 * 2.6 UL"; proceso que fue mejorado estadisticamente (Plackett-

Burman, Box-Behnken) y se obtuvo 1,453.93 * 0.43 UL [351].

Igualmente, se estudié la remocién de colorantes empleando lacasas nativas y las recombinantes.
Morales-Alvarez et al., (2018) evaluaron la degradacién de los colorantes verde malaquita (VM) y
cristal violeta (CV). Para el colorante CV, Ganoderma lucidum obtuvo un porcentaje de decoloracion

del 23.6 % vy Pleunrotus ostreatus del 5 %, utilizando el sobrenadante del cultivo de cepas nativas,
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mientras que con los concentrados enzimaticos de las enzimas recombinantes se obtuvieron
porcentajes del 9.9 % para rtGILCC 1y 7.5 % para fPOXA 1B. Para el colorante VM, se obtuvieron
porcentajes del 52.1 % (Ganoderma lucidum) y 2.3 % (Pleurotus ostreatus) utilizando sobrenadante del
cultivo de cepas nativas; mientras que los concentrados enzimaticos de las lacasa recombinantes
presentaron menores porcentajes de decoloracion, 9.4 % (GILCC 1) y 2.1 % (rPOXA 1B). Los
autores plantearon que estos resultados pudieron deberse a la presencia varias lacasas y de otras
enzimas ligninoliticas en los sobrenadantes de P. ostreatus y G. Ilucidum, mientras que, en los
concentrados de enzimas recombinantes, s6lo actué una lacasa. Igualmente, estos resultados pueden

explicarse por las diferencias estructurales de los colorantes y las interacciones enzima-sustrato [35].

Ardila-Leal et al., (2019) optimizaron un medio de cultivo para la produccién de la lacasa rPOXA
1B en biorreactor de 10 L, a través de un disefio experimental Plackett-Burman seguido de un disefio

expetimental One Factor, obteniendo una actividad enzimética de 3,159.93 + 498.90 UL [32].

Posteriormente, Ardila-Leal et al., (2020) disefiaron y optimizaron estadisticamente un medio de
cultivo de bajo costo para aumentar la produccion de la fPOXA 1B en Pichia pastoris. Para esto,
utilizaron dos Central Composite Designs (CCD) seguidos de un One Factor Experimental Design
(OFED) en los que evaluaron diferentes fuentes de nitrégeno de bajo costo como extracto de malta,
proteina de soya y suero de leche, de los cuales, el extracto de malta (11.74 g L") y la proteina aislada
de soya (50 g ), hicieron parte de la composicion final del medio de cultivo optimizado. Igualmente
evaluaron diferentes concentraciones de glucosa y sulfato de amonio fueron evaluadas, escogiendo
20y 4.91 g L' respectivamente. Finalmente se alcanzé una actividad enzimatica de 12,877.3 + 481.2

ULy se redujo el costo del medio en 89.84 % [31].

Recientemente el grupo de investigaciéon ha demostrado en varios medios de cultivo que la adicion
de metanol después del agotamiento de la glucosa, estimula la produccion de rPOXA 1B pese a que
el gen se encuentra bajo el control del pGAP; lo que rompe con el habito de utilizar pGAP

estrictamente con glucosa [30], obteniendo una actividad de 14,868.06 + 461.58 UL

2.5.1. Estudios computacionales de GILCC 1y POXA 1B realizados por el grupo GBAI

Saenz-Suarez et al., (2014) predijeron modelos computacionales de la estructura secundaria y
terciaria de las lacasas GILCC 1 y POXA 1B para esto, obtuvieron las secuencias génicas del
GenBank, y posteriormente se realizaron alineamientos con multiples proteinas de estructura

conocida experimentalmente, se obtuvieron fragmentos de otras moléculas con secuencias similares;
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para las lacasas GILCC 1 y POXA 1B se obtuvo homologfa con 100 moléculas diferentes incluyendo
lacasas de distintas especies. De acuerdo con los modelamientos 3D se obtuvieron los porcentajes
correspondientes a hélices, hojas plegadas y plegamientos al azar de ambas enzimas, corroborando
que son enzimas globosas. Finalmente se realiz6 una validacién de los modelos con lacasas
producidas por Trametes versicolor, y se observé una identidad del 79.158 y 61.741 % para GILCC 1y
POXA 1B respectivamente, (valores superiores al 40 % se consideran dentro del rango de
aceptacion). También, se evalu6 la calidad de las estructuras mediante el calculo del QMEAN4, un
valor compuesto por cuatro parametros estadisticos que estima la confiabilidad del modelo, en este
caso se obtuvieron valores de 0.719 y 0.755 para GILCC 1 y POXA 1B (valores debajo de 1 se
consideran confiables). También, se realiz6 un analisis RMSD, se obtuvieron valores de 0.38 y 1.25
para GILCC 1 y POXA 1B respectivamente. Por lo anterior, se sugirié que los modelos elaborados
eran susceptibles a existir en la naturaleza y que tenfan una alta probabilidad de realizar una actividad

biolégica [341].

Rivera-Hoyos et al., (2015) analizaron por medio de acoplamiento molecular la interaccion entre el
ABTS vy las lacasas GILCC 1 y POXA 1B; para esto se realizaron un analisis estructural mediante
BLAST utilizando el PDB y demostraron que las lacasas producidas por Trametes versicolor tienen una
alta identidad a nivel de secuencia con las lacasas producidas por Pleurotus ostreatus y Ganoderma
Iucidum. Determinaron que a nivel estructural presentan 83.5 % (GILCC 1) y 84.9 % (POXA 1B) de
identidad con relacién a 1GYC (estructura cristalografica de T. versicolor en el PDB). Para los modelos
se obtuvieron valores de QMEAN de 0.988 y 0.797 para POXA 1B y GILCC 1, respectivamente, se
establecié que la estructura molecular de estos modelos coincide con las estructuras anteriormente
descritas para las enzimas lacasas. Al realizar el acoplamiento molecular con el ABTS se observé que
la interacciéon ocurria en el sitio activo de la proteina y se deteminé que POXA 1B tenfa mayor
afinidad por el sustrato comparada con GILCC 1. También, los valores de RMSD fueron cercanos
al modelo 3ZDW (lacasa de Trametes versicolor, inico complejo LACASA-ABTS que se ha
cristalizado), 4.036 A para GILCC 1, con energia de enlace de -4.97 Kcal mol’, y 5.618 A para
POXA 1B y una energia de enlace de -4,15 Kcal mol™ [22].

Ardila-Leal et al., (2021) analizaron la estabilidad a tiempo real, acelerada y por dinamica molecular
de la lacasa POXA 1B; ) analizaron la estabilidad a tiempo real, acelerada y por dinamica molecular
de la lacasa POXA 1B; se evaluaron cinco temperaturas de almacenamiento (243.15 K 277.15 K,
298.15 K, 303.15 K, 308.15 Ky 313.15 K) durante 12 meses y se realizaron mediciones de diferentes
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parametros cinéticos incluyendo valores de actividad enzimatica, tamano de la poblacién, (N), 1.,
y Ku. En base a estos estudios de estabilidad en tiempo real se calcul6 la estabilidad enzimatica
acelerada, se obtuvieron parametros como la constante de inactivacion, (&), energfa de inactivacion
(Ed), y tiempo medio enzimatico (ti/2) También, se calcularon parametros termodinamicos (AH,
AG, AS). De acuerdo con los parametros cinéticos y termodinamicos obtenidos se establecié que
durante los 12 meses la enzima presentd una alta estabilidad comparada con otras lacasas; durante
el estudio los valores de 1,.« y Ky presentaron variacion; sin embargo, no fue significativa. También
se obtuvieron valores altos de Ed (41.40 KJ mol "), valores altos y constantes de AH y AG y valores
negativos de A5, indicando una alta estabilidad, maxima compacidad y mayor resistencia al proceso
de inactivacién térmica. Ademas, los valores de ti/» demostraron que a temperaturas entre 240 *
538 Ky 277.40 £ 1.32 K la enzima presenta estabilidad por 230 y 46 meses respectivamente,
tiempos de vida media mayores a otras lacasas. Por otra parte, estos resultados fueron soportados
por dinamica computacional ya que las temperaturas simuladas presentaron algunas fluctuaciones
producto del incremento de la temperatura. Para esto se realizaron analisis de RMSF y PCA, que
demostraron que residuos como LYS™ y ALA™” permanecieron constantes durante la exposicion a
diferentes temperaturas, indicando la resistencia del sistema en esos residuos; sin embargo, algunas
regiones presentaron flexibilidad, movimientos de atomos de la estructura de la proteina, al igual

que sitios de interacciones débiles en regiones [33].

2.6.  Otros estudios de lacasas producidas en Pichia pasatoris

Igualmente, otros autores han estudiado la expresion de lacasas en Pichia pastoris. Xu et al., (2019)
expresaron de manera recombinante la lacasa Lcc9 de Coprinopsis cinerea en P. pastoris GS115, bajo la
regulacion del pA0XT. Se aplicé un disefio experimental ortogonal con el fin de optimizar las
condiciones de expresion, alcanzindose una actividad de 3138 UL™. Igualmente se observé que la
actividad especifica de la lacasa recombinante (rL.cc9) presentd mayores valores (315.3 U mg') que
la lacasa nativa (92.9 U mg'). Ademis, se evalud la remocion de diferentes colorantes por patte de

rLcc9, presentando valores del 99 %, en amplios rangos de temperatura y pH [352].

Huang et al., (2011) expresaron la enzima lacasa /ac! del hongo Ganoderma fornicatum en Pichia pastoris;
para lo cual evaluaron la actividad enzimatica en diferentes sustratos como ABTS, guaiacol y
dimetilformamida (DMP). También, establecieron los valores éptimos de pH (2.5 y 3.0 £ 0.2) y

temperatura (valores entre 55y 60 = 2 °C). Luego de 7 dias de incubacion la lacasa recombinante
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(tlacl) alcanz6 una actividad enzimatica de 3.46 U mL"; valor 29 veces mayor que la actividad

enzimatica de la lacasa nativa (0.12 U mL™"), [353].

Li et al., (2014) expresaron de manera recombinante la lacasa lccA producida por Trametes versicolor
en Pichia pastoris. Se optimizaron las condiciones de expresion mediante disefios experimentales,
alcanzandose una actividad enzimatica de 11.97 UL". Los resultados de la optimizacion fueron

extrapolados a la produccién de la enzima en biorreactor de 5 L, en donde se alcanzé una actividad

de 18.23 UL [354].

También, Behrens et al., (2017) expresaron de manera recombinante la lacasa Ppul.cc producida por
Plenrotus pulmonaris en Pichia pastoris GS115. Se alcanz6 una actividad enzimatica de 7,000 UL
mediante la optimizaciéon de los codones. Igualmente, se evalué la capacidad de remocién de
colorantes, para lo cual se afiadié ABTS para incrementar la tasa de reaccion, permitiendo 90 % de

decoloraciéon del colorante azul bromofenol [355].

Avelar et al., (2017) expresaron la lacasa de Coriolopsis gallica en Pichia pastoris bajo la regulacion del
pAOXT. Variables como las concentraciones de metanol y sales de cobre, y la temperatura fueron
optimizadas y se alcanz6 una actividad enzimatica de 250 UL y una produccién de 3.75 mg L de
lacasas. También, se demostrd que las caracteristicas funcionales de la enzima recombinante fueron

similares a la enzima nativa [350].

Por otra parte, Liu et al., (2020) expresaron de manera recombinante la lacasa del hongo Lentinula
edodes en Pichia pastoris con el fin de optimizar la degradacion de paja compuesta principalmente por
lignina. Se evaluaron diferentes sustratos fendlicos y no fendlicos, incluyendo ABTS, 2,6-dimetoxi
fenol (IDMP), o-tolidina, acido 3-aminobenzoico y guaiacol. La lacasa recombinante (Lel.ac) mostrd
maxima actividad enzimatica sobre los sustratos o-tolidina y ABTS con pH 6ptimo de 4.0 y 3.0
0.2 y temperaturas de 50 y 60 £ 2 °C respectivamente. Sin embargo, la enzima no presentd
estabilidad térmica a 60 £ 2 °C. El pH 6ptimo para la degradacion de la lignina presente en la paja
fue de 4.0 £ 0.2. También, la actividad enzimatica aument6 15 % en presencia de iones de Cu®*

[357).

Song et al., (2020) expresaron la lacasa lac-2 producida por Pleurotus ostreatus en Pichia pastoris X33,

determinaron las condiciones 6ptimas de temperatura (50 £ 2 °C) y pH (3.0 - 3.5 £ 0.2). Igualmente,
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se encontraron diferencias significativas entre los valores de degradacion de lignina de la lacasa

recombinante (18.36 %) vs. la nativa (14.05 %), [358].

3. Justificacion

El uso de los antibiéticos en ganaderfa y en humanos es desmesurado. Se espera que en el 2030 se
consuman aproximandamente 100.000 toneladas de antibiéticos. Por sus caracteristicas quimicas,
los antibiéticos no son metabolizados completamente en los humanos y en animales, por lo que mas
del 60 % de la dosis es excretada al medio ambiente sin cambios en su estructura, contaminando
suelos y cuerpos acuaticos. En la literatura se han reportado diferentes estudios sobre la presencia
de antibidticos en aguas subterraneas, aguas superficiales, lodos e incluso, aguas potables. La
presencia de estos compuestos en el medio ambiente representa un grave problema, pues se ha
demostrado que son toxicos, se bioacumulan y también afectan los ciclos biolégicos naturales.
Ademas, se ha reportado que la presencia de antibiéticos en el medio ambiente es la principal causa
de resistencia bacteriana a los antibidticos, representado una amenaza critica de salud publica al
potenciar la resistencia antiicrobiana, entre otros. Se ha demostrado que las plantas de tratamiento
de aguas residuales convencionales no son capaces de eliminar estos compuestos del agua, por lo
que varios autores sugieren que las plantas de tratamiento de aguas residuales deberfan contar con
un tratamiento terciario o biolégico capaz de eliminar los antibiéticos del agua. Las lacasas presentan
una alternativa prometedora a los métodos tradicionales. Estas enzimas poseen la capacidad de
oxidar y degradar una gran variedad de compuestos incluyendo antibiéticos. Ademas, el estudio de
las lacasas GILCC 1 de Ganoderma lncidum y POXA 1B de Pleurotus ostreatus en su interaccion con
antibiéticos representa una alternativa para degradar los antibiéticos del medio ambiente, evitando
la resistencia a los antibidticos y la contaminacién ambiental. A pesar de que varios autores han
estudiado la degradacién de antibidticos utilizando lacasas, la especificidad por los sustratos entre
lacasas puede variar significativamente. El potencial de oxidoreducciéon de las lacasas y su
especificidad dependen entre otras cosas, de los aminoacidos que conforman el bolsillo del centro
activo de la enzima. GILCC 1 y POXA 1B, aun no han sido estudiadas en la degadacién de
antibi6ticos. GILCC 1 y POXA 1B al presentar un alto potencial de oxidoreduccién y una alta
actividad enzimatica respectivamente rerpesentan una alternativa prometedora para la degradacion
de antibiéticos. En el ambito computacional, técnicas como el acoplamiento y la dinamica molecular
son cruciales para comprender a nivel molecular como interactiian las lacasas y los antibiéticos y

coémo evolucionan estas interacciones en el tiempo. En conjunto, el estudio de las lacasas GILCC 1
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y POXA 1B representa una estrategia prometedora para combatir la resistencia antibidtica y mitigar

la contaminacion.

4.

3.1.

Objetivo General

Demostrar computacionalmente si la interaccion entre las lacasas GILCC 1 de Ganoderma
lucidum y POXA 1B de Plenrotus ostreatus con antibiéticos de uso humano y/o animal sugiere

una posible degradaciéon de los ligandos.

Objetivos especificos

Generar y validar un nuevo modelo computacional de lalacasa GILCC 1 de Ganoderma lucidum:

Caracterizar molecularmente la interacciéon de las enzimas GILCC 1 y POXA 1B con
antibioéticos (ligandos) de uso comun en humanos y animales (acoplamiento molecular).

Simular computacionalmente la dinamica molecular de las interacciones de las enzimas GILCC

1y POXA 1B con los ligandos.
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4. Materiales y Métodos

4.1.  Modelado y parametrizacién del centro activo de las enzimas GILCC 1y POXA
1B

En ausencia de una estructura cristalografica previamente descrita para la GILCC 1 de Ganoderma
Iucidum, se realiz6 un modelo 3D de la enzima. Para identificar y eliminar los aminoacidos del péptido
sefial, se introdujo la secuencia de la enzima en el servidor SignalP 5.0
(http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/SignalP /). La estructura 3D de la lacasa se predijo y analizé segin
la metodologia utilizada previamente por Ardila-Leal et al., (2021) utilizando el servidor Swiss-
model. La parametrizacion del modelo del cobre (Cu*") T1 y del TNC en el bolsillo de unién de
GILCC 1 se realizé con el constructor de parametros de centros metalicos basado en Python
(MCPB.py) [359] incluido en el paquete Amber tools 18 [360], apoyado por calculos de Gaussian 16
(Frisch et al. 2016.

