BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Oxidacion biocatalitica de farmacos utilizados durante la
pandemia de Covid-19

Tesis que para obtener el titulo de

LICENCIADA EN BIOTECNOLOGIA

Presenta:

Maria Ixel Hernandez Hernandez

Director:
Dr. Eduardo Torres Ramirez
Codirectora:

Dra. Cynthia Romero Guido

Agosto 2023

cienCias eiol

TECNOLOGIA



AGRADECIMIENTOS

A mis padres, Angelica, Amador y Pole, por brindarme todo el amor, carifio y soporte
necesario para realizar cada una de mis metas, por creer en mi y ser los primeros en
aplaudirme y levantarme cuando es necesario. A ti mamita linda, por la vida, por ser mi
guia, por llevarme a mi primer verano cientifico a los 5 afios, por motivarme en cada
concurso, por estar en la primera fila cuando apenas conocia lo que era la ciencia; por
esperarme cada dia hasta que terminara mis experimentos y ahora, por seguir
motivandome.

A mi hermana Angélica que ha sido mi compafiera de vida, mejor amiga y consejera, por
creer y escuchar cada uno de mis suefios y ser mi motor en todas las etapas.

A mi hermana Carmen quien ha sido mi ejemplo y me ha contagiado su fortaleza.

A mis tios Ari y Nelson por acompanarme a cada uno de mis cursos, por darme el carifio
como si fuera una hija mas y por estar siempre al pendiente de mi.

A mi director de tesis, el Dr. Eduardo, quien por su seminario en los primeros semestres
de la carrera me motivo a estudiar un poco sobre las aplicaciones de las enzimas. Ademas
de asesorarme en este trabajo gracias por siempre tener un momento para escucharme;
estar en su laboratorio me nutrié como profesionista y como persona. Infinitas gracias
por su guia y carino.

A mis companeros de laboratorio, Adriana, Gaby, José Luis y Eduardo, por
acompanarme en mis experimentos, asesorarme, pero sobre todo por brindarme su
amistad.

A mi codirectora y tutora, la Dra. Cynthia porque la conozco desde mi primer dia en la
universidad y me ha visto crecer. Agradezco infinitamente estar cerrando este ciclo con
usted porque me ha ensefiado mucho de la biotecnologia y la vida.

A mis revisores y profesores, la Dra. Norma y el Dr. Ramiro, quienes me compartieron
su conocimiento en clases y me dieron las herramientas para finalizar la carrera. Gracias
por ser parte de mi formacion e inspirarme con sus investigaciones.

A mis amigas y amigos, Irene, Aleida, Alejandra, Lupita, Gustavo, Emiliano, Lily y Mily
por las horas de estudio, por escucharme y por las risas y carifio en cada momento juntos.

Finalmente, a mi novio Ivan por su amor, paciencia y apoyo en todos estos afios. Tu
presencia me ha llenado de luz y sobre todo felicidad; en medio del caos has sido mi
calma, gracias por ser mi compafnia en las buenas y en las malas.



DEDICATORIA

A mi abuelita, mi companera eterna.

Te dedico este trabajo por las ilusiones que teniamos de que esté dia llegara, sé que me

cuidas desde el cielo y te extrafiaré toda la vida.

Gracias por haberme dado una felicidad inmensa, siempre llevaré un cachito de ti en mi

corazon.



INDICE

L RESUMEN ....uueeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 6
IL INTRODUCCION .ccccuennrensevvssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 7
ITL HIPOTESIS ..ootuummuuuuuussssnsnsssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
IV. OBJETIVOS ....ueteteeeeeeeeesnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 9
4.1. OBJETIVO GENERAL ......cutiiiiimiuiiieieieieieteaeieeseee st eese e e sese e esssnnes 9
4.2. OBJETIVOS PARTICULARES......c.couruiuemiuiiieneneneiesaeseneteeseseseesssee e esssseseseesesssnenes 9
V. MARCO REFERENCIAL ....ccoeiiriririririririnenereresisesesssesesesesesesssesssesssssssssesssesssssesenes 10
5.1 IMPORTANCIA DE LOS SISTEMAS ACUATICOS.......ccoruruememimiirneiereneiseseeneneseeenenenenens 10
5.2 CONTAMINACION DEL AGUA ......cotriiimmiiineeneneeteseeae et 11
5.2.1. Contaminacion por efluentes y plantas de tratamiento............cccccccevecvennen. 12
5.3 BIOACUMULACION DE LOS FARMACOS UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DE

COVID-19 EN LOS SISTEMAS ACUATICOS.......cveuumemimirerieieneisieeeseneseeseeae e esesssaesesesseens 15
5.3.1. Ecotoxicidad y mecanismo de accion de los medicamentos ... 17
5.4 NORMATIVIDAD .....oviimiuiinieiemeiitresaesesetsessesesesetses e sesesssse s se s s seesseassenenens 21

5.5 TECNICAS UTILIZADAS PARA REMOVER COMPUESTOS FARMACEUTICOS DEL AGUA
................................................................................................................................................... 22
5.5.1. Técnicas CONVENCIONALES ............ccovvueivicuiiiiiiiiiiiiiciiiccicc s 22
5.5.2. Técnicas DiolOQICAS...........cccvevvueviiciiiiiiiiiiiiicieiicctc s 24
5.6 ENZIMA PEROXIDASA .....ccutriiiimeiiiieieieietieeese et sees s s e s sees s sens 27
5.6.1. Mecanistmo de T@ACCION ............ccvvuvueiiieuiiiiiiiiiciiieiisiecise s 27
5.6.2. Uso como agente bioldgico para el tratamiento de aguas residuales ............... 29
VL. MATERIALES Y METODOS ....oousssnsssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssess 31
6. 1. REACTIVOS....c.oiiiiiiiiiriieiciieieie ettt 31
0.2. COMPUESTOS ......ouuiniiiiciiineaeseieteesae et e 31
6.3. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS. .....cocvuviriiiniiiiiniiisiisissssssssssssssssssssssssssssssnas 33
6.3.1. Analisis del espectro de absorcion y seleccion del pico de absorcion ............... 33
6.3.2. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) ..........ccccccovvvvucvnicunnnnen. 33
6.3.3 Curva de calibYacion .............cccovvviviviiiiiciiiiiiiciicc e 34
6.4 ANALISIS DE LA CAPACIDAD OXIDATIVA ....ccouiuiuiiiiniieieiiieeeeieeeseseeneseeeenenenenene 35
6.4.1. Evaluacion de la capacidad oxXidativn.............ccccccvveiviviniiciiincnicciiccine, 35
6.4.2. Cuantificacion de la degradacion de los compuestos modelo........................... 36
6.5. CONSTANTES CINETICAS .....cvvrimimiiiieneiieeenereeieeeae e seeseese e 36
VIL RESULTADOS Y DISCUSION .oouuuunnnnnnnsssssssssssssssssssmmssssssssssssssssssssssssses 38



7.1. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS FARMACEUTICOS.......ccvevveereeereereerrenreennes 38

7.1.1. Espectro de ADSOTCION............ccovvvveieiiiiiiiciiiciiiiicicieietccte e 38

7.2. CAPACIDAD OXIDATIVA ....utiiuiiiitteniteeitesiteettesite et esstesttesateeseesssesseesateeseesasesnees 42

7.2.1 Oxidacion enzimdtica de los compuestos farmacéuticos ............couocvvvveuennnee. 42

7.2.2 Productos de degradacion................ccoevvvvvivinieioiiiiiniiiiiiiiiiiciiiiicecccin 46

7.3. CONSTANTES CINETICAS ....ccveeuiereeeeeieiessessessesseeseessessessessassessessessessesssessessessassensens 48
7.3.1 Determinacion de las constantes cinéticas ajustadas al modelo de Michaelis