El modelo de la enzima POXA 1B utilizado en este estudio fue previamente generado, validado y
parametrizado a pH 3.0 por Ardila-Leal et al, (2021); siguiendo la misma metodologia se
parametrizaron los modelos 3D de GILCC 1 a pH 3.0 y 7.0, asi como de POXA 1B a pH 7.0 [361].

4.2. Dinamica molecular con las enzimas GILCC 1y POXA 1B

Se realiz6 una dindmica molecular en Amber 18 [360] con el fin de evaluar la estabilidad de los
modelos 3D de GILCC 1 y POXA 1B sin la presencia de ligandos. Para esto, se realizo la
minimizacién de energfa utilizando 100.000 pasos del algoritmo de descenso seguido de 100.000
pasos de gradientes conjugados. El sistema se calent6 a 300 K utilizando un conjunto canénico
(NVT) y el termostato Langevin con una frecuencia de colisién de 1.0 ps™' y un tamafio de paso de
0.001 ps. Posteriormente se realizo la simulacion de densidad y produccion con tiempos de 1000 ps,
200000 ps respectivamente, utilizando un ensamblaje isotérmico-isobarico (NPT), con restricciones
en la longitud de los enlaces de hidrogeno (SHAKE). Los archivos de las trayectorias (200 ns) se
analizaron cada 2000 ps. Ardila-Leal et al., (2021) también realizaron la dindmica molecular con el

modelo 3D de POXA 1B utilizando los mismos parametros de este estudio [361].
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4.3.  Seleccion de los ligandos (antibi6ticos)

Previo a la seleccion de los ligandos se prepard una biblioteca de los antibidticos de uso humano
y/o animal, incluyendo los antibi6ticos aprobados por la FDA, por el INVIMA y por el ICA segun
las regulaciones colombianas. Los criterios de seleccioén fueron: incluir antibiéticos de importancia
critica segun la OMS, de amplio espectro, de uso humano y animal y con un PM cercano o inferior
al peso molecular (PM) del ABTS (514.62 Da). Se excluyeron los antibiéticos en los que ya se haya
descrito su degradacion utilizando lacasas. Para corroborar la informaciéon de selecciéon de
antibiéticos y complementar la informacién de la librearfa se consulté la base de datos DrugBank

(https:/ /www.drugbank.ca).

4.4.  Preparacion de los ligandos (antibi6ticos)

Para la seleccion de ligandos se construyé una biblioteca con 226 entradas (antibiéticos); cada
entrada incluy6 informacién sobre la importancia del antibiético, su uso, los microorganismos
susceptibles, la prescripcion y sus caracteristicas quimicas y farmacoldgicas. Una vez seleccionados
los antibidticos se revisé si el ligando fue co-cristalizado en alta resolucién, de lo contrario, se
descargd de la base de datos DrugBank o PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Los
ligandos se prepararon empleando el software Avogadro [362] en el cual se realizo la asignacion de
cargas, la minimizacién de energfa y el ajuste de la protonacién del ligando de acuerdo con los pH a
evaluar. LLa posicién inicial, la orientacion y las torsiones de las moléculas de ligando se establecieron

al azar. La optimizacion de la estructura se realizé con Gaussian 09 [363].

4.5.  Preparacion de los modelos 3D de las lacasas GILCC 1y POXA 1B

En las enzimas GILCC 1 y POXA 1B se ajustaron los estados de protonaciéon de las cadenas
laterales a pH 3.0 y 7.0, la protonaciéon fue realizada usando el servidor H++
(http:/ /biophysics.cs.vt.edu/). Para la preparacion de las enzimas se adicionaron hidrégenos
polares y se mantuvo el campo de fuerza ff14SB para modelar todos los residuos de la lacasas

durante la parametrizacién de cada centro activo [364].

4.6.  Acoplamiento molecular de los modelos 3D de las lacasas GILCC 1y POXA 1B
con los ligandos

4.6.1. Identificacién de los residuos que hacen parte del bolsillo de unién al sustrato de los
modelos 3D de GILCC 1 y POXA 1B
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El acoplamiento proteina-ligando se hizo para predecir la interacciéon de las enzimas con los
antibi6ticos empleando el software AutoDock Tools y AutoDock Vina. Para el calculo del Grid se
detectaron los residuos que hacen parte del bolsillo de unién al sustrato, utilizando el programa

FTsite (https://ftsite.bu.edu/) [365] y se confrontaron con los residuos caracteristicos reportados

en otras investigaciones para las dos enzimas [361].

4.6.2. Parametros del acoplamiento molecular entre los modelos 3D de las enzimas
GILCC 1y POXA 1B con los ligandos

En cada acoplamiento se realizaron 10 ejecuciones una exhaustividad de 20. La eficiencia de unién
y las interacciones lacasa-ligando se evaluaron a través de la energfa libre de Gibbs (AG), empleando
Autodock Vina con acoplamiento semiflexible. E1 ABTS se utilizé para comparar los resultados del
acoplamiento molecular, al ser la molécula mas frecuentemente utilizada en la medicién de la

actividad lacasa.

4.6.3. Comparacion de la conformacion del ABTS acoplado con los receptores vs. la
conformacion del ABTS en el complejo cristalizado 3ZDW

Se realiz6 el calculo del RMSD para evaluar qué tan parecida es la conformacién adoptada por el
ABTS acoplado a los modelos 3D de GILCC 1 y POXA 1B vs. al ABTS acoplado al complejo
cristalizado con la lacasa de Bacillus subtilis 3ZDW). El calculo se realiz6 con el programa Pymol

(http:/ /www.pymol.org/pymol) [366-368].

4.6.4. Analisis de las interacciones de los complejos enzima-ligando
En la mejor conformacién de cada uno de los complejos enzima-ligando y la menor (AG) se
describieron las interacciones de los residuos empleando el programa Maestro 10.5. Se utilizaron las

siguientes convenciones para representar estas interacciones (Figura 4).

Carga postiva Polar ---- Distancia
Carga negativa o Aminoacido del centro activo —= Puentede H (backbone)
Glicina Agua #=  Puente de H (sidechain)
Hidrofébico —  Puente de sal = Coordinacién metalica
' Metal Exposicién al solvente ®—® Interacciéon Pi-Pi de apilamiento

—a Pi-catién

Figura 4. Convenciones utilizadas para representar las interacciones formadas entre las
enzimas y los ligandos (Tomado de: https://www.schrodinger.com/products/maestro).
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4.7. Simulaciones de la dinamica molecular GILCC 1-ligandos y POXA 1B-ligandos

Se escogieron las mejores interacciones enzima-ligando (de acuerdo a la energfa de afinidad) y la
cercania al CuT1) para cada modelo y se realizaron simulaciones de dinamica molecular empleando
Ambertools 18 [360]. Los archivos de topologia y las coordenadas del sistema se prepararon
usando el programa tleap. El complejo modelo de la enzima-ligando fue inmerso en una caja de
aguas TIP3P [364] y se adicionaron iones Na" y CI para neutralizar los sistemas y se fijo la fuerza
i6nica a concentracion de 150 mM. Finalmente, se generaron los archivos de las topologfas y las

coordenadas para las diferentes etapas de simulacion [369)].

Se minimiz6 la energfa de los modelos utilizando 100000 ciclos de minimizacién seguido de 10000
pasos de gradientes conjugados. El sistema se calent6 a 300 K utilizando un conjunto canénico

(NVT) y el termostato Langevin con una frecuencia de colisién de 2.0 ps™'

y un tamafio de paso de
2 fs para la integracion de las ecuaciones de Newton. Posteriormente se realizé la simulacion de
densidad, equilibrio y produccién con tiempos de 400 ps, 4 ns y 200 ns, respectivamente, utilizando
un ensamblaje isotérmico-isobarico (NPT), con restricciones en la longitud de los enlaces de
hidrégeno (SHAKE). Los archivos de las trayectorias (200 ns) se analizaron cada 0.2 ns para analizar

los cambios de la geometria del complejo modelo de la enzima-ligando en comparacién con el

modelo de la enzima sin ligandos.

Cada complejo modelo-ligando seleccionado se solvaté en una caja de aguas con parametros
TIP3P y una dimensién de 10.0 A entre cualquier atomo de la proteina y el borde de la caja. Se
adicionaron iones Na’ y Cl para neutralizar los sistemas y se fijo la fuerza idnica a una
concentracion de 150 mM. Finalmente, se generaron los archivos de las topologias y las

coordenadas para las diferentes etapas de simulacion [369)].

4.7.1 Anilisis de dinamica molecular - area de superficie con solvatacion generalizada
(MMGBSA).

El calculo del MMGBSA permitié evaluar la estabilidad y afinidad de los complejos enzima-
ligando, mediante la estimacién de las energfas libres de Gibbs (AGying). Este calculo se realizo
en aquellos complejos en los que el ligando permanecié en el bolsillo de los modelos a lo largo

de toda la trayectoria.
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5. Resultados

5.1. Modelado de la estructura 3D de la enzima GILCC 1

De los 50 moldes obtenidos en el servidor Siwss-model, se escogi6 la estructura de la lacasa
producida por el hongo Lentinus tigrinus con cédigo de acceso 2qt6 (1.5 A), considerando la
posicion correcta de los atomos de cobre y de oxigeno del centro activo. El modelo obtenido para

GILCC 1 presenté una cobertura del 100 % y una identidad del 78.98 %, con una puntuacién
QMEAN de 0.89 (Figura 5).

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

QMEAN Z-Scores

omean T T T T M 1.4
cc T T T o«
anatom IS ¢ T 7 .08 o
solvation IR | . . 194 : PR e
torsion ‘:::3 1.81 : »

|Z-score|>2 1<|Z-score|<2 e |Z-score|<l kmodel

»d QMEAN4

Protein Size (Residues

Figura 5. Calidad del modelo 3D de GILCC 1. a. Grafico QMEAN, donde se observan valores
confiables de Z-Scores (cercanos a 1, en las zonas blancas) b. Grafico de distribucién, que muestra
la tendencia de las puntuaciones QMEAN de un conjunto de estructuras cristalograficas de alta
resolucion del Protein Data Bank. El modelo generado esta representado por medio de una estrella
roja ¢. Modelo en cintas de color azul y rojo, la mayoria de los residuos tienden al color azul,
indicando que la estructura es mas confiable.

El servidor ProCheck evalué la disposiciéon de los angulos diedrales mediante el diagrama de
Ramachandran (Figura 6a). En el grafico generado a partir del molde se observé que el 87.6 %
(347 aminoacidos) de los residuos ocuparon regiones favorecidas, el 11.6 % (46 aminoacidos)
ocuparon regiones permitidas. La Gly representada por tridngulos se encuentra en regiones no

permitidas.

El servidor PROVE, mostré en el modelo valores de 0.345 y 1.264 para el Z-score absoluto y Z
score RMS respectivamente (Figura 6b). El grafico del analisis ERRAT muestra regiones de
discrepancia con un nivel de confianza del 99 y 95 % en rojo y en amarillo, respectivamente. Para
el modelo generado, el factor de calidad global fue del 94.04 % con la mayoria de los aminoacidos

por debajo del 99 % de error y del umbral de advertencia del 95 % (Figura 6¢). El modelo 3D de
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GILCC 1 mostré que el 97.19 % de los residuos tenfan puntuaciéon media 3D-1D > 0.2 (Figura
6d).

e Average Z—score Z-score RMS

25

20 4

Pyi (degrees)
Z~-score RMS

T T r T 0s T r T T
1.00 1.50 200 2.50 30 3.5 1.0 1.50 200 250 30 150

Resolution(Angstroms) Resolution(Angstroms)

Figura 6. Validacion del modelo 3D de GILCC 1. a. Diagrama de Ramachandran. En el eje X
se observan los valores de los angulos Py en el eje Y los angulos Psi. El color rojo representa
regiones favorables, el amarillo regiones permitidas y la blanca regiones no permitidas
energéticamente. El modelo fue confiable ya que mas del 90 % de los aminoacidos se ubicaron en
regiones permitidas. b. En la imagen de la izquierda se representa la desviacién cuadratica media
de la puntuacion Z (Z-score rms) y a la derecha la puntuaciéon Z absoluta c. El grafico muestra
regiones de discrepancia con un nivel de confianza del 99 % en rojo y del 95 % en amarillo. d.
Grafico de Verify3D, el eje vertical da la puntuaciéon media 3D-1D de los residuos dentro de una
ventana deslizante de 21 residuos. Las regiones con una puntuacion inferior a cero no fueron
consideradas confiables.

La Tabla 3 resume los resultados de la validacion del modelo 3D GILCC 1 obtenidos en este estudio

y los resultados obtenidos por Ardila-Leal et al., (2021) para el modelo 3D de POXA 1B.
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Tabla 3. Comparacion de los resultados de la validacion de los modelos 3D de GILCC 1 y POXA

1B.

Servidor Valos GILCC1 POXA 1B

(Este estudio) [361]

Swiss model QMEAN 0.89 0.78

Procheck Aminoacidos en zonas 88.9 87.6

favorecidas
Errat2 Factor global de calidad 88.77 94.04
Verify3D Puntuacién 3D-1D 94.08 97.17

5.2. Parametrizacion del centro activo del modelo 3D de GILCC1a pH 3.0y 7.0

La Tabla 4 muestra los angulos y enlaces del centro activo parametrizado a pH 3.0 del modelo
3D de GILCC 1 y los valores obtenidos para el modelo 3D de POXA 1B a pH 3.0 obtenido por
Ardila-Leal et al., (2021).

Tabla 4. Angulos y enlaces del centro activo parametrizado a pH 3.0 de los modelos 3D de

GILCC 1y POXA 1B.

GILCC 1 a pH 3.0 (este estudio)

POXA 1B a pH 3.0 [361]

Angulos ° Enlaces A Angulos ° Enlaces A

CuTl

His**-CuT1-Cys*’ | 116.927 | His**-CuT1 | 1.879 | His**-CuT1-Cys*' | 129.536 | His**-CuT1 | 1.832

His™-CuT1-Cys*’ | 123.260 | His™-CuT1 | 1.929 | His™*-CuT1-Cys*' | 115.431 | His”*-CuT1 | 1.960

His™-CuT1-His** | 103.089 | Cys*’-CuT1 |2.091 | His™*-CuT1-His** | 108.597 | Cys*'-CuT1 | 2.216
Cu T2

His*-CuT2-OH 94.430 | His™-CuT2 | 1.851 | His*-CuT2-OH 133.899 | His™-CuT2 | 1.959

His™*-CuT2-OH 101.349 | His*-CuT2 | 2.036 | His*’-CuT2-OH 108.509 | His®*-CuT2 | 1.928

His™*-CuT2-His* 164.27 | CuT2-OH 1.805 | His™-CuT2-His** | 110.253 | CuT2-OH 1.741

CuT3a

His'""'-CuT3-His*" | 94.149 | His**-CuT3 | 1.949 | His'""-CuT3-His™ | 98.071 | His*"-CuT3 | 1.970

His**-CuT3-His'" | 132.242 | His'""'-CuT3 | 2.083 | His*’-CuT3-His'"" | 124.123 | His'"'-CuT3 | 1.977

His**-CuT3-His*” | 100.949 | His""-CuT3 | 1.925 | His*"-CuT3-His™ | 103.362 | His®”-CuT3 | 2.024

CuT3B
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His®*-CuT3-His'"” | 132.633 | His"*-CuT3 | 2.005 | His**-CuT3-His'” | 136.407 | CuT3-His'” | 1.987
His'"”-CuT3-His® 100.567 | His'”-CuT3 | 2.022 | His'”-CuT3-His* | 103.406 | CuT3-His® | 2.069
His**-CuT3-His® 99.364 | His®-CuT3 | 2.054 | His**>-CuT3-His® | 94.494 | CuT3-His** | 1.996

- - OH-CuT3 1.943 - - OH-CuT3 1.965

La Figura 7 muestra el centro activo parametrizado de los modelos 3D de GILCC 1 y POXA

1B respectivamente [361].

Figura 7. Centro activo parametrizado de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B a pH
3.0. Centro activo parametrizado a pH 3.0 de los modelos 3D de a. GILCC 1 y b. POXA 1B. En
color café se muestran los cobres T1, T2 y T3 y alrededor, los aminoacidos que coordinan los
cobres.