IIBHIECTI ... 49

VIIL. CONCLUSIONES.......ocontitireenrintnnctensistssssessnsissssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 52

IX. REFERENCIAS ......ueeeeeeeeeseeessssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssns 53



I. RESUMEN

El impacto de la pandemia de Covid-19 se genero en diversos sectores, entre ellos
el aumento de la contaminacidn por farmacos en efluentes de agua. Su presencia, sumada
a las pocas acciones y aplicacion de tecnologias implementadas en México, generaron el
aumento en la contaminacién de aguas superficiales y subterraneas. En el siguiente
trabajo se ensayo6 la oxidacién mediante la enzima cloroperoxidasa para los compuestos
de paracetamol, ivermectina y venlafaxina en muestras de laboratorio, alcanzando un
porcentaje de degradacion del 20, 51 y 45% respectivamente; ademas, se determinaron
las constantes cinéticas mediante el ajuste de los datos experimentales al modelo de
Michaelis-Menten. El éxito en la degradacion de los compuestos farmacéuticos
demuestra que los tratamientos enzimaticos pueden ser implementados eventualmente

para la remocidn de este tipo de contaminantes presentes en el ambiente.



II. INTRODUCCION

La pandemia de Covid-19 fue causada por el virus SARS-CoV-2 perteneciente a la
familia de lo Cororaviridae (Chilamakuri y Agarwal, 2021). Los sintomas al inicio de la
contingencia fueron fiebre, escalofrios, dolor muscular, dolor de cabeza, dolor de
garganta y pérdida del gusto u olfato, y en casos mas severos, problemas para respirar

provocados por neumonia (Chilamakuri y Agarwal, 2021; Islam e Igbal, 2020).

Durante los primeros meses del 2020, las infecciones aumentaron principalmente
en China, lugar de origen del virus; sin embargo, la capacidad de movilizacion de la
poblacién a través de transporte aéreo, terrestre y marino permitié la distribucion a

Europa, América, Oceania y Africa (Ciotti et al., 2022; Holmes et al., 2021).

El 11 de marzo del 2020, a través de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se
dio la declaratoria mundial de pandemia debido al nimero de casos en diferentes
territorios y al riesgo que representaba para la poblacion humana (Yu y Li, 2021). En
Meéxico, al 30 de abril del 2020 se alcanzaron los 19 224 casos confirmados y 1 859 (9.67%
de los casos) fallecidos (Suarez et al., 2020). Los datos al 26 de enero del 2023 en el
territorio nacional, indican 7 680 330 casos confirmados y 346 056 defunciones (COVID-
19-CONACYT, 2023). Los protocolos a causa de la pandemia se establecieron de forma
obligatoria del 2020 al 2022, como: distanciamiento social, reduccion de espacios publicos,
restricciones en el transporte, ademas de que las actividades no prioritarias fueron
llevadas a cabo a través de plataformas digitales (Hassankhani et al., 2021). Debido a las
medidas de distanciamiento social, aislamiento, incertidumbre sobre la infeccion,
pérdidas financieras, humanas y manejo de la pandemia se tuvo un fuerte impacto
psicologico en la poblacion provocando el desarrollo de psicopatologias como la
ansiedad y depresién (Bueno-Notivol et al., 2021). Sumado a esa sintomatologia la
cantidad de farmacos preescritos para contrarrestar algunos sintomas de la enfermedad

se incrementd notablemente; lo anterior, llevd también a un incremento en la
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incorporacion de estos medicamentos en los sistemas acuatico, debido a la descarga
continua en heces y orina (Nippes et al., 2021). Ya existen numerosos reportes de la
presencia en el ambiente de algunos de compuestos farmacéuticos; por lo que es
importante proponer metodologias para la remocion de estos contaminantes,
principalmente tecnologias que se consideren sustentables para no incrementar la carga

ambiental en los ecosistemas.