5.3. Parametrizacion del centro activo de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B a pH
7.0

En el modelo generado para POXA 1B a pH 7.0, los aminoacidos que coordinan el Cu TT1,

395 451

especificamente la His* y la Cis®' presentaron entre ellos una distancia menor a 2.5 A.
Adicionalmente, el cambio de la carga de los aminoacidos a pH 7.0 gener6 la formacion de enlaces
covalentes entre estos dos aminoacidos (Figura 7.1); esta conformaciéon no es la correcta, ni es

coherente con la estructura reportada para las lacasas. Por tanto, no fue posible parametrizar el
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modelo de la enzima POXA 1B a pH 7.0, ni realizar estudios de acoplamiento y
Dinamica molecular. Sélo se presentan los resultados de GILCC 1 a pH 3.0 y 7.0 y POXA 1B a
pH 3.0.

La Tabla 5 muestra los angulos y enlaces del centro activo parametrizado a pH 7.0 del modelo

3D de GILCC 1.

Tabla 5. Angulos y enlaces del centro activo parametrizado a pH 7.0 del modelo 3D de GILCC
1.

GILCC 1a pH 7.0 (este estudio)
Angulos ° Enlaces A
CuTl
His**-CuT1-Cys*’ | 135.093 | His"*-CuT1 | 1.990
His™-CuT1-Cys*’ | 117.295 | His’”-CuT1 | 2.052
His™-CuT1-His*® | 106.962 | Cys**-CuT1 | 2.054
Cu T2
His*-CuT2-OH 97.059 | His”™*-CuT2 | 1.794
His™*-CuT2-OH 96.224 | His*-CuT2 | 2.036
His™*-CuT2-His* 166.717 | CuT2-OH 1.898
CuT3a
His'"'-CuT3-His* | 117.172 | His**-CuT3 | 1.965
His**-CuT3-His'" | 117.093 | His'"'-CuT3 | 2.038
His**-CuT3-His*" | 115.275 | His*-CuT3 | 1.948
CuT3p
His**-CuT3-His'” | 111.170 | His®*-CuT3 | 2.070
His'”-CuT3-His® 136.967 | His'"”-CuT3 | 1.960
His**-CuT3-His® 111.127 | His*-CuT3 | 1.912
- - OH-CuT3 1.965
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La Figura 7.1 muestra el centro activo de los modelos 3D de GILCC 1 y POXA 1B

respectivamente a pH 7.0.

Cys*!

Figura 7.1. Parametrizaciéon de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B a pH 7.0. Centro
activo parametrizado a pH 7.0 del modelo 3D de a. GILCC 1. En color café se muestran los cobres
T1, T2 y T3 y alrededor, los aminoacidos que coordinan los cobres. b. En color azul se muestra el
cobre T1 del modelo de POXA 1B formando enlaces con la His*, la His®® y la Cys*'. Los
aminoacidos Cys®' y la His®” formaron enlaces covalentes entre ellos, originando una
conformacién que no es la correcta, ni es coherente con la estructura reportada para las lacasas.

5.3. Dinamica molecular con los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B en ausencia de
ligandos.

Ambos modelos, GILCC 1 y POXA 1B [361] obtuvieron valores de RMSD menores a <2 A a lo
largo de la trayectoria (200 ns). No se observaron rupturas de enlaces en el centro activo de la

enzima (Figura 8).
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Figura 8. Raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) de los modelos GILCC 1y POXA
1B en ausencia de ligandos. En negro y rojo se muestran los valores de RMSD a lo largo de la
trayectoria (200 ns) para los modelos 3D de GILCC 1 y POXA 1B [361], respectivamente.

La Figura 8.1 muestra los resultados de la fluctuacién cuadratica media (RMSF) del modelo 3D de
GILCC 1 sin la presencia de ligandos a lo largo de toda la trayectoria. Las zonas entre los
aminoacidos Leu’y GIn’” y los aminoécidos Pro*' y Gly** presentaron valores superiores a los 2
A (valores entre 2.2667 y 3.548 A y 2.1867 y 3.9256 A, respectivamente) indicando regiones de alta

fluctuacion.

La Figura 8.2 muestra los resultados de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) del modelo 3D de
POXA 1B en ausencia de ligandos a lo largo de toda la trayectoria. Ardila-Leal et al., (2021)
demostraron que la region entre los aminoicidos Leu' - Val'® y Ser™ - Gly*®, presentaban altas

fluctuaciones [362].

104



—— GILCC 1
4 1 POXA 1B

0 100 200 300 400 500

Residues

Figura 8.1. Fluctuaciéon cuadratica media (RMSF) de los modeos 3D de GILCC 1y POXA
1B en ausencia de ligandos. En negro y rojo se muestran las zonas de alta fluctuaciéon (RMSF <2
A) de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B [362], respectivamente, a lo largo de la trayectoria
(200 ns).

Figura 8.2. Zonas de fluctuaciéon de los modelos GILCC 1 y POXA 1B en ausencia de
ligandos. En azul se muestra el bolsillo de unién de los modelos y en rojo las zonas de alta
fluctuacion (RMSF > 2 A) a lo largo de la trayectoria (200 ns), sin la presencia de ligandos. a. GILCC
1yb. POXA 1B.

5.4. Seleccién de ligandos (antibioticos)
La Tabla 6 ejemplifica una de las entradas a la biblioteca de 226 antibiéticos. De un total de 226
moléculas, 100 estaban aprobadas por la FDA, el ICA o el INVIMA. De las 100 moléculas

preseleccionadas 32 de estas ya tenfan estudios experimentales de degradacion mediado con
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lacasas [370]. De las 68 moléculas restantes 16 de estas tenfan un peso molecular (Da) inferior al

del ABTS (514.62 Da).

Tabla 6. Ejemplo de la entrada de netilmicina (NET) a la biblioteca de 226 antibi6ticos
preseleccionados para el estudio.

netilmicina

Clase Aminoglucésido Estructura Importancia
Subclase Aminoglicosidos + 2 | Los aminoglucésidos constan de varios | La netilmicina (NET) esta incluida entre
deoxistreptamina anillos  ciclitoles en su  estructura, | los medicamentos esenciales segin la
Abreviatura generalmente tres, y cinco azucares | [145]. Antibidtico de importancia critica;
NET enlazadas por medio de enlaces glicosidicos. | Gnica, o una de las limitadas terapias
Se encuentran, grupos amino e hidroxilo | disponibles, para tratar infecciones
Uso del antibiético unidos a los anillos, aportando las | bacterianas graves transmitidas  por

Animales Humanos
be
Aprobado por
ICA be
INVIMA
FDA be

propiedades quimicas del compuesto [98].

fuentes no humanas o humanas, con genes
de resistencia [97].

Mecanismo de accion

Prescripcién

Microorganismos suceptibles

Alteran  la

permeabilidad  de la

membrana, inhiben también la sintesis
proteica, uniéndose a los fragmentos del
ribosoma (fraccién 30s) [98].

Espectro: amplio.

Infeccién de las vias biliares, Infecciones
oculares,

Infecciones del tracto gastrointestinal,
Infeccién renal,

Infeccién obstétrica,

Inflamacién ocular,

Inflamacién ocular postoperatoria
Infecciones pulmonares,

Sepsis,

Infeccién del tracto urinario
Infecciones bacterianas oculares.

Tomado de:
https:/ /go.drugbank.com/drugs/DB00955

Escherichia coli, Citrobacter sp., Protens sp.,
(indol-positivo e indol-negativo),
incluyendo Profens mirabilis, P. morganii, P.
rettgres, P. vulgaris, Pseudomonas aernginosa y
Neisseria gonorrhoea. La netilmicina también
es activa in vitro contra cepas de Hemophilus
influenzae, Salmonella sp., Shigella sp. y contra
estafilococos  productores y  no
productores de penicilinasa, incluidas las
cepas resistentes a la meticilina. Algunas
cepas de Providencia sp., Acinetobacter sp., y
Aeromonas sp.

Tomado de:
https://go.drugbank.com/drugs/DB0095
5

Farmacologia Caracteristicas quimicas

Toxicidad en humanos Reacciones gastrointestinales [371]. Peso molecular (Da) 389.4
Toxicidad en animales Toxicidad aguda en ratas: 2.0963 LD50, mol | Hidrégenos aceptores -

ko -1

& Hidrégenos donadores 4

Tomado de: Enl ; 5

https://go.drugbank.com/drugs/DB00955 nlaces rotativos
Eliminacién Numero de anillos 3
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Aproximadamente el 94 % de la dosis se | Enlaces covalentes 1

absotbe, y un 60 % -70 % se excreta en la PP

orina sin cambios en la estructura [124]. Solubilidad en agua 0.149
Metabolismo No hay evidencia de transformacién | Supetficie polar (A2)

metabolica. Se excreta sin cambios en la

orina [371]. 132.96

A partir de esta informacioén y de acuerdo con los criterios de selecciéon se seleccionaron 16

antibioticos para el estudio (Tabla 7).

Tabla 7. Antibiéticos de amplio espectro seleccionados para el estudio.

Clase de Antibiético PM Uso
Antibiético seleccionado (Da)
Aminoglicssidos netﬂmi(.:ir.la (NET) 475.6
tobramicina (TM) 467.5 Humanos
Oxazolidinonas linezolid (LZD) 337.4
B-lactamicos y cefazolina (CZ) 454.50
cefalosporinas cefradina (RAD) 349.40
12,4y 5 cefuroxima (CXM) 424.40
generacion
Fenicoles tiamfenicol (TP) 356.20
fosfomicinas fosfomicina (FOS) 138.06
, , clindamicina (CM) 425.0
Lincosamidas

lincomicina (LIN)

406.5 Humano y Animal

Quinolonas y

moxifloxacina (MXF) 401.4

Fluoroquinolonas levofloxacina (LVX) 361.4
Trimetroprim (SXT) 290.32
Sulfonamidas sulfisoxazol (FIS) 270.30
sulfanilamida (SA) 172.21
tetraciclinas tetraciclina (TE) 444.4

Preparacion de ligandos

5.5.

Se realiz6 el ajuste de la protonacién a pH 3.0 y 7.0 de cada antibiético teniendo en cuenta la los

valores de pKa. La Tabla 8 muestra los valores de pKa y las cargas de los grupos ionizables.
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Tabla 8. Carga de los ligandos seleccionados a pH 3.0 y 7.0.
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Valor pKa

Estado de protonacion

Ligando Referencia
NH | COO pH 3.0 pH 7.0
+ S
cefazolina 7N NHZE( S SN CH;
10.87 | 2.84 N\N;N/\ff S~ ] -
(Cz) % 72
(o] o
e https://pubc
cefradina wmﬁt{ hem.ncbi.nlm.
7.3 2.6 N—// ~CHs nih.gov/com
3 )
(BAN) o// _ pound/Cephr
& ° adine
o o /O
M Y
cefuroxima 106 | 290 HNT O o
. . . 373
(CXM) NH; / . [373]
o—N /
/
HyC
clindamicina
779 | - [374]
(CM)
levofloxacina
LVX) 6.1 8.12 [375]
moxifloxacina
(MXF) 6.2 9.14 [376]
—N —N
o\\ ohe o\\ oHy Ettps:/{}au]lac
HN HN em.ncbi.nlm.
sulfisoxazol 1.5 ) o—d—0 CHj o=s=o0 CHs nih.gov/com
(FIS) 5.0 pound/sulfiso
xazole
NH; NH,
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lincomicina

OH

7.8 - [377)
(LIN) o &CHs
CHj
(o]
linezolid J
(LZD) o _ N\/K/NH o [378]
HyC
H,N
tobramicina ° o >
10.6 | 2.90 NS [379]
(TM) HoN
tiamfenicol >
11.05 - ot [380]
" o
(o]
H:,C\o
trimetoprim | 3.20 0
- M [381]
(SXT) 7.10 HaC_
HO o]
netilmicina Q
NET 6.5 _ o HO o] NH. NH. [379]
( ) NH O HN
"o CHy; HC
sulfanilamida https://chem
SA 10.58 - axon.com/
(54) NH,
fosfomicina 7.82, N https://chem
(FOS) - 125 / axon.com/
. S
tetraciclina 3.3 Vil 5
(TE) 94 | 73 O O"‘ o [382]
OH (o]
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o f N S
ABTS 15 | - \//SCES = ﬁ ° 383]
d >:N s

5.6. Acoplamiento molecular de las lacasas GILCC 1y POXA 1B con los ligandos

5.6.1. Identificacion de los residuos que hacen parte del bolsillo de unién al sustrato

El programa FSite determiné que los aminoacidos que hacen parte del bolsillo mas cercano al
centro activo del modelo GILCC 1 son Leu™, Asn™', Leu’”, Ala*’, GIn*?, 1le”, Arg*™”, Tyr™,
Glu™”, Phe®, Ser* y Gln*'(Figura 9). Ademas, se determiné que el bolsillo de GILCC 1 tiene
una superficie de 202.430 A. Los aminoacidos que hacen parte del bolsillo més cercano al centro
activo del modelo POXA 1B son 1le™, Pro™, 1le™, Asp™”, Ser™”, Cys™™, Tyr'', Asp*™ y Leu®’
(Figura 9.1) y la superficie del bolsillo es de 197.716 A; con esta informacién se construy6 un

Grid con dimensiones de 26 x 26 x 28 A para cada modelo.

Figura 9. Bolsillo del centro activo del modelo 3D de GILCC 1 a. Bolsillo mas cercano al
centro activo. b. Los aminoacidos Leu, Asn™', Leu’”, Ala*", GIn*”, 1le**, Arg*™, Tyr**, Glu™”,
Phe™”, Ser* y Gln*" hacen parte del bolsillo del centro activo del modelo 3D de GILCC 1.
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Figura 9.1. Bolsillo del centro activo del modelo 3D de POXA 1B a. Bolsillo mas cercano al
centro activo. b. Los aminoécidos le”, Pro™”, 1le*’, Asp™”, Ser™”, Cys™™, Tyr''%, Asp™, Val**,
Gly™, Ala*’; Asp*™*, Tpr'”y Leu*” hacen parte del bolsillo del centro activo del modelo 3D de
POXA 1B.

5.6.2. Resultados del acoplamiento molecular con los modelos 3D de GILCC 1a pH 3.0
y 7.0, y POXA 1B a pH 3.0.

La Tabla 9 muestra los resultados de energfa libre de unién de los modelos 3D de GILCC 1y

POXA 1B con los 16 antibidticos seleccionados.

Tabla 9. Energia de afinidad (AG, Kcal mol -1) de los modelos 3D de las lacasas GILCC 1 y
POXA 1B con los antibiéticos.

Energia de libre de Gibbs (AG, Kcal mol 1)
Ligandos
GILCC1 POXA 1B
pH 3.0 pH 7.0 pH 3.0

ABTS -7.6 -6.7 -6.8
tetraciclina (TE) -7.4 -7.6 -0.4
netilmicina (NET) -6.0 -5.8 -5.7
tobramicina (TM) -0.3 -5.6 -5.7
cefazolina (CZ) -7.2 -60.2 -60.8
cedradina (RAD) -7.5 -0.3 -6.0
cefuroxima (CXM) -7.5 -7.2 -60.2
tiamfenicol (TP) -60.5 -0.4 -5.4
fosfomicina (FOS) -4.7 -4.0 -3.8
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clindamicina (CM) -6.7 -5.4 -5.7
lincomicina (LIN) -6.5 -5.8 -5.2
moxifloxacina (MXF) -7.1 -6.9 -6.0
levofloxacina (LVX) -8.2 -7.1 -6.3
trimetoprim (SXT) -0.6 -0.6 -5.8
sulfisoxazol (FIS) -7.5 -7.0 -5.9
sulfanilamida (SA) -5.6 -5.3 -4.5

5.6.3 Comparacion del ABTS una vez acoplado con los receptores vs. el complejo
cristalizado del ABTS con la lacasa de Bacillus subtilis (3ZDW)

En la Figura 10 se observan las diferencias entre la conformaciéon del ABTS unido al bolsillo de
la lacasa de Bacillus subtilis (32DW) (complejo cristalizado), comparadas con la conformacién del
ABTS unido a los bolsillos enzimaticos de los modelos 3D de GILCC 1 a pH 3.0 y 7.0, y POXA
1B a pH 3.0 (Figuras 10 y 10.1), respectivamente. Se obtuvo un valor de RMSD de 2.8 y 2.6 A,
para GILCC 1y POXA 1B a pH 3.0 y un valor de RMSD de 4.2 A para GILCC 1 a pH 7.0.

Figura 10. Conformacion del ABTS cristalizado vs. la conformaciéon del ABTS acoplado a
los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B Se muestran las diferencias en la conformacién del
ABTS una vez unido al bolsillo de la lacasa de Bacz/lus subtilis co-cristalizada con ABTS a pH 5.5 &
0.2 (3ZDW) (color azul) y la conformacion adoptada del ABTS al unirse a los modelos a. GILCC
1 (color rojo) (RMSD de 2.8 A) y b. POXA 1B (color negro) (RMSD de 2.6 A) a pH 3.0.
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Figura 10.1. Conformacion del ABTS cristalizado vs. 1a conformacién del ABTS acoplado
al modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0. Diferencias en la conformacién del ABTS una vez unido
al bolsillo de la lacasa de Bacillus subtilis co-cristalizada con ABTS a pH 5.5 £ 0.2 (3ZDW) (color
azul) y la conformacién adoptada del ABTS al unirse al modelo GILCC 1 (color naranja) (RMSD
de 4.2 A) a pH 7.0.

5.7. Interacciones de los complejos enzima-ligando
En las Figuras 11-28 se observan los ligandos acoplados a los bolsillos de las enzimas GILCC 1y
POXA 1B, asi como las interacciones generadas entre los ligandos y los residuos de aminoacidos

de cada enzima.

5.7.1. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B con el ABTS

En la interaccién entre el ABTS y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 3.0 participaron los aminoacidos
hidrofébicos Pro™*, Tle™, Ala*2, Leu™, Leu’”, 1le*®, Tyr**, Phe™ y Ala*'’. Los aminoacidos
polares Thr*’, GIn™", Asn™", Ser*’, Ser*” y GIn*** también interactuaron con el ligando. Ademis,

237

los aminoécidos Gln*" y Tyr*** formaron enlaces de hidrégeno con el grupo sulfonato del ABTS

a una distancia de 2.44 y 2.38 A, respectivamente (Figura 11, Tabla 8).
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Figura 11. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y el ABTS a pH 3.0. a.
Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interacciéon entre el ABTS y el modelo 3D de GILCC 1

a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™™, 1le?, Ala*2, Leu™, Leu™”, Tle™, Tyr™*,
Phe*’ y Ala*™.

En la interaccién entre el ABTS y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0 participaron los aminoacidos
hidrofébicos Phe'®, Pro™ 1le*” Ala*, Pro™™, Ala*”, Phe*” y Pro'®. Los aminoacidos polares Asn*”
y Ser’ también interactuaron con el ligando. Ademas, los aminoacidos His*® y Tht*’ formaron
enlaces de hidrégeno con los oxigenos del grupo sulfonato del ABTS a una distancia de 2.43 y

2.27 A respectivamente (Figura 11.1, Tabla 8).

SER
264

\\ )\ 6Ly
392
N Z ~n
N ~ 1E
\l/ N \\ 505 455
THR

430 ALA

ASP
206

433

Figura 11.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y el ABTS a pH 7.0.
a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el ABTS y el modelo 3D de GILCC

1 a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe'®, Pro™ 1le*® Ala™, Pro™, Ala*’, Phe™®
163

y Pro™.

En las interacciones entre el ABTS y el modelo 3D de POXA 1B a pH 3.0, participaron los
aminoécidos hidrofébicos Pro™®, Pro’”, Phe™, 1le*’, Val'? Phe™ y Ala™'. También, se
presentaron interacciones con los aminoacidos polares Ser””, Asn™’, Asn*”’, His'", Ser*** y GIn**.
Ademas, se observan interacciones con los aminoacidos pertenecientes al centro activo como la
histidina His™* y la histidina His**. El aminoacido Gly” formé un puente de hidrégeno con uno

de los oxigenos del sulfonato del ABTS, con una distancia de 2.39 A (Figura 11.2, Tabla 8).
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Figura 11.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y el ABTS a pH 3.0.
a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el ABTS y el modelo 3D de POXA

1B a pH 3.0, participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™, Pro™”, Phe™®, Ile*’, Val'®’, Phe™ y
Ala™".

5.7.2. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B con la
tetraciclina (TE).

En las interacciones entre la tetraciclina (TE) y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Pro®™, Ala*) Ala*") Tyr™, Leuw, 11e**, Leu™, Phe®” y Tle™.
También, se presentaron interacciones con los aminoécidos polares Ser*”’, Ser*”, Thr*”, Gln*¥,
GIn™ y Asn™'. El aminoacido hidrofébico Ala*"’ formé un enlace de hidrégeno con un grupo
hidroxilo (OH) de la tetraciclina (TE) con una distancia de 2.17 A, mientras que el aminoacido

Glu™”, cargado positivamente, formé un puente de sal con el grupo NH" del ligando con una

distancia de 2.15 A (Figura 12, Tabla 8).
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LEU

ALA
433
/

THR
430

Figura 12. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y tetraciclina (TE) a
pH 3.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre la tetraciclina (TE) y el
modelo 3D de GILCC 1 a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™, Ala*”, Ala*"?,
Ty, Lew™, 11e?, Leu®”, Phe® y lle?,

En las interacciones entre la tetraciclina (TE) y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos 11e*”) Pro'®, Leu'*, Phe™, Pro™', Phe'®, Phe*”, Ala™” y Pro™. El
aminoacido hidrofébico Phe*” formé una interaccién de tipo pi-cation con el grupo NH™ del
ligando. El aminoacido Asp™ cargado positivamente, también interactué con el ligando (Figura

12.1, Tabla 8).

ASP. H PRO LEU
20 163 164

ILE
455
y
GLY &
392
NH* OH
~
PRO ALA PHE
394 393 332
/ / /
PHE PRO
162 391
y J
PHE
265
J

Figura 12.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y la tetraciclina (TE)
a pH 7.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre la tetraciclina (TE) y el
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modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0 patticiparon los aminoacidos hidrofébicos 1le*”, Pro'®, Leu'*,
Phe™?, Pro™', Phe'®, Phe*®, Ala™ y Pro™™.

En las interacciones entre tetraciclina (TE) y el modelo 3D de POXA 1B a pH 3.0, participaron
los aminoacidos hidrofébicos Pro™”, Val'® Phe™', Phe™® Ala™', Phe™’, Val™ y Pro'®. Los
aminoécidos polares Asn*”, Ser” y His'™* también interactuaron con el ligando. La histidina del
centro activo HE3** formé un puente de hidrégeno con un grupo hidroxilo (OH) del ligando con
una distancia de 2.23 A y el aminoacido Phe®' formé una interaccién de tipo “stacking’ n-n con el

anillo aromatico del antibiético (Figura 12.2, Tabla 8).

Figura 12.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y la tetraciclina
(TE) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre tetraciclina (TE)
y el modelo 3D de POXA 1B participaron los aminoicidos hidrofébicos Pro™”, Val'®, Phe™,
Phe’®, Ala™!, Phe™, Val®® y Pro'®.

5.7.3. Acoplamiento molecular de las lacasas GILCC 1y POXA 1B con los
aminoglic6sidos seleccionados.

En las interacciones entre netilmicina (NET) y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Pro™, Phe*”, Leu™”, Ala*’ y Phe*’. También, se presentaron
interacciones con aminoicidos polares como Thr*’, Gln*?, GIn®”, Ser*”, Asn™", Ser*”, Asn*® y
Ser”™™. Se pudo observar la formacién de un puente de sal entre el aminoacido Glu302 con carga
positiva y el grupo amino (N“Hj) del antibiético. Ademas, el aminocido Ser*” formé un puente
de hidrégeno con el grupo amino del ligando (con una distancia de 2.18 A) y el aminoacido Ala*"
formé dos puentes de hidrégeno con los grupos amino de los anillos marcados como 1y 2 con

distancias de 2.03 y 2.52 A, respectivamente (Figura 13, Tabla 8).
118



PHE
265

THR SER
430 / ) 4 %64

ASH PHE
435) 239
» GLN

ASN
208

GLN -
237 H.N
LEU
/ Holn, 299
O
SER 1
427 o
ov :
NH,* NH,*
ASN GLY
301 \ 429
P
SER GLU ALA GLY
409 3_05) 410 411

Figura 13. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y la netilmicina (NET)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre netilmicina (NET) y el
modelo 3D de GILCC 1 a pH 3.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos Pro™, Phe*”, Leu™,
Ala* y Phe?.

En las interacciones entre la netilmicina (NET) y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0 participaron
los amino4cidos hidrofébicos Ile*’ Pro'®, Leu'*, Phe'®, Ala™”, Pro*!, Val’® Pro™!, Ala®y Pro™™.
El amino4cido hidrofébico Phe®” interactué con el grupo amino (NH™) del ligando mediante una
interaccion de tipo pi-catién, también, el aminoacido Asp™ cargado positivamente, formé un
puente de sal con ese mismo grupo amino (a una distancia de 2.51 A). Ademas, los aminoacidos
Gly”y Ala™ formaron puentes de hidrégeno con el oxigeno de uno de los anillos de la netilmicina
(NET) con distancias de 2.13 y 2.91 A, respectivamente, mientras que el aminoacido polar Thr**’

formé un puente de hidrégeno con uno de los grupos amino (N*Hs) con una distancia de 2.11 A

(Figura 13.1, Tabla 8).
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Figura 13.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y la netilmicina

(NET) a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre la netilmicina
(NET) y el modelo 3D de GILCC 1 a pH 7.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Ile*®
Pro'®, Leu'", Phe'®*, Ala’”, Pro*!, Val™®, Pro™', Ala™"y Pro™*.

En las interacciones entre el modelo 3D de GILCC 1 y la tobramicina (TM) a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Pro™, Ala*? Leu™, Ala*'’, Val*, Tyr** 11e**, 11e**® y Phe™.
También, se presentaron interacciones con los aminoacidos polares Thr*’, Asn™', Ser*”, Ser*”,
GlIn** y GIn™". El amino4cido Gln** formé un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo (OH)
del antibi6tico, mientras que, los aminoacidos Asn™', Ala*’, Glu™” GIn** y Gln*’, formaron
puentes de hidrégeno con los grupos amino (NH;N™) del antibidtico con distancias de 2.22, 2.07,
2.01,2.18,2,04 y 2.74 A, respectivamente (Figura 13.2, Tabla 8).
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Figura 13.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y la tobramicina
(TM) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de
GILCC 1 y la tobramicina (TM) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™, Ala*?,
Leu®, Ala"?, Val'®, Tyr®, 11e*S, 1le™ y Phe?”.

En las interacciones entre el modelo 3D de GILCC 1 y la tobramicina (TM) a pH 7.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Val*™®, Pro™', Pro*!, Ala*”, Phe*®, Leu'®, Pro'®> Leu'®*, Phe'®? T1e*”,
Pro™”y Pro™. También, se presentaron interacciones con los aminoécidos polares Thr*" y Ser*™,
El aminoacido Gly™ formé un puente de hidrégeno con el grupo amino y el grupo hidroxilo del
ligando con distancias de 2.75 y 2.32 A, respectivamente, mientras que el aminoacido Asp™,

cargado positivamente formé un puente de sal con el grupo amino (N+Hs) (Figura 13.3, Tabla
8).
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Figura 13.3. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y la tobramicina
(TM) a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de
GILCC 1 yla tobramicina (TM) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Val’®, Pro™,
Pro®!) Ala*”, Phe’”, Leu'®, Pro'® Leu'™, Phe'®, 1le™, Pro™"y Pro™.

En las interacciones entre el modelo 3D de POXA 1B y netilmicina (NET) a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos 1le*?, Val'®®, Pro'®, Pro®”, Phe™ y Ala™'. Los aminoécidos polares
His', Thr'®, Ser” y Asn’”, al igual que el aminoicido del centro activo HE3, también
interactuaron con el ligando. Los aminoacidos His'™, Val'®®, Pro'® y Ser” formaron puentes de
hidrégeno con los diferentes grupos amino del antibiético con distancias de 2.17, 2.26, 2.41 y 2.01
164

A, respectivamente, ademas, ocurrié una interaccion tipo Pi-catién entre el aminoacido His

grupo amino (HsN") del ligando (Figura 14, Tabla 8).
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Figura 14. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y netilmicina (NET)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de POXA
1B y netilmicina (NET) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos 1le*”, Val'® Pro'®,
Pro™”, Phe™ y Ala™".

En las interacciones entre el modelo 3D de POXA 1B y tobramicina (TM) a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Val®®”, Phe’, Ala™!] Phe™, Phe’, Val'® 11e*” y Pro'®. Algunos
aminoacidos polares como la Ser’, Asn*” y la His'®* también interactuaron con el ligando. La
Pro'® formé un enlace de hidrégeno con los grupos amino (HsN™) e hidroxilo (OH) del antibi6tico

1**¥ formé un enlace

con distancias de 2.72y 2.21 A, respectivamente. Igualmente, el aminoacido Va
de hidrogeno con el grupo amino (HsN") de uno de los anillos del antibiético con una distancia
de 2.24 A. Los aminoacidos del centro activo HE3** y HE2** también interactuaron con el ligando

(Figura 14.1, Tabla 8).
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Figura 14.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y tobramicina (TM)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de POXA
1B y tobramicina (TM) a pH 3.0 patticiparon los amino4cidos hidrofébicos Val®’, Phe®, Ala™",
Phe®', Phe™, Val'®, 1le*” y Pro'®.

5.7.4. Acoplamiento molecular de las lacasas GILCC 1y POXA 1B con las
oxazolidinonas seleccionadas

En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1 y el linezolid (LZD) a pH 3.0 participaron los

aminoécidos hidrofébicos Phe™, Pro™*, Ala*?, Ala*"’, Leu®’, Leuw’”, 1le*, Tyr*™*, 1le™ y Leu™.
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También, los aminoacidos polares Gln**?, GIn*’, Asn™, Ser*” y Thr*" del modelo interactuaron
con el ligando. El amino4cido Leu™ formé un puente de hidrégeno con el grupo amino (NH) del
antibiético con una distancia de 2.39 A, mientras que el aminoacido GIn®’ formé un puente de
hidrégeno con un grupo hidroxilo (OH) con una distancia de 2.30 A. El aminoacido Arg*, con
carga negativa, también formé un puente de hidrégeno con el oxigeno de uno de los anillos del

ligando con una distancia de 2.72 A (Figura 15, Tabla 8).
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Figura 15. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y el linezolid (LZD) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccion entre el modelo 3D de GILCC 1
y el linezolid (I.ZD) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Phe™, Pro™, Ala*”, Ala*",
Leu™, Leu™”, 11e”, Tyr™, 1le™® y Leu™”.

En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1 y linezolid (LZD) a pH 7.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos 1le*, Ala*?, Phe™’, Phe’”, Pro™, Phe'® y Phe”. La histidina del centro
activo HE2*® formé un puente de hidrégeno con el oxigeno de uno de los anillos del ligando con

392

una distancia de 2.31 A. El aminoacido cargado positivamente Asp™°y la glicina Gly* también

interactuaron con el ligando (Figura 15.1, Tabla 8).
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Figura 15.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y linezolid (LZD) a
pH 7.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1
y linezolid (LZD) a pH 7.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos 1le*”, Ala®”, Phe®’, Phe’”,
Pro™!, Phe'®® y Phe*®.

En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B y linezolid (LZD) a pH 3.0, participaron los
aminoacidos hidrofébicos Phe®®, Ala*” y Pro™. Los aminoacidos polares Ser*, His™", Ser*”,
GlIn™, Asn*” y Asn™” interactuaron con el ligando, al igual que los aminoécidos con carga positiva
Glu™' y Asp*”. El aminoacido del centro activo HE2** también interactu6 con el antibiético. No

se observo la formacion de puentes de hidrégeno (Figura 16, Tabla 8).

GLY
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263

Figura 16. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y linezolid (LZD) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B
y linezolid (I.ZD) a pH 3.0, participaron los aminoécidos hidrofébicos Phe™, Ala*”y Pro™”.
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5.7.5. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de lacasas GILCC 1y POXA 1B con
las cefalosporinas seleccionadas

En la interaccion entre el modelo 3D de GILCC 1 y la cefazolina (CZ) a pH 3.0, participaron los
aminoacidos hidrofébicos Pro®™, Leu®’, Ala*'’, Phe®”, Tyr**, 1le*® y Leu’. También, los
Yy y
aminoacidos polares Thr*’, Gln*’, Asn™', Ser*”, Ser*”’, Gln** v Asn*® interactuaron con el
P y
ligando. Los aminoacidos Asn®® y Tyr** formaron puentes de hidrégeno con los grupos aminos

(NH) del antibiético con una distancia de 2.37 y 2.36 A, respectivamente (Figura 17, Tabla 8).
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Figura 17. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y cefazolina (CZ) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccion entre el modelo 3D de GILCC 1
y la cefazolina (CZ) a pH 3.0, participaron los aminoécidos hidrofébicos Pro™, Leu™, Ala*",
Phe™, Tyr™*, 11e” y Leu™.