Con respecto a la limpieza y el tratamiento del agua, la biocatalisis ambiental es
una tecnologia potencial; de las enzimas estudiadas actualmente destaca la
cloroperoxidasa debido a su potencial para transformar microcontaminantes, como los
farmacéuticos, a sustancias menos daninas, mas biodegradables y menos o nulamente
poco toxicas (Wannstedt et al., 1990). Esto puede ayudar a reducir la concentracion de

compuestos organicos nocivos en los cuerpos de agua.

En el presente trabajo se propone utilizar la enzima cloroperoxidasa como
tratamiento bioldgico para la transformacion de compuestos farmacéuticos utilizados
durante la pandemia de Covid-19 con la finalidad de cuantificar su porcentaje de
oxidacion ademads de conocer la reactividad que tiene la enzima con diferentes sustratos.
Al lograr su degradacion significaria que las nuevas tecnologias ambientales pueden ser
consideradas como parte del esquema de tratamiento de efluentes para usarse en
conjunto con las técnicas convencionales; si bien existen varias propuestas de tecnologias
ambientales, el uso de la biocatdlisis ambiental puede ser tomada en cuenta como parte

del esquema debido a su estabilidad en el ambiente.



II1. HIPOTESIS

La enzima cloroperoxidasa tiene la capacidad de transformar algunos de los

compuestos farmacéuticos utilizados durante la pandemia de Covid-19.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad oxidativa de la enzima cloroperoxidasa hacia los compuestos

farmacéuticos de paracetamol, dexametasona, ivermectina y venlafaxina.

4.2. Objetivos particulares
e Analizar la conversion de los compuestos seleccionados por espectroscopia UV-
visible
e Determinar la conversién enzimatica de los compuestos utilizando la enzima

cloroperoxidasa mediante cromatografia de alta resolucion

e Determinar las constantes cinéticas de los compuestos farmacéuticos mediante la
reaccion enzimdtica con la enzima cloroperoxidasa por la técnica de

cromatografia liquida de alta resolucion



V. MARCO REFERENCIAL

5.1 Importancia de los sistemas acuaticos

El agua es uno de los recursos mas importantes para la vida, su presencia ha
derivado procesos evolutivos y se encuentra tanto en grandes cantidades como a niveles
traza en el manto y nucleo del planeta, ademas, esta vinculado con procesos térmicos y
tisicos de la Tierra, promoviendo asi el desarrollo de la atmdsfera, los océanos y la vida
en distintos niveles (Peslier et al., 2017). Del planeta, el agua abarca el 71% de la superficie,
de la cual, 96.5% pertenece a los océanos y el resto a agua dulce que se encuentra en rios,
lagos, glaciares, acuiferos, aguas subterraneas, entre otros. Aparentemente, el suministro
de agua potable proviene del agua superficial, sin embargo, la subterrdnea mantiene con
vida a los rios, lagos y es fuente de la misma en lugares aparentemente desérticos,
representando el 1.69% del agua total contra el 0.0002% que pertenece a los rios y 0.013%
de los lagos (Gleick, 1993).

En México se presenta una mezcla climas desérticos y himedos, generando zonas
de escasez de agua en gran parte del pais, sin embargo, del total de agua dulce en el
mundo, el pais cuenta con el 0.1% de ella. En algunas regiones hay constantes
precipitaciones, recibiendo 1 489 mil millones de metros ctbicos al afio de agua, de esta
forma, su paradero se distribuye en un 22% para los rios o arroyos mediante
escurrimiento y 6% por infiltracion al subsuelo (Comision Nacional del Agua
[CONAGUA], 2015). De acuerdo con el informe de la CONAGUA (2016), mas de la mitad
del consumo de agua proviene del sector agricola, representando un 68.23%, seguido del
uso publico con el 14.52% y las industrias con el 7.41%, ademas, se deben tomar en cuenta
a las hidroeléctricas y empresas dedicadas a la produccion de energia, las cuales