En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1 y la cefazolina (CZ) a pH 7.0 participaron los

aminoécidos hidrofébicos Phe™?, Phe'* Phe™, Pro'®, Phe®®, Ala™, Pro®! Val’®, Ala™ Pro™' y

Phe®”’. También, los aminoacidos polares Thr*’

y Thr’* interactuaron con el ligando. El
aminoacido Ala® formé un puente de hidrégeno con el grupo amino (NH) del antibi6tico con

una distancia de 2.37 A (Figura 17.1, Tabla 8).
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Figura 17.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y cefazolina (CZ) a
pH 7.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1
y la cefazolina (CZ) a pH 7.0 participaron los aminoéacidos hidrofébicos Phe’, Phe'® Phe®”,
Pro'®, Phe’®, Ala’”, Pro*' Val™ Ala™, Pro™' y Phe™.

En la interaccion entre el modelo 3D de GILCC 1 y cefradina (RAD) pH 3.0 participaron los
aminoéacidos hidrofébicos Leu™, 1le**, Leu™, Tyr*™, Leuw”, Phe*”, Ala*"’ y Pro™. Los
aminoacidos polares Asn™', GIn*’, Ser*”’, GIn*?, y Thr*" también interactuaron con el antibiético.
Los amino4cidos Ser*’ y Arg*” formaron un puente de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH)

del ligando con una distancia de 2.13 y 2.06 A, respectivamente (Figura 17.2, Tabla 8).

6Ly ) PHE
PRO 411
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Figura 17.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y cefradina (RAD) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b En la interaccién entre el modelo 3D de GILCC 1y
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cefradina (RAD) pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Leu®”, Ile*, Leu™, Tyr™,
LeuSOS Ph6239 Ala410 y Pf0394.

En la interacciéon entre el modelo 3D de GILCC 1 y la cefradina (RAD) a pH 7.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Phe*”, Phe' Phe’”, Pro™!, Phe™, Leu'* y Pro'®. La histidina del
centro activo HE2*"y la prolina Pro'®’ formaron puentes de hidrégeno con el oxigeno y el grupo
amino del ligando respectivamente con distancias de 2.41 y 2.17 A, respectivamente. La glicina

Gly’” también interactué con el ligando (Figura 17.3, Tabla 8).
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Figura 17.3. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y cefradina (RAD) a
pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccion entre el modelo 3D de GILCC 1
y la cefradina (RAD) a pH 7.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos Phe*”, Phe'®, Phe’”,
Pro™!, Phe’’, Leu'* y Pro'®.

En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y cefuroxima (CXM) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Pro™, Leu™”, Tle™, Leuw”, Tyr**, 1le*®, Val*, Phe™, Ala*"’. Los
aminoacidos polares Thr*’, Asn™', Gln™, GIn®?, Ser*” y Ser*” también interactuaron con el
ligando. El aminoicido Ash*® cargado positivamente y los aminoécidos polares Gln*’ y Ser*”’

formaron puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH) del antibiético con distancias de

2.24,2.43,2.73y2.55 A, respectivamente (Figura 17.4, Tabla 8).
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Figura 17.4. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1y cefuroxima

(CXM) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccion entre el modelo GILCC

1y cefuroxima (CXM) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™™, Leu”, Tle*,
ew”, Tyr™, 11e*, Val**, Phe™”, Ala*"’.

En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y la cefuroxima (CXM) a pH 7.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Pro®!, Phe®’, Phe™ Phe®®, Ala®”, Pro®”, Pro®®, Phe*’, Pro™* Ile*®,
Leu'™, Pro'®y Phe'” Los aminoicidos polares Asn®® y Ser’ al igual que el aminoacido Asp™*
cargado positivamente, y las histidinas del centro activo HE2*® y HE3™” interactuaron con la
cefuroxima (CXM). Los aminoécidos Asn*® y Pro™ formaron puentes de hidrégeno con el grupo
hidroxilo y el grupo amino, con una distancia de 2.38 y 2.25 A, respectivamente (Figura 17.5,
Tabla 8).

PRO ALA \
207 393 \(\
4 ’

AsB / HO OH

Figura 17.5. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1y cefuroxima
(CXM) a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccion entre el modelo GILCC
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1 yla cefuroxima (CXM) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro®', Phe®, Phe’™,
Phe®, Ala*” Pro®”, Pro™, Phe*”, Pro®* 1le**, Leu'®*, Pro'® y Phe'®,

En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B y cefazolina (CZ) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Phe, Ala™') Phe™', Val'® Tle*’, Pro™”, Phe™® y Pro’”. También los
aminoécidos polares Ser*, Asn*’, Asn®” y Ser* interactuaron con el antibidtico. El aminoéacido
Asn®® formé un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo (OH) del ligando y el aminoacido
Pro”” formé un puente de hidrégeno con el grupo amino (H2N") del antibi6tico con distancias de
220 y 221 A, respectivamente. Ademas, el aminoacido Phe*® formé una interacciéon de tipo

“stacking’ m-m con el anillo aromatico de la cefazolina (CZ) (Figura 18, Tabla 8).

Figura 18. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima POXA 1B y cefazolina (CZ)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interacciéon entre el modelo 3D de POXA
1B y cefazolina (CZ) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Phe™, Ala™!, Phe™,
Val'® 1le*”, Pro™”, Phe*® y Pro™.

En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B y cefradina (RAD) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Ala®', Phe™, Pro'®, Phe’, Val'® y 1le'”. También, los aminoacidos

polares His'™, Ser’ y Asn®” interactuaron con el ligando. El aminodcido del centro activo HE3*,

392 26

y los aminoacidos Gly” y Asn*” formaron un puente de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH)

del antibiético con distancias de 2.93 1.90, 2.50 A, respectivamente (Figura 18.1, Tabla 8).
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Figura 18.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y cefradina (RAD)
a pH 3.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interacciéon entre el modelo 3D de POXA
1B y cefradina (RAD) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Ala™', Phe™, Pro'®,
Phe’, Val'® y Tle'.

En la interaccién entre el modelo POXA 1B y cefuroxima (CXM) pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Pro™”, Ala™', Phe™'| Val’, Phe™, Phe™, Val'? 1le* y Pro™. Los
aminoacidos polares Asn®”; Ser’™ y Asn®” también interactuaron con el ligando. El amino4cido
del centro activo HE3*, al igual que los aminoacidos Gly”> y Asn*” formaron un puente de
hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH) del ligando con distancias de 2.15, 2.78 y 2.51 A,
respectivamente, mientras que, el amino4cido Pro’” formé un puente de hidrégeno con el grupo

amino (H2N") de la cefuroxima (CXM) con una distancia de 2.61 A (Figura 18.2, Tabla 8).
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Figura 18.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y cefuroxima (CXM)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interacciéon entre el modelo POXA 1B y
cefuroxima (CXM) pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro™”, Ala™!, Phe™', Val’®,
Phe™, Phe®®, Val'® 11e*’ y Pro™”.

5.7.5. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B con tiamfenicol
(TP)

La interacciéon entre el modelo GILCC 1 y tiamfenicol (TP) a pH 3.0 participaron los aminoacidos
hidrofébicos Val*, Val*®, Phe™, Tyr™*, Ala*"’, Pro™ y Ala*’. Los aminoécidos polares Ser*”,
Gln™?, GIn™, Thr*"y Ser*” también interactuaron con el ligando. El amino4cido Ash*”, con carga
positiva, formé un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo (OH) del antibiético con una

302

distancia de 2.43 A, mientras que el aminoicido Glu™, también con carga positiva, formé un

puente de sal con el grupo amino (H2N") del tiamfenicol (TP) (Figura 19, Tabla 8).
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Figura 19. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC1 y tiamfenicol (TP) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. La interaccién entre el modelo GILCC 1 y tiamfenicol
(TP) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Val*, Val**’, Phe™’, Tyr**, Ala*", Pro™
y Ala*”.

En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y el tiamfenicol (TP) a pH 7.0 participaron los

aminoacidos hidrofébicos Phe'®, Pro™', Leu'*, Phe” y Pro'®. El aminoicido polar Ser*y el

206 265

aminodacido con carga positiva Asp™" también interactuaron con el ligando. El aminoacido Phe
formé una interaccion de tipo “stacking’ m-n con uno de los anillos del tiamfenicol (TP) (Figura
19.1, Tabla 8).
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Figura 19.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y tiamfenicol (TP) a
pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y el

tiamfenicol (TP) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe'®, Pro™', Leu'*, Phe*”

y Pro'®.
En la interaccién entre el modelo POXA 1B y tiamfenicol (IP) a pH 3.0 participaron los

aminoacidos hidrofébicos Phe*®, Pro™”, Tle*”, Val'®, Phe™ y Ala™'". Los aminoicidos polares

264 263

Ser” y Asn®” también interactuaron con el ligando. El amino4cido del centro activo HE3*", al
igual que el aminoacido Gly’” formaron un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo (OH) del
tiamfenicol (TP) con distancias de 2.29 y 2.31 A, respectivamente, mientras que el aminoacido
Pro* formé un puente de hidrégeno con el grupo amino (H,N") con una distancia de 2.31 A

(Figura 20, Tabla 8).
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Figura 20. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y tiamfenicol (TP) a
pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo POXA 1B y el
tiamfenicol (TP) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe*®, Pro™, 1le*”, Val'®’,
Phe’ y Ala™".

5.7.6. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B con
fosfomicina (FOS).

En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y fosfomicina (FOS) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos [le™, Tyr**, 1le*, Leu™, Leu™” y Phe™. Los aminoacidos polares
Ser*”, Ser™, Asn™, Gln*" y GIn** también interactuaron con el ligando. El aminoacido Arg*’
cargado negativamente y el aminoacido polar Gln*** formaron un puente de hidrégeno con los

grupos hidroxilo (OH) del antibi6tico con distancias de 2.16 y 2.03 A, respectivamente (Figura
21, Tabla 8).
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Figura 21. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y fosfomicina (FOS)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y
fosfomicina (FOS) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos 1le*®, Tyr**, 1le*, Leu™”,
Leu™” y Phe*”.

En la interaccién entre el modelo GILCC 1 y fosfomicina (FOS) a pH 7.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Ile*, Pro'® Phe®”, y Phe'®. 1a glicina Gly™”, el aminoacido con carga
positiva Asp™ y la histidina del centro activo HE2*® también interactuaron con el ligando (Figura

21.1, Tabla 8).
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Figura 21.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y fosfomicina (FOS)
a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interacciéon entre el modelo GILCC 1y la

fosfomicina (FOS) a pH 7.0 participaron los aminoéacidos hidrofébicos Ile*’, Pro'®> Phe®”, y
Phe'®.

En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B y fosfomicina (FOS) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos 1le*”, Pro’”, Pro'® y Val'®. Los aminoacidos polares His'*4, Ser* y
Asn®?,; al igual que el aminoicido del centro activo HE3* también interactuaron con el ligando.
Los aminoacidos Pro'® y Asn®” formaron puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH)

de la fosfomicina (FOS) con distancias de 2.13 y 2.09 A, respectivamente (Figura 22, Tabla 8).
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Figura 22. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y fosfomicina (FOS)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo 3D de POXA
1B y la fosfomicina (FOS) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos 1le*”; Pro™”, Pro'®
y Val'

5.7.7. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B con las
lincosamidas seleccionadas

En la interaccion entre el modelo GILCC 1 y clindamicina (CM) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Phe™, Pro™, Leu, Tyr**, Tle”, Ala*’ y Leu™. Los aminoacidos
polares Thr*’, Asn™', Ser*”, Ser*”’, GIn** y GIn™” también interactuaron con el ligando. No se

formaron puentes de hidrégeno entre los aminoacidos del modelo y el ligando (Figura 23, Tabla

8).
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Figura 23. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1 y clindamicina
(CM) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo GILCC
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1y la clindamicina (CM) a pH 3.0 patticiparon los aminoécidos hidrofébicos Phe*”’, Pro™*, Leu™”,
Tyr244’ 116236, Ala410 y Leu299.

En la interacciéon entre el modelo GILCC 1 y la clindamicina (CM) a pH 7.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Pro'®, Leu'*, Phe'®® Phe’”, Phe™, Pro™!, Phe*”, Ala®” y Pro™. El
aminoacido polar Ser’™, la glicina Gly392 y la histidina del centro activo HE2*® también
interactuaron con el antibi6tico. El aminoacido Phe®®” formé una interaccién de tipo Pi-catién con

el grupo amino del ligando (H.N") (Figura 23.1, Tabla 8).
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Figura 23.1. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1y clindamicina
(CM) a a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En la interaccién entre el modelo GILCC
1 y la clindamicina (CM) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Pro'®, Leu'*, Phe'®
Phe’”, Phe™, Pro™', Phe’®, Ala™ y Pro™.

En las interacciones entre el modelo 3D de GILCC 1 y lincomicina (LIN) a pH 3.0 participaron
los aminodcidos hidrofébicos Pro™, Phe™, 1le*, Tyr**, lle™, Leu™, Leuw’” y Ala*". Los
aminoacidos polares Thr*’, GIn*’, Asn™', Ser*”, GIn** y Ser*”” también interactuaron con el

"2 con carga positiva, al igual que el aminoacido polar Gln*”,

antibiético. El aminoacido Glu
formaron un puente de hidrégeno con uno de los grupos hidroxilo del ligando (OH) con distancias
de 2.18 y 230 A, respectivamente, mientras que, el aminoacido Ala*" formé un puente de
hidrégeno con un grupo amino (H:N') del antibitico con una distancia de 2.45 A,

respectivamente (Figura 23.2, Tabla 8).
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Figura 23.2. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1y lincomicina
(LIN) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de
GILCC 1 y la lincomicina (ILIN) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Pro™, Phe*”,
1e™S, Tyr**, 1le*®, Leu”, Leu™” y Ala*"’.

En las interacciones entre el modelo 3D de GILCC 1 y la lincomicina (LIN) a pH 7.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Phe®”, Phe®” Pro™', 1le*, Pro'®, Leu'*, Phe*”, Phe'*y Pro'®. Los
aminoicidos HE2**) Pro'® y Phe'* formaron puentes de hidrégeno con los grupos OH del

antibiético con una distancia de 2.17, 2.71 y 2.50 A, respectivamente (Figura 23.3, Tabla 8).

Figura 23.3. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima GILCC 1y lincomicina
(LIN) a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de
GILCC 1 y lalincomicina (LLIN) a pH 7.0 patticiparon los aminoacidos hidrofébicos Phe™’, Phe™,

Pro™!, Ile*, Pro'®”, Leu'®’, Phe?®, Phemy Pro'®.
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En las interacciones entre el modelo POXA 1B y clindamicina (CM) a pH 3.0 participaron entre
los aminoacidos Pro™’, Phe®®, Pro™”, 1le*”, Val'® y Pro'®. Los amino4cidos polares Asn™”, Ser***
y Asn®®, al igual que el aminoacido del centro activo HE2™* también interactuaron con el ligando.
Ademis, el aminoacido Asp®” con carga positiva, formé un puente de hidrégeno con un grupo

hidroxilo (OH) de clindamicina (CM) con una distancia de 2.71 A (Figura 24, Tabla 8).

SER ASN VAL
264 263 162

Figura 24. Acoplamiento molecular entre la enzima POXA 1B y clindamicina (CM) a pH
3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo POXA 1B y
clindamicina (CM) a pH 3.0 participaron entre los aminoacidos Pro’”, Phe*®, Pro™”, le*”, Val'®

y Pro'®.

En las interacciones entre el modelo 3D de POXA 1B y lincomicina (LIN) a pH 3.0 participaron
los aminoacidos hidrofébicos Pro’”, 1le*”, Val'® Phe™, Phe™ y Pro'®. Los aminoécidos polares
Ser™™, Asn*” y His'** también interactuaron con el ligando. El aminoéacido Pro'®, al igual que la
Asn*” formaron puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH) del antibiético con
distancias de 2.69 y 2.75 A, respectivamente (Figura 24.1, Tabla 8).
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Figura 24.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y lincomicina (LIN)
a pH 3.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D de POXA
1B y lincomicina (IIN) a pH 3.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Pro™”, 1le*”, Val'®,
Phe’, Phe™ y Pro'®.

5.7.8. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC 1y POXA 1B las
fluoroquinolonas seleccionadas

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y la moxifloxacina (MXF) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Leu, Leu®”, Ile®® I1e*°, Tyr****, Phe™’, Leu®”, Ala** v Ala*". Los
Yy y
aminoacidos polares Ser*”, Ser*”’, Gln**, GIn*" y Thr*’ también interactuaron con el licando. El
% y g

aminoacido Gln%’

formé un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo, con una distancia de
1.95 A y un puente de hidrégeno con el oxigeno de uno de los anillos del ligando con una distancia
de 2.27 A. El aminoacido Tyr2* también formé un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo

del antibi6tico con una distancia de 1.84 A (Figura 25, Tabla 8).
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Figura 25. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y moxifloxacina
(MXF) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo
GILCC 1 y la moxifloxacina (MXF) a pH 3.0 participaron los aminoicidos hidrofébicos Leu™”,
Leu305 116238 116236 Tyr4244 Ph6239 Leu299 A1a433 yAlaéth. .

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y la moxifloxacina (MXF) a pH 7.0 participaron los

aminoécidos hidrofébicos Phe'®, 1le*” Ala™, Pro™* Pro™" Phe™ y Phe’”. Los aminoacidos

polares Ser™ y Asn®™ también interactuaron con el ligando. El aminoacido Asp™® con carga

392

positiva, la glicina Gly’” y la histidina del centro activo HE2"® también interactuaron con el

antibiético (Figura 25.1, Tabla 8).
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Figura 25.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y moxifloxacina
(MXF) a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo
162

GILCC 1 y la moxifloxacina (MXF) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe ™,
1le*, Ala™”, Pro™* Pro™" Phe™ y Phe®®.

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y la levofloxacina (LVX) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Pro™, Leu®”, Tyr**, Leu™”, Leu™”, Tle™, 11e*®, Phe™, Ala*" y Ala*”.
Los aminoacidos polares Tht*’, Ser*”, Ser*’, GIn***, GIn*’ también interactuaron con el ligando.
El aminoacido Gln** y Gln*" formaron un puente de hidrégeno con los grupos hidroxilo (OH)

del antibi6tico con distancias de 2.12 y 2.53 A, respectivamente (Figura 25.2, Tabla 8).
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Figura 25.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y levofloxacina
(LVX) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo GILCC
1 ylalevofloxacina (ILVX) a pH 3.0 patticiparon los aminoécidos hidrofébicos Pro™, Leu™’, Tyr**,
Lew?, Lew™, 11e”, 11e*®, Phe?™, Al y Ala*.

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y la levofloxacina (LVX) a pH 7.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Pro™, Ala*, 11e*, Phe*’, Phe*”, Phe'*y Leu'™. La glicina Gly™, el
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aminoacido con carga positiva Asp”y la histidina del centro activo HE2*®, también interactuaron

con el ligando. El aminoacido Phe*” formé una interaccién de tipo “stacking” n-n con uno de los

anillos del antibiético (Figura 25.3, Tabla 8).

PHE
457

OH

LEU PHE
164 162

Figura 25.3. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1 y levofloxacina
(LVX) a pH 7.0. a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo
GILCC 1 y la levofloxacina (ILVX) a pH 7.0 participaron los amino4cidos hidrofébicos Pro™,
Ala™ 11e*”, Phe®”, Phe’”, Phe'*y Leu'™.

En las interacciones entre el modelo 3D de POXA 1B y la moxifloxacina (MXF) a pH 3.0
participaron los amino4cidos hidrofébicos Phe™', Phe™, Ala™', Pro™!, Phe™, Val'® 1le*” y Pro'®.

1% al igual que el amino4cido del centro activo HE3**

Los aminoécidos polares Asn®”, Ser*** y His
también interactuaron con el antibiético. El aminodcido Asn®” formé un puente de hidrégeno con

un grupo hidroxilo (OH) del ligando con una distancia de 2.81 A (Figura 26 Tabla 8).
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Figura 26. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y moxifloxacina
(MXF) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo 3D
de POXA 1B y la moxifloxacina (MXF) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe™,
Phe’, Ala™!, Pro™', Phe’, Val'®, 1le* y Pro'®.

En las interacciones entre el modelo POXA 1B y levofloxacina (LVX) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Phe™, Phe’®, Ala™', Val'® 1le*” y Pro'®. Los aminoicidos polares
Ser’™, Asn®®, Ser*™ y His'* también interactuaron con el antibi6tico. El aminoacido Phe™' formé

una interaccién de tipo Pi catién con un grupo amino (HN") del ligando (Figura 26.1, Tabla 8).
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Figura 26.1. Acoplamiento molecular entre el modelo la enzima POXA 1B y levofloxacina
(LVX) a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo POXA
1B y levofloxacina (ILVX) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe’, Phe®, Ala™",
Val'® 1le* y Pro'®.
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5.7.9. Acoplamiento molecular de los modelos 3D de GILCC1y POXA 1B con las
sulfonamidas seleccionadas.

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y trimetoprim (SXT) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Phe®’, Tle™, Leu™, Leuw, Leu’”, Tyr**, Pro™ y Ala*’. Los
aminoacidos polares Gln*’, GIn*?, Ser™, Thr*' y Asn™' también interactuaron con el ligando. El
aminoacido Glu™”, con carga positiva y el aminoacido hidrofébico Tyr**, formaron puentes de
hidrégeno con los grupos amino del antibiético, HN" y HoN con distancias de 2.54 y 2.39 A,

respectivamente (Figura 27, Tabla 8).
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Figura 27. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y el trimetoprim (SXT)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y
trimetoprim (SXT) a pH 3.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos Phe™”’, Tle™, Leu®”, Leu™”,

Leu®™, Tyr244, Pro® y Ala*10.

En las interacciones entre el modelo GILCC 1 y el trimetoprim (SXT) a pH 7.0 participaron los

aminoécidos hidrofébicos Phe'® Pro'® Pro®, Pro®”, 1le*®, Phe*”, Pro™* Phe*” y Leu'*™. Los

264

aminoacidos polares Ser** y Asn™® también interactuaron con el ligando. Ademas, el aminoacido

392

Asp™ con carga positiva, la glicina Gly” y la histidina del centro activo HE2"® también

26

interactuaron con el ligando. El aminoicido Phe®” formé una interaccion de tipo “stacking’ n-n

con uno de los anillos del antibiético (Figura 27.1, Tabla 8).
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Figura 27.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y trimetoprim (SXT)
a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo GILCC 1y
el trimetoprim (SXT) a pH 7.0 participaron los aminoéacidos hidrofébicos Phe'®”, Pro'®, Pro™,

Pro™’, Ile*’, Phe™, Pro™* Phe*” y Leu'*.

Las interacciones entre el modelo de GILCC 1 y el sulfisoxazol (FIS) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Ile™, Leu™, Leu®”, Phe™’, Ala*”) Ala*" y Tyr**. Los aminoacidos

polares GIn*?, Asn™', Thr*", Ser*, Ser*” y GIn* también interactuaron con el ligando. El

aminoacido Glu*”

, con carga positiva, formé un puente de hidrégeno con el oxigeno, mientras
que el aminoécido Tyr**, formé un puente de hidrégeno con el nitrégeno de uno de los anillos del

ligando con distancias de 2.29 y 2.16 A, respectivamente (Figura 27.2, Tabla 8).

b.
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Figura 27.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y sulfisoxazol (FIS)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. Las interacciones entre el modelo de GILCC 1 y
el sulfisoxazol (FIS) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos e, Leu, Leu™,
Phez39 Ala433 Ala410 y TY 44‘
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En las interacciones entre el modelo de GILCC 1 y el sulfisoxazol (FIS) a pH 7.0 participaron los

aminoécidos hidrofébicos Phe™?, Pro™', Phe'®?, Phe’”, 11e*, Phe®”, Pro'®y Leu'*. El aminoacido

392

Asp™ con carga positiva, la glicina Gly” y la histidina del centro activo HE2"® también

26

interactuaron con el ligando. El aminoicido Phe®” formé una interaccion de tipo “stacking’ n-n

con uno de los anillos del antibiético (Figura 27.3, Tabla 8).
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Figura 27.3. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y sulfisoxazol (FIS)
a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo de GILCC 1
y el sulfisoxazol (FIS) a pH 7.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Phe’”, Pro™', Phe'®,
Phe’”, 11e*, Phe*™, Pro'®y Leu'™.

En las interacciones entre el modelo de GILCC 1 y sulfinalamida (SA) a pH 3.0 participaron los
aminoécidos hidrofébicos Ala"", Leu’”, Leu™, 1le™, Leu®’, 1le*® y Tyr**. Los aminoacidos
polares Gln*’, GIn**?, Ser*”, Ser*” y Asn™! también interactuaron con el ligando. Los aminoacidos
polares GIn*”, Ser*”’y Tyr*** formaron puentes de hidrégeno con los grupos amino del antibi6tico
(HN,) con distancias de 2.18, 2.19 y 2.27 A respectivamente, mientras que, el aminoacido polar
Gln** formé un puente de hidrégeno con uno de los oxigenos de la Sulfinalamida (SA) con una

distancia de 2.32 A (Figura 27.4, Tabla 8).
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Figura 27.4. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y sulfinalamida (SA)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo de GILCC 1
y sulfinalamida (SA) a pH 3.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos Ala*", Leu™”, Leu™, Tle*,
Leu™, 11e** y Tyr™*.

En las interacciones entre el modelo de GILCC 1 y sulfinalamida (SA) a pH 7.0 participaron los

aminoacidos hidrofébicos Phe'®, Pro'®, Phe*”, Ile*, Ala™”, Pro™* y Phe’”. El aminoécido polar

206

Ser” y el amino4cido con carga positiva Asp>” también interactuaron con el ligando. La prolina

Pro'® y la alanina Ala™” formaron puentes de hidrégeno con los grupos amino del antibi6tico con

distancias de 2.14 y 2.26 A, respectivamente, mientras que la histidina del centro activo HE2 **

formé un puente de hidrégeno con el oxigeno a una distancia de 2.45 A. El amino4cido Phe®®
formé una interaccion de tipo “stacking’ m-n con uno de los anillos del antibiético (Figura 27.5,

Tabla 8).
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Figura 27.5. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de GILCC 1y sulfinalamida (SA)
a pH 7.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo de GILCC 1
y sulfinalamida (SA) a pH 7.0 participaron los aminoicidos hidrofébicos Phe'®, Pro'®’; Phe*’,
[le*, Ala™, Pro™™ y Phe®®.

En las interacciones entre el modelo POXA 1B y trimetoprim (SXT) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos 1le*”’, Pro™”, Val'®®) Pro'®, Phe*® y Pro™”. Los aminoicidos polares
His'®, Ser®, Asn®”, Asn®” y GIn*™* también interactuaron con el antibiético. El amino4cido Pro™”
formé un puente de hidrégeno con el grupo amino (H2N) del ligando con una distancia de 2.75 A

(Figura 28, Tabla 8).
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Figura 28. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y trimetoprim (SXT)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo POXA 1By
trimetoprim (SXT) a pH 3.0 participaron los aminoécidos hidrofébicos 1le*”, Pro®”, Val'®® Pro'®,
Phe™ y Pro™”.

En las interacciones entre el modelo de POXA 1B y sulfisoxazol (FIS) a pH 3.0 participaron los
aminoacidos hidrofébicos Val'®, Pro'® Pro™ y Phe™. Los aminoicidos polares His'*, Asn*”,

26,

Ser’, GIn™* y Asn™” también interactuaron con el ligando. El aminoacido Asn*’ formé un puente

de hidrégeno con un oxigeno del antibiético con una distancia de 2.68 A (Figura 28.1, Tabla 8).
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Figura 28.1. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y sulfisoxazol (FIS)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo de POXA 1B
y sulfisoxazol (FIS) a pH 3.0 participaron los aminoacidos hidrofébicos Val'®, Pro'®, Pro™ y
Phe™®,

En las interacciones entre el modelo POXA 1B y sulfinalamida (SA) a pH 3.0 participaron los

395

aminoacidos Pro™’, Phe™, 1le* y Pro™. Los aminoacidos polares Asn®”, Asn*”’, Ser™, GIn™* y

426

Ser*® también interactuaron con el ligando. El aminoacido Phe™® presenté una interaccién tipo

“stacking’ m-n con el anillo aromatico del antibiético (Figura 28.2, Tabla 8).
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Figura 28.2. Acoplamiento molecular entre el modelo 3D de POXA 1B y sulfinalamida (SA)
a pH 3.0 a. Bolsillo al que se une el ligando. b. En las interacciones entre el modelo POXA 1By
sulfinalamida (SA) a pH 3.0 participaron los aminoacidos Pro™”, Phe™®, 1le*’ y Pro™”.
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5.8. Simulaciones de la dinamica molecular GILCC 1-ligandos y POXA 1B-ligandos

Para el analisis por dinamica molecular se escogieron los complejos con los valores mas bajos de
energfa libre de Gibbs a pH 3.0 (mayor afinidad), (GILCC 1-cefuroxima, GILCC 1-levofloxacina,
GILCC 1-cefradina, POXA 1B-cefazolina, POXA 1B-levofloxacina y POXA 1B-linezolid). Los
resultados de dindmica molecular para GILCC 1, mostraron que el ABTS, la Tetracilina (TE), la
cefuroxima (CXM), la levofloxacina (LVX) y la cefradina (BAN) permanecieron unidos al bolsillo
de la enzima durante toda la trayectoria (200 ns); sin embargo, el antibiético sulfisoxazol (SFX) salié
del bolsillo. La Figura 29 muestra el valor del RMSD alo largo de la trayectoria (200 ns) para GILCC

1 y cada antibiético.
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Figura 29. Raiz de la desviaciéon cuadratica media (RMSD) de los complejos GILCC 1-
ligandos. Se muestran los valores de RMSD para cada complejo a lo largo de la trayectoria (200
ns). En negro GILCC 1-ABTS, en rojo GILCC 1-tetraciclina (TE), en azul GILCC 1-cefradina
(BAN), en verde GILCC 1-sulfisoxazol (FIS), en morado GILCC 1-levofloxacina (LVX) y en café
GILCC 1-cefuroxima (CXM).

Por otra parte, los resultados de la dinamica para POXA 1B mostraron que el ABTS, Ia tetraciclina
(TE), la levofloxacina (LVX) y el linezolid (LDZ), se salieron del bolsillo de la enzima; mientras
que, la cefazolina (CZ) permanecié en el bolsillo a lo largo de toda la trayectoria (200 ns). La
Figura 30 muestra el valor del RMSD a lo largo de la trayectoria (200 ns) para POXA 1B y cada

antibiético.
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Figura 30. Raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) de los complejos POXA 1B-
ligandos. Se muestran los valores de RMSD para cada complejo a lo largo de la trayectoria (200
ns). En negro POXA 1B-ABTS, en rojo POXA 1B-tetraciclina (TE), en morado POXA 1B-
levofloxacina (LVX), en azul POXA 1B-linezolid (LZD) y en amarillo POXA 1B-cefazolina (CZ).

Las Figuras 31 y 32 muestran los valores de la fluctuacién cuadratica media (RMSF) de GILCC 1y
POXA 1B respectivamente con los ligandos acoplados. En la interaccién entre el modelo 3D de
GILCC 1 y el ABTS, Ia tetraciclina (TE), la cefradina (BAN), el sulfisoxazol (FIS), la cefuroxima
(CFX) y la levofloxacina (LVX), los aminocidos GIn*®, Ala*” Pro*' y Ala**presentaron las mayores

fluctuaciones; los residuos préximos a estos aminoacidos generaron regiones fluctuantes.

En el complejo GILCC 1-ABTS los residuos con mayor flucutacién fueron Val’®, Phe”, Thr'* y
Gly™, con valores de RMSF de 2.1513, 2.2185, 2.2895 y 2.4860 A, respectivamente. En el complejo
GILCC 1-cefradina (BAN) los aminoacidos con mayores fluctuaciones fueron Leu™’, Ser”” y Gly*™

266

superando los 6 A. Sin embargo, la region Gly*™ - 11e*” también presenté valores de fluctuacién
superiores a los 3.7 A. En el complejo GILCC 1-levofloxacina (LLVX), los residuos con mayor
flucutacion fueron Gln™”, Gln™* Thr*”, Ala" y Pro'®; los aminoacidos préximos a estos residuos

generaron ngiOﬁCS fluctuantes.
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Figura 31. Fluctuacién cuadratica media (RMSF) de los complejos GILCC 1-ligando. Se
muestran los valores del RMSF de cada residuo a lo largo de la trayectoria. En negro GILCC 1-
ABTS, en rojo GILCC 1-tetraciclina (TE), en azul GILCC 1-cefradina (BAN), en verde GILCC
1-sulfisoxazole (FIS), en morado GILCC 1-levofloxacina (LVX) y en café GILCC 1-cefuroxima
(CFX).

En la interaccién entre el modelo 3D de POXA 1B-ABTS, -tetraciclina (TE), -levofloxacina
(LVX), -linezolid (L.ZD) y -cefazolina (CZ), las regiones Leu'” - Val'® y Ser** - Gly** presentaron

altas fluctuaciones.
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Figura 32. Fluctuacién cuadratica media (RMSF) de los complejos POXA 1B-ligando. Se
muestran los valores del RMSF de cada residuo a lo largo de la trayectoria. En negro POXA 1B-
ABTS, en rojo POXA 1B-tetraciclina (TE), en morado POXA 1B-levofloxacina (LVX), en azul
POXA 1B -linezolid (LZD) y en amarillo POXA 1B-cefazolina (CZ).