representan aproximadamente 10% del uso nacional.
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En el sector agricola, se utiliza en mayor manera agua de tipo superficial para llevar
a cabo las actividades de siembra y cosecha, abarcando para 2018, 6.17 millones de
hectdreas. El agua empleada para redes de agua potable como domicilios y servicios
proviene en su mayoria de aguas subterraneas. Las industrias de diversos tipos, como
petroleras, quimicas, azucareras, etc., son abastecidas en mayor parte por rios, arroyos,

lagos o acuiferos del pais (CONAGUA y SINA, 2019).

La pérdida del agua ocurre en un poco mas del 50% por evaporacion, sin embargo,
la otra parte se debe a las deficiencias en la infraestructura, generando fugas por el mal
estado, estas son producidas en un 38% por la ciudad de México y area metropolitana
(CONAGUA, 2015). Analizando también a las zonas rurales, del 21% de la poblacion que
pertenece a este sector, solo 60.5% disponen de agua entubada y en su mayoria son
suministradas por pozos, su uso también es en mayor medida para los cultivos agricolas
y abastecimiento; este tiltimo punto representa uno de los mayores retos, ya que el 18.43%
de las comunidades se enfrentan a la escasez y mala calidad de agua ocasionada por la
exposicion a fuertes fendmenos naturales como huracanes, lluvias torrenciales,
inundaciones, y a la contaminacidén antropogénica, siendo este tltimo punto un aspecto

de caracter mundial (Cruz et al., 2022).

5.2 Contaminacion del agua

El incremento poblacional ha derivado en la escasez de los recursos naturales, entre
ellos, el agua, a esto se le debe sumar los efectos del cambio climéatico y la huella ecoldgica
generada por las actividades y residuos antropoldgicos. Por medio de satélites se han
monitoreado de 2002-2022 la abundancia de los recursos hidricos como aguas
superficiales, nieve, humedad y aguas subterraneas, los datos recopilados muestran un

agotamiento pronunciado de los mismos a causa de la sobreexplotacion principalmente;
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otro factor implicado en la disponibilidad del agua es la calidad de esta, ya que ha ido en

descenso (Scanlon ef al., 2023).

En México, el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua documento en el 2020
que el 70% de los cuerpos de agua del pais se encontraban contaminados debido a
actividades econdmicas y sociales, comprometiendo asi a la poblacion en general y los
distintos niveles de gobierno. El cambio climatico también se encuentra presente y las
acciones para preservar los recursos hidricos son minimas, sumado a estas problematicas,
el sector del agua recibe poco financiamiento, por lo que el mantenimiento y generacion
de nueva infraestructura se ve comprometido, ya que las construcciones son de mediados
del siglo pasado. Finalmente, el marco legal también debe ser actualizado para cubrir las

nuevas implicaciones (Arreguin-Cortés et al., 2020).

Como fue mencionado anteriormente, la agricultura es fuente principal de
contaminacion, en donde gran parte de los contaminantes pueden llegar a las fuentes de
agua debido a la escorrentia, la cual traza un camino entre las tierras y rios, lagos,
humedales y fuentes subterraneas. De las fuentes agricolas no puntuales se encuentra el

sobrepastoreo, sobrecarga de la tierra y mala gestion en el uso de agroquimicos como los

plaguicidas (CDC et al., 2016).

El impacto generado por la contaminacion del agua es directo e indirecto, puesto
que esta presente en la cotidianidad mediante el suministro de agua potable, aerosoles
en ecosistemas, procesos geoquimicos y en la produccion de alimentos (Chapman y
Sullivan, 2022). Las fuentes son diversas, por lo que para combatir la problematica es

necesario tomar acciones en cada uno de los sectores involucrados.