5.9 Resultados de los analisis de Dinamica molecular - area de superficie con solvataciéon

generalizada (MMGBSA)
La Tabla 10 muestra los resultados del analisis de MMGBSA para los ligandos que permanecieron

en los bolsillos de GILCC 1 y POXA 1B, el tiempo de permanencia del lingando en el bolsillo, la

distancia entre los ligandos y las zonas de alta fluctuacion.
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Tabla 10. Resultados del analisis de MMGBSA de los complejos GILCC 1-ligando y el tiempo
de permanencia de los ligandos en el bolsillo.

GILCC1
Ligandos MMGBSA | Tiempo de permanencia | Distancia entre la
(AG) del ligando en el bolsillo | zona fluctuante y
Kcal mol™ (ns) el ligando (A)

ABTS -20.417 5.31
tetraciclina (TE) -33.231 5.75
levofloxacina (LVX) | -31.433 200 6.59
cefradina (BAN) -27.318 7.20
cefuroxima (CFX) -21.309 7.56
sulfisoxazol (FIS) - 4 8.10

Tabla 11. Resultados del analisis de MMGBSA de los complejos POXA 1B-ligando y el tiempo
de permanencia de los ligandos en el bolsillo.

MMGBSA | Tiempo de permanencia | Distancia entre la
Ligando (AG) del ligando en el bolsillo | zona fluctuante y
Kcal mol™ (ns) el ligando (A)
ABTS - 64 3.52
tetraciclina (TE) - 7.4 4.85
Lecofloxacina

(IVX) - 40.2 3.94
linezolid (LZD) - 19.6 6.33
cefazolina (CZ) -32.212 200 3.98
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6. Discusion

6.1 Modelado, validacién y parametrizacion del centro activo del modelo 3D de la
enzima GILCC 1

El molde seleccionado (2qt6) presenté un alto porcentaje de identidad (60 %), segun Baxevanis et
al., (2012) las secuencias homoélogas que comparten mas del 40 % de identidad, tienen una
similaridad funcional [384]. Ademas, el valor del QMEAN del modelo GILCC 1 fue cercano a 1
(0.89), indicando una estructura estable y de alta calidad [385, 386].

El grafico de Ramachandran (Figura 6a) mostré que la conformacioén del modelo generado es
energéticamente valida; dependiendo del valor de los angulos se puede predecir la estructura
secundaria de la proteina. En el modelo 3D de GILCC 1 la mayoria de los aminoacidos se
encuentran en zonas favorecidas (87.6 %); geometria que es altamente favorecida en estructuras
proteicas reales, ya que evita la colisiéon entre atomos [387]. También, el grafico de Ramachandran
mostré que la mayoria de aminoacidos se encuentran en regiones con plegamiento de tipo hoja
beta, seguido por una conformacion alfa hélice; lo que coincide con las caracteristicas estructurales
reportadas para las lacasas de hongos [388]. Por otra parte, el analisis mostré 4 Gly en zonas no
permitidas, debido a que este aminoacido es el mas sencillo estructuralmente (el radical es un H),
por lo que puede adoptar conformaciones poco frecuentes que no son permitidas para el resto de
aminodacidos (debido a la conformacién estérica y a la carga de los radicales de los residuos

adyacentes y cercanos) [22].

El Z-Score global (1.26) del modelo generado en PROVE estuvo dentro de los limites normales
para estructuras resueltas con una resolucién entre 1.5 y 2.0 A (Figura 6b); por otra parte el Z-
score de los atomos individuales cercano a cero (0.345), indic6 que el modelo es de alta calidad,

con un volumen atémico similar al de lacasas nativas registradas en el Protein Data Bank (PDB)

[389].

ERRAT arroj6 un factor de calidad global (94.03 %) demostrando una alta estabilidad del modelo
3D de GILCC 1 con relacién a la interacciéon no enlazante entre atomos. Las regiones sefaladas
en rojo y amarillo (Figura 6¢) muestran las zonas de discrepancia entre el modelo 3D de GILCC
1 y la estructura cristalizada de otras lacasas de hongos, reportadas en el Protein Data Bank PDB
[390]; sin embargo, estas zonas no generaron inconvenientes en el modelado ya que posteriormente

se pudo optimizar la estructura de la enzima y parametrizar el centro activo.
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Finalmente verify3D (Figura 6d) demostr6 la alta compatibilidad (97.19 % de los aminoacidos
presentaron valores superiores a 0.2) entre la estructura primaria y la estructura 3D del modelo,
confirmando nuevamente la alta calidad y la estabilidad del modelo 3D generado para GILCC 1

[391], mostrando calidad, estabilidad y confiabilidad para estudios computacionales.

Los resultados de la parametrizacién del centro activo de los modelos GILCC 1 y POXA 1B
(Figuras 7y 7.1) fueron coherentes con las distancias atomicas reportadas experimentalmente en
otras lacasas, por ejemplo, la distancia entre el nitrégeno ¢ de la His"™® que coordina el cobre tipo
1 fue de 1.879 y 1.832 A para GILCC 1y POXA 1B a pH 3.0, respectivamente (Tabla 4). Algunos
autores han planteado que, a mayor distancia entre el CuT1 y la His axial, mayor es el potencial de
oxidorreduccion, pues confiere flexibilidad y movimiento a la histidina permitiendo su correcta
posicion para llevar a cabo la transferencia de electrones; sin embargo, se ha demostrado que
existen otros factores que influyen en el potencial redox, como la naturaleza de los ligandos que
coordinan los cobres, su geometria y la presencia de aminoacidos hidrofébicos cercanos al sitio
activo. Por ejemplo, la presencia de los aminoacidos Phe®’ y Ile* en GILCC 1, rodeados por

varias Phe (aminoacidos hidrofébicos), contribuyen al alto potencial de oxidorreduccion [392].

Por otra parte, las distancias entre los cobres T3 « y B de los modelos 3D de GILCC 1 y POXA
1B de 3.64 y 3.76 A, respectivamente) son coherentes con el estado reducido; donde las distancias
entre atomos son mayores comparado con el estado oxidado y por tanto la estructura es mas
estable [393]. Otros autores han reportado distancias de 4.09, 4.07, 4.64, 3.86, y 4.14 A entre los
cobres T3 « y B, para las lacasas cristalizadas 2QT6a, 2QT6b, 1GSK, 1GWO0b, 1IKYAb y 1W6W,

respectivamente [392].

Los resultados de la parametrizacion del CuT1 de POXA 1B a pH 7.0 sugieren que a pH diferente
del 6ptimo, los enlaces de hidrégeno y los puentes de sal de las proteinas son afectados y se altera
la estructura y la funcién de la misma; Ardila-Leal et.al., (2019) determinaron experimentalmente
que el pH 6ptimo de la lacasa rPOXA 1B al oxidar el ABTS fue de 4.0 £ 0.2 con una actividad
enzimatica relativa superior al 95 %, mientras que a pH < 3.0 £ 0.2 (actividad relativa < 80%) y >
5.0 £ 0.2 (actividad relativa < 90%) la lacasa era menos estable; a pH 7.0 & 0.2 la lacasa disminuy6

su actividad enzimatica relativa a 67.7 % [32].
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6.2. Dinamica molecular de las enzimas sin ligando

6.2.1 Dinamica molecular del modelo 3D de GILCC 1

Los resultados de dinamica molecular (Figura 8a) del modelo GILCC 1 a pH 3.0 £ 0.2
demostraron la alta estabilidad de la estructura a lo largo de la trayectoria (200 ns) bajo las
condiciones de temperatura, volumen y presion evaluadas (RMSD < 2 A). Ademis, los valores de
la fluctuaciéon cuadratica media (RMSF) para GILCC 1 (Figuras 8.1 y 8.2) indicaron que las
regiones conformadas entre los aminoacidos Leu™y GIn®® y los aminoécidos Pro*! y Gly** son
zonas de alta fluctuacién (valores de RMSF entre 2.1867 y 3.9256 A). Estos resultados pueden
explicarse por la presencia de aminoacidos como Gly, Ser, Ala, Thr y Leu, que por su estructura,
confieren una alta flexibilidad a la proteina [394]. Sin embargo, la fluctuacién de las regiones Leu™
- GIn* y Pro*' - Gly** no causan inestabilidad en los complejos al estar alejada del bolsillo de
unién (> 10 A) (Anexo 1). La estabilidad en el sitio activo de la enzima podrfa favorecer la
transferencia de electrones, pues a mayor rigidez del sitio activo mayor estabilidad cinética [33,

395].

6.3 Comparacion del ABTS una vez acoplado con los receptores vs. el complejo
cristalizado del ABTS con la lacasa de Bacillus subtilis (3ZDW)

Los valores de RMSD mostraron que existe gran diferencia entre las conformaciones del ABTS
adoptadas en los complejos evaluados al compararlas con el complejo lacasa-ABTS cristalizado
(32ZDW) (Figura 10 y 10.1), lo que se debe a las diferencias topoldgicas del bolsillo catalitico. Los
bolsillos de las lacasas son diferentes, tanto en tamafilo como en el tipo de residuos de aminoacidos
y existen diferencias considerables entre los residuos conservados de las lacasas bacterinas vs. las

lacasas de hongos [2, 22].

6.4 Analisis de las interacciones de los complejos enzima-ligando

Los resultados de las energfas de uniéon (Tabla 9) muestran mayor afinidad entre el modelo 3D
de GILCC 1 y los ligandos, comparados con el modelo 3D de la lacasa de POXA 1B;
experimentalmente, varios autores han demostrado que las lacasas de Ganoderma lucidum presentan

una mayor afinidad por algunos sustratos, como el ABTS, en comparaciéon con otras lacasas de

hongos [396, 397].

Los resultados experimentales obtenidos por Morales-Alvarez et al. (2017) mostraron que la

degradacion de colorantes usando GILCC 1 fue 4.4 veces mayor que la degradacion obtenida con
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POXA 1B [38]. Sin embargo, Rivera-Hoyos, et al., (2015), encontraron que POXA 1B presento
mayor afinidad por el ABTS que GILCC 1, lo que sugiere que no necesariamente a mayor afinidad
mayor degradacion. Esta diferencia entre los resultados puede explicarse por las estructuras
quimicas de los ligandos evaluados, Verde Malaquita y Cristal Violeta en Morales-Alvarez et al.,
(2017) y ABTS en Rivera-Hoyos, et al., (2015); a pesar de que las lacasas comparten residuos
altamente conservados, la especificidad por los sustratos pueden variar considerablemente [398].
También, es posible que la concentracion de iones de los buffers utilizados en la mediciéon de
actividad enzimatica, interfieran en la actividad lacasa, ya que los iones al interactuar con el centro
activo de las enzimas pueden modificar la carga y/o la estructura tridimensional; cambios en el
centro activo que terminan afectando la afinidad de la enzima por el sustrato aumentado el valor
de Ky y afectando la velocidad de reacciéon enzimatica (I7,.), debido a que los iones pueden

competir por el sitio de unién del sustrato [399, 400].

GILCC 1 present6 una mayor afinidad por los ligandos a pH 3.0, lo que coincide con resultados
previos del grupo de investigacion que mostraron que el pH 6ptimo para la actividad lacasa de la
enzima GILCC 1 utilizando ABTS fue pH 3.0 £ 0.2. La variacién en el pH puede modificar las

interacciones electroestaticas entre los grupos funcionales de la lacasa o del ligando [400, 401].

Con la simulacién de acoplamiento molecular se obtuvieron 10 conformaciones diferentes para
cada ligando (Tabla 9) y los mejores complejos de unién para cada modelo de lacasa-sustrato se
seleccionaron teniendo en cuenta la mayor afinidad y la menor la distancia al CuT1, conocido
como el sitio de unién y oxidacién del sustrato; en condiciones reales, esta cercanfa puede
favorecer la degradacion del sustrato, al aumentar el coeficiente catalitico de la reaccion [393, 402].
La His de transferencia, que coordina el CuT1 (His*®y His* para GILCC 1 y POXA 1B,
respectivamente) es esencial para dar inicio a la degradacion del sustrato, ya que transfiere los
electrones al CuT1; algunos estudios han reportado que se requiere una distancia menor a 5 A
entre el sustrato y la His axial que coordina el cobre CuT1 para lograr una degradacion eficiente
[403]. Incluso, algunos autores sugieren que el grupo donador de electrones del sustrato debe estar

cerca de la His*®

y que la tasa de transferencia de electrones disminuye exponencialmente al
aumentar la distancia entre los orbitales donantes del sustrato y los orbitales aceptores de la

histidina [404].
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En las interacciones con GILCC 1, ningtn ligando interactué directamente con la histidina His**

al encontrarse a mas de 5 A de los ligandos; sin embargo, es posible que la transferencia de
electrones ocurra por medio de una cadena de residuos de aminoacidos. La ruta de la transferencia
de electrones puede variar entre lacasas; sin embargo, aminoacidos como la His™ y la Phe*”
pueden actuar como grupos redox auxiliares facilitando la transferencia de electrones desde el

sustrato hacia el centro activo de la lacasa [405].

En POXA 1B se observé que los ligandos se encontraban a menos de 4 A de de distancia de la
His™® que coordina el CuTl; los complejos entre POXA 1B-tetraciclina (TE), POXA 1B-
tiamfenicol y POXA 1B-cefuroxima (CXM) formaron un puente de hidrégeno directamente con
la His** (con distancias de 2.23, 2.29 y 2.15 A, respectivamente) lo que facilitarfa la transferencia
de electrones; siendo posible que los grupos OH de estos antibiéticos actien como donadores de

electrones [404].

Por otra parte, los puentes de hidrégeno formados entre los modelos 3D de GILCC 1 y POXA
1B con los antibiéticos ofrecen estabilidad a los complejos, al mantener el ligando en el bolsillo
catalitico de la enzima. En la interaccién con GILCC 1 algunos antibiéticos formaron entre 3 y 4
enlaces de hidrégeno cefuroxima (CXM), lincomicina (LIN), linezolid (LZD), moxifloxacina
(MXF), netilmicina (NET), sulfinalamida (SA) y tobramicina (TM) y con POXA 1B,
cefradina(BAN), cefuroxima (CXM), netilmicina (NET), tiamfenicol (ITP) y tobramicina (TM);
algunos estudios sugieren que al haber mayor cantidad de enlaces de hidrégeno entre la enzima y
el ligando, la fuerza de unién entre las moléculas es mayor, lo que facilitaria la transferencia de
electrones [406]. La presencia de los grupos ionizables en los antibidticos facilité estas

interacciones.

Los aminoacidos implicados en los enlaces de hidrégeno se consideran residuos clave para la
interaccion de la lacasa con los ligandos [407]. Por ejemplo, en este estudio los aminoacidos Set*”’,
Glu™?, Ala" GIn™, Tyr** y GIn®* de GILCC 1 se consideran residuos claves en la interacciéon

con los antibiéticos.

En POXA 1B, los aminoacidos His**, Asp™ y Phe™® son claves en la transferencia de electrones.

El Asp™ estd implicado en la unién del sustrato. Autore, et al., (2009) demostraron que una

206

mutacion en el Asp™* de una lacasa de Pleurotus ostreatus causé una disminucion en las propiedades
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cataliticas y en la estabilidad del sistema [408]. Este aminoacido del bolsillo de unién estuvo
presente en la interaccion entre POXA 1B y todos los ligandos (Figuras 11-28), ademas, formé
un puente de hidrégeno con la clindamicina (CM) (Figura 24), esta interacciéon reducirfa la

6 Ademis, este aminoacido es

distancia de la transferencia de electrones entre el sustrato y la His
altamente conservado en las lacasas y determina la dependencia de la actividad enzimatica del pH.
En las interacciones con POXA 1B a pH 3.0 este aminoacido cargado positivamente es capaz de

atraer grupos OH de los ligandos [404, 409].

Por otra parte, las interacciones tipo “stacking” n-n entre los aminoacidos Phe®' y Phe”® de POXA
1B y algunos ligandos han sido reportadas por otros autores [404, 410]. Las interacciones tipo
“stacking’ con la Phe®' y la Phe* facilitarfan la adaptacion y estabilizacion de los antibi6ticos a las
lacasas, favoreciendo la transferencia de electrones. Ademas, estas interacciones pueden aumentar

la atinidad entre los antibidticos y las lacasas [411].

Por otra parte, en las Figuras 9 y 9.1 se observa los diferentes residuos que hacen parte del bolsillo
enzimatico para GILCC 1 y POXA 1B, estos aminoacidos que rodean los atomos de cobre y su
organizacion son esenciales y determinantes para la actividad catalitica del sitio activo, ya que puede
influir en la afinidad y el potencial redox de las enzimas [412]. Es posible que el tamafo de los
bolsillos influya en la interaccién con el ligando; el bolsillo de GILCC 1 es mas grande (202.430
A) que el de POXA 1B (196.716 A). Ademas, GILCC 1 presenta una hendidura en su bolsillo,
conformada en su mayoria por aminoacidos hidrofébicos, lo que coincide con lo reportado; el
bolsillo de unién de las lacasas esta formado principalmente por aminoacidos hidrofébicos que
impiden la proximidad del agua al ion metalico y facilitan la interaccién de los sustratos
hidrofébicos con el centro activo de la enzima. Ademas, esta hendidura en GILCC 1 oftrece una
mayor estabilidad al evitar el contacto del ligando con el solvente [22, 404]. Algunos autores
sugieren que la estructura del bolsillo de unién del sustrato influye en gran medida en la capacidad

de oxidacion de las lacasas [413].
En las Figuras 11-27 se observa que los ligandos se acoplaron en la parte mas profunda del bolsillo

de GILCC 1 conformada por aproximadamente 12 aminoacidos que formaron interacciones con

los ligandos, favorecidas por la presencia de grupos ionizables en los antibiéticos [414].
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La estabilidad que confiere la topologia del bolsillo de GILCC 1 podtia favorecer la transferencia
de electrones para que se lleve a cabo la reaccion catalitica; Takur et al., (2022), demostraron que
el bolsillo de unién del sustrato es mas amplio y hendido en las lacasas con un potencial de
oxidoreduccién alto y medio, mientras que, en las lacasas con bajo potencial de oxidoreduccion el
bolsillo de unién del sustrato es mas pequefio [415]. Estas diferencias topolégicas en los bolsillos
pueden influir en las conformaciones que adoptan los ligandos unidos a GILCC 1 versus POXA

1B y en la cantidad de aminoacidos que interactdan.

Por ejemplo, en la interaccién con la tetraciclina (TE) a pH 3.0, 17 aminoacidos del bolsillo de
GILCC 1 formaron interacciones con el ligando; el proceso de acoplamiento de la tetraciclina (TE)
al bolsillo de GILCC 1 fue favorecido por las diferentes interacciones de van der Waals, un puente
de sal y un enlace de hidrégeno entre los aminoacidos y el antibiético (Figura 12). Mientras que,
en POXA 1B sélo 7 aminoacidos forman interacciones con el antibiético (Figura 12.2b), lo que,
bajo condiciones experimentales, disminuirfa la estabilidad del sistema y por tanto, la transferencia
de electrones para que se lleve a cabo la reacciéon. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
que la transferencia de electrones entre POXA 1B vy la tetraciclina (TE) pueda ser favorecida en

presencia de un compuesto mediador [22, 404].

Ademas, existe coherencia entre los aminoacidos reportados en otros estudios [404, 416-418] y los
aminoacidos reportados en este, por ejemplo, los aminoacidos hidrofébicos Pro™* y Phe*”’, para
el modelo 3D de GILCC 1y Pro™ y Phe™ para el modelo 3D de POXA 1B, interactuaron con
varios de los ligandos evaluados. Chen et al., (2015) reportaron estos mismos aminoacidos en la
interaccion entre la lacasa 1GYC de Trametes versicolor y la lignina, especificamente con el acido
sinaptico y demostraron que, las interacciones hidrofébicas son las mas importantes para la union

del complejo lacasa-lignina [404, 410].

Varios autores han reportado los mismos aminoacidos del bolsillo de unién observados en este
estudio para GILCC 1 y POXA 1B, como participes en la interacciéon de diferentes lacasas con
diversos sustratos. Por ejemplo, Mo et al., (2022) reportaron que los aminoacidos Gln*’, GIn**,
Ala*"’, Glu™” Phe™ y Leu™ de la lacasa de Trametes versicolor interactuaron con el compuesto
nonilfenol [419]. Daneshamouz et al., (2022) demotraron que el compuesto sulfato de indoxilo
interactu6 con los aminoacidos Pro™* GIn*’, Phe*”’, Ala*", Leuw’”, Tyr**, Glu’”, y Gly*”, de la

lacasa de Trametes versicolor [418]. Aricov et al,, (2022) reportaron que el ABTS interactudé con los
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aminoacidos Phe™’, Pro™, GIn™?, Tyr**, Arg*® y GIn*" [420] y el compuesto rojo de metilo

410,

interactué con los aminoacidos Ala*'" Ser*”, Ser*”’, GIn*’ de una lacasa de Tramsetes versicolor [417,
bl bl

418, 420]; estos resultados son coherentes con los resultados encontrados en este estudio.

6.5 Analisis de dinamica molecular de los modelos 3D GILCC 1y POXA 1B con los
antibioticos seleccionados

La estabilidad que pueden conferir las interacciones y la topologfa del bolsillo de GILCC 1 fue
confirmada con los analisis de dindmica molecular; el ABTS, la tetraciclina (TE), la levofloxacina
(LVX) la cefuroxima (CXM) y la cefradina (BAN) permanecieron en el bolsillo de la enzima
GILCC 1 a lo largo de toda la trayectoria (200 ns). Los resultados del RMSD indican que la
conformacion de la proteina permanece estable al interactuar con el ABTS, la tetraciclina (TE), la

levofloxacina (LVX) y la cefuroxima (CXM) (valores de RMSD < 2 A) (Figura 29).

Ademas, los resultados de la fluctuacién cuadratica media (RMSF) de GILCC 1 (Figura 31)
muestran algunas zonas de alta fluctuacién, que corresponden a las regiones reportadas al evaluar
la enzima sin ligandos (Figura 8.1). Como se menciona anteriormente, es posible que estas
fluctuaciones no afecten la estabilidad de los complejos GILCC 1-ligando, al encontrarse lejos del
bolsillo de unién permitiendo la permanencia de los ligandos en el bolsillo, lo que podtria favorecer
la transferencia de electrones en los complejos. El unico ligando que se sale del bolsillo de GILCC
1 fue el sulfisoxazol (FIS) a pesar de que los valores de RMSD y RMSF (Figuras 29 y 31),
respectivamente muestran que la conformaciéon de los aminoacidos del centro activo es estable
durante toda la trayectoria (200 ns) y las fluctuaciones reportadas en las zonas Leu” - GIn™” y

Pro*' - Gly** se encuentran alejadas del bolsillo de union.

Los complejos GILCC 1-ABTS, GILCC 1-cefradina (BAN), GILCC 1-cefuroxima (CFX), GILCC
1-Levofloxina y GILCC 1-tetraciclina (TE) obtuvieron un valor de MMGBSA negativo, indicando
que las interacciones presentadas en el sistema son energéticamente favorables y mas estables
respecto a la enzima y el antibiético separados (Tabla 10). Estos resultados pueden explicarse por
las interacciones entre GILCC 1 con los antibiéticos; los puentes de hidrégeno, las interacciones
electrostaticas y las fuerzas de van der Waals que estabilizan el complejo y reducen la energfa libre
de Gibbs. Ademas, un AG negativo indica una alta afinidad entre el modelo y el antibiético. En
los complejos GILCC 1-ABTS, GILCC 1-cefuroxima y GILCC 1-cefradina las interacciones
electroestaticas y de van der Waals contribuyeron en mayor medida a la estabilidad de los

complejos. Estos resultados son coherentes con el acoplamiento molecular, en las Figuras 11-28
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se observan las interacciones electroestaticas entre los modelos 3D de las lacasas y los antibiéticos;
estas interacciones favorecieron la permanencia de los ligandos en los bolsillos. Mientras que, en
los complejos GILCC 1- levofloxacina y GILCC 1-tetraciclina (TE) la interacciéon con el solvente
tuvo la mayor contribucion a la estabilidad del sistema, ya que dentro de los analisis de MMGBSA
se incluye la energfa de solvatacién y para estos complejos, la energfa de solvatacion fue el valor

mas negativo .

Estos resultados de MMGBSA sugieren que las interacciones entre los complejos GILCC 1-
ABTS, GILCC 1-cefradina (BAN), GILCC 1-cefuroxima (CFX), GILCC 1-levofloxina y GILCC
1-tetraciclina (TE) fueron favorables y estables, lo que propicia la transferencia de electrones para

dar inicio a un proceso de degradacion.

Por otra parte, los resultados de la dindmica molecular de los complejos POXA 1B-ligando

Figuras 11-28) muestran que los aminoacidos Val'®®y Ser®*
g q y

(residuos con altas fluctuaciones) se
encontraban a menos de 6 A del bolsillo de unién de la proteina, lo que podria afectar la estabilidad
del complejo [421], generando que los ligandos tetraciclina (TE), levofloxacina (LVX) y linezolid
(LZ) salgan del bolsillo de POXA 1B a los 7.4, 40.2 y 19.5 ns de la trayectoria (200 ns),
respectivamente. Ademas, es posible que la topologia del bolsillo de POXA 1B permita un mayor
contacto entre el solvente y el ligando, lo que debilitarfa las interacciones y ocasionaria la salida de

los ligandos del bolsillo. Es posible que menor tiempo de interaccién enzima-ligando influya sobre

la transferecia de electrones y sobre la degradacion o transformacién del ligando.

La Val'?y la Ser***de POXA 1B interactiian con el ABTS y se encuentran a una distancia de sélo
2.71y3.03 A del ligando respectivamente (Anexo 2), lo que explicarfa la salida de este ligando del
bolsillo de POXA 1B. Es posible que los residuos de alta fluctuaciéon causen la salida del resto de

los ligandos del bolsillo; los aminoécidos Val'®y Ser***

también interactdan con la tetraciclina (TE)
y se encuentran a una distancia de sélo 2.89 y 2.98 A respectivamente (Anexo 3). Lo mismo sucede
con la levofloxacina (LVX), pues se encontraba a sélo 2.66 y 2.77 A de los aminoacidos Val'®y

264

Ser™ respectivamente.

Por el contrario, la cefazolina (CZ) se encuentra a mas de 5 A de los aminoacidos Val'®y Ser®*
en POXA 1B, es posible que a esta distancia las fluctuaciones no afecten la estabilidad del ligando,

ademas, la cefazolina (CZ) obtuvo un valor de afinidad igual al del ABTS (-6.8 kcal mol™), lo que
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explicarfa la permanencia de este ligando en el bolsillo. También, fue posible observar el
comportamiento de las interacciones a lo largo de la dinimica molecular; los puentes de hidrégeno
formados entre los aminoacidos Pro™ y Asn®®

del MM-GSA del complejo POXA 1B-cefazolina (CZ) confirmé la estabilidad del sistema; el

no se rompieron durante la trayectoria. El resultado

complejo obtuvo un AG negativo (-32.212 Kcal mol”), mostrando la estabilidad del sistema,
siendo las interacciones electroestaticas las que mas contribuyeron en la estabilidad. Por tanto,
podria predecirse que a pH 3.0 la transferencia de electrones entre POXA 1B y la cefazolina (CZ)

serfa favorecida para llevar a cabo una reacciéon enzimatica.

7. Conclusiones

En este estudio se observé que los aminoacidos claves en la interacciéon GILCC 1-ligandos fueron
Pro™, Ser*”’, GIu’”, Ala*", GIn™, Tyr™* y GIn**. A pesar de que los sustratos se encontraban a
mas de 5 A del CuT1, se sugiere que la transferencia de electrones en GILCC 1 puede ocurrir por
medio de aminoécidos como la His™” y la Phe*”’. GILCC 1 present6 alta afinidad por la tetraciclina
(GILCC 1-TE; AG -7.5 Kcal mol"), levofloxacina (GILCC 1-LVX; AG -8.2 Kcal mol?),
cefuroxima (GILCC 1-CXM; AG -7.5 Kcal mol™), cefradina (GILCC 1-BAN; AG -7.5 Kcal mol
"y sulfisoxazol (GILCC 1-FIS; AG -7.8 Kcal mol') sugiriendo mayor probabilidad de
degradacion. El acoplamiento de los ligandos en la hendidura del bolsillo del modelo 3D de
GILCC 1 a pH 3.0 favoreci6 la estabilidad de los complejos enzima-ligando; los ligandos evaluados
permanecieron en el bolsillo de la enzima durante toda la trayectoria, a excepcion del complejo
GILCC 1-sulfisoxazol (FIS), ya que el ligando sali6 del bolsillo catalitico a los 4.0 ns. Los calculos
del MMGBSA indicaron que el complejo GILCC 1-TE fue el mas estable durante la dinamica
molecular (-33.231 Kcal mol™), seguido por los complejos GILCC 1-LVX (-31.433 Kcal mol™),
GILCC 1-BAN (-27.318 Kcal mol") y GILCC 1-CXM (-21.309 Kcal mol™). Las interacciones
electroestaticas y de van der Waals contribuyeron en mayor medida a la estabilidad los sistemas.
Estos resultados sugieren promisoriamente que GILCC 1 podria degradar los antibiéticos

tetraciclina (TE), levofloxacina (LVX), cefuroxima (CXM) y cefradina (BAN) a pH 3.0.

En el modelo 3D de POXA 1B los aminoacidos claves en las interacciones con los ligandos fueron
His**, His™, Pro™”, Asp™ y Phe*®. La cercania de las His™* y His*** a los ligandos, podtia favorecer
la transferencia de electrones. POXA 1B tuvo alta afinidad a pH 3.0 con tetraciclina (POXA 1B-
TE; AG -6.4 Kcal mol"), levofloxacina (POXA 1B-LVX; AG - 6.3 Kcal mol™), linezolid (POXA
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1B-LZD; AG -6.3 Kcal mol™) y cefazolina (POXA 1B-CZ; AG -6.8 Kcal mol") indicando una alta
estabilidad en los complejos. Las altas fluctuaciones de los aminoacidos Val'® y Ser*** del bolsillo
de unién de POXA 1B, podrian ser responsables de la salida de los antibidticos del bolsillo
catalitico de la enzima (tetraciclina (TE), salida a los 7.4 ns; levofloxacina (LVX), salida a los 40.2
ns; linezolid (LDZ), salida a los 19.6 ns). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que POXA

1B pueda degradar estos antibidticos con la presencia de un mediador como el ABTS.

El complejo POXA 1B-cefazolina (CZ) presentd una alta afinidad y fue estable (RMSD <2 A)
durante toda la trayectoria (200 ns), (MMGBSA -32.212 Kcal mol™); lo que sugiere una mayor

probabilidad de degradacién. Estos resultados, sugieren que POXA 1B puede degradar tetraciclina
(TE), levofloxacina (LVX), cefazolina (CZ) y linezolid (LZD) a pH 3.0.

Finalmente, la estabilidad de los complejos formados con GILCC 1 y POXA 1B, bajo las
condiciones computacionales evaluadas favorecieron la transferencia de electrones, lo que sugirié
la posible degradacion. Sin embargo, las condiciones y los resultados experimentales podrian variar
bajo la influencia de todos los demas componentes de los efluentes contaminados con antibiéticos
que sean tratados con estas enzimas. Este estudio sirve de complemento para los estudios
experimentales que son complejos y costosos, como la cristalizacién de proteinas. Por ejemplo, en
este estudio se identificaron caracteristicas estructurales de las enzimas y regiones altamente
fluctuantes que, a futuro, podrian ser mutadas para incrementar la estabilidad. Este estudio es un
acercamiento al comportamiento molecular de las lacasas GILCC 1 y POXA 1B en la posible

degradadcion de 16 antibidticos de diferentes clases y con diferentes usos.

8. Recomendaciones

Validar experimentalmente la degradacién de los mismos ligandos del estudio con las lacasas
rGILCC 1y rPOXA 1B a pH 3.0 y 7.0 £ 0.2 en presencia de un mediador; asi como enfrentar las

mismas a aguas residuales con presencia de antibiéticos.

A través de mutagénesis dirigida a las regiones de alta fluctuacién cercanas al bolsillo del centro

activo de POXA 1B se podria evaluar como se comporta la degradacion de los antibidticos.
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Figura 1. Distancia entre la zona de alta fluctuacion (en color rojo) y el bolsillo de unién (en
color azul) de la enzima a. GLCC1 y b. POXA 1B

Anexo 2.

Figura 2. Distancia entre la zona de alta fluctuacién (en color rojo), el ABTS (en color morado)
y el bolsillo de unién (en color azul) de la enzima POXA 1B
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Anexo 3.
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Figura 3. Distancia entre la zona de alta fluctuacién (en color rojo), la tetraciclina (TE) (en color
morado) y el bolsillo de unién (en color azul) de la enzima POXA 1B
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