5.2.1. Contaminacion por efluentes y plantas de tratamiento

Anteriormente se mencionaron compuestos que pueden llegar a los ambientes

acuaticos mediante descargas de aguas residuales y aguas domésticas, entre los ejemplos
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de lo que contienen se encuentra la materia organica y nutrientes provenientes de
fertilizantes, herbicidas y productos de higiene personal, ademds de infinidad de
quimicos sintéticos; estos alcanzan no solo los niveles superficiales si no también las
aguas subterraneas (Chapman y Sullivan, 2022). Los principales compuestos presentes
son nitrogeno, fosforo, compuestos organicos y bacterias coliformes fecales (Jiménez, et

al., 2010).

En México se estima que, de las descargas de aguas residuales, 52.7% son aguas
municipales y 32% no municipales, de ellas 56.9% son vertidas al ambiente sin
tratamientos previos y 43.1% utilizando algiin método de tratamiento, existiendo 2 477
plantas para el tratamiento de aguas municipales y 2 832 para aguas no municipales,
incluyendo las industriales (CONAGUA, 2016). Para las aguas residuales municipales los
tratamientos incluyen los lodos activados, lagunas de estabilizacion y aireadas y filtros

biologicos (CONAGUA, 2011).

Debido a la mala gestion de las instituciones encargadas de monitorear y darle
tratamiento al agua solo las regiones del mundo con suficientes recursos econdémicos
pueden disponer de nuevas tecnologias que superen a las técnicas actuales usadas en las
plantas de tratamiento, ya que los contaminantes presentes alcanzan niveles
microscdpicos y dificilmente son removidos; ademads, para remover los contaminantes de
los efluentes se debe incluir el monitoreo y vigilancia de contaminantes presentes, con la
tinalidad de detectar moléculas nuevas implicadas en los procesos humanos pues se dice
que "lo que no puede ser monitoreado, no puede ser (efectivamente) manejado”

(Chapman y Sullivan, 2022).

5.2.1.1. Contaminantes emergentes

La presencia de productos farmacéuticos en el agua se ha convertido en una

preocupacion creciente debido a su impacto potencial sobre el medio ambiente y la salud
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humana (Lopez-Pacheco et al., 2019). Las primeras investigaciones de la presencia de
moléculas en mantos acuiferos fueron mencionadas durante la década de los 80
(Sundararaman et al., 2022). Compuestos antiinflamatorios, analgésicos, antibioticos,
antiepilépticos, antihistaminicos y neurodepresoras fueron los primeros en identificarse
como contaminantes emergentes, resultado de descargas de aguas residuales a sistemas

acuaticos (Pyhala et al., 2017).

Solo en el ano 2002 hubo un consumo de aproximadamente 200 000 toneladas de
antibioticos y farmacos, para el mismo afo, el Paracetamol tuvo un consumo de 5 706
toneladas (Pyhala et al., 2017a). La familia de los antiinflamatorios-analgésicos ocupan el
segundo lugar seguido de los antibioticos con la mayor presencia de firmas moleculares
en los analisis de deteccion. Otro grupo de moléculas recién estudiadas son los farmacos

neurodepresivos, por ejemplo, Venlafaxina (Patel et al., 2019).

Entre los efectos de su presencia se encuentran: la bioacumulacion en organismos,
resistencia a antibidticos, comportamiento animal y modificacion de poblaciones
microbiologicas (Camargo y Alonso, 2006) (Figura 1). Los mantos acuiferos son los mas
estudiados debido al arribo de residuales provenientes de las urbes (Sundararaman et al.,

2022).

5.2.1.2. Afectaciones ambientales por la pandemia de Covid-19

Debido al confinamiento por la pandemia de Covid-19, la poblacién se vio afectada
a niveles sociales, econdmicos, ambientales y por supuesto en la salud. En conjunto, estos
sectores modificaron los usos, costumbres y actividades llevadas a cabo, provocando
efectos significativos en el medio ambiente. Si bien al inicio de la pandemia cuando se
tomaron medidas estrictas de confinamiento los beneficios ambientales hicieron
presencia como la disminuciéon en las emisiones de carbono, poca actividad

antropogénica en ecosistemas por lo que los recursos de bosques, playas y rios no se veian
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amenazados, estos fueron intercambiados por otro tipo de impactos ambientales
derivados de las nuevas costumbres sociales como el aumento de los residuos organicos
e inorganicos provenientes de los empaques de comida, plasticos derivados de las
medidas de proteccion como empleo de mascarillas, guantes, caretas;
microcontaminantes derivados del aumento en el uso de medicamentos, insecticidas,
desinfectantes, productos de higiene personal, entre otros (Hammad et al., 2023; Rume e

Islam, 2020).

Como consecuencia del uso indiscriminado de compuestos desinfectantes y
medicamentos se puede estar desequilibrando los sistemas ecologicos de manera
indirecta, ya que, si bien estos agentes no son dirigidos a ellos, llegan por contacto en el
ambiente como heces, aguas residuales y basura (Ahmed et al., 2020). El impacto también
puede ser por la generacion de subproductos tdxicos en estos sistemas (Mallik et al., 2022)
por lo que es necesario tomar medidas efectivas contra la remocion de los contaminantes

generados por la enfermedad de Covid-19 sumandole los ya presentes en el ambiente.

5.3 Bioacumulacion de los farmacos utilizados para el tratamiento de Covid-19 en los

sistemas acuaticos

El uso de farmacos para el tratamiento de la enfermedad ocasionada por Covid-19
fue relevante para el manejo de los casos leves y graves. Derivado de la enfermedad,
también se usaron otro tipo de farmacos para tratar otras manifestaciones clinicas como
trastornos de ansiedad y depresion, resultado de las restricciones sociales (Bhatia et al.,

2020; Crook et al., 2021).

Durante el inicio de la pandemia, el tratamiento fue principalmente sintomatico,
como la mayoria de enfermedades respiratorias provocadas por virus (Chilamakuri y
Agarwal, 2021). Los farmacos mas utilizados fueron antihistaminicos como Clorfenamina

para aliviar los malestares leves como irritacion en garganta, estornudo y escurrimiento
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nasal (Rizvi et al., 2022). Otros como analgésicos y antipiréticos, por ejemplo, Paracetamol,
fueron cruciales para el manejo de fiebre y dolor muscular (Quincho-Lopez et al., 2021).
Algunos corticosteroides, como Dexametasona, se aplicaron en pacientes con desarrollo
temprano de enfermedad grave, debido a su accion de supresion inflamatoria en el

proceso de desarrollo de neumonia (Rayman et al., 2021).

Al inicio de la pandemia se emplearon farmacos con posible relacion antiviral, por
ejemplo, Ivermectina, usado principalmente como antiparasitario (Santin et al., 2021).
Actualmente, ya no es parte del esquema basico de tratamiento contra la enfermedad por
COVID-19 debido a la ausencia de resultados positivos en las pruebas clinicas a lo largo

de estos 3 anos (Barac ef al., 2022).

La pandemia por COVID-19 no solo tuvo efectos respiratorios, otros
padecimientos principalmente relacionados con la salud mental tuvieron mayor
presencia debido al aislamiento y reduccion de la interaccion social (de Figueiredo et al.,
2021). Los trastornos mentales aumentaron de igual forma la demanda de servicios de
psiquiatria y psicologia y en algunos casos, el empleo de farmacos para reducir la
incidencia de crisis de ansiedad o depresion (Wu et al., 2021). Dentro de los mas utilizados
se encuentran la Venlafaxina como inhibidor selectivo de la absorcidon de serotonina y

norepinefrina (antidepresivo) (Adhikari et al., 2023).

Una de las caracteristicas de los farmacos es su estabilidad en diferentes ambientes,
incluyendo post aplicacion en el tratamiento, debido a la liberacion del compuesto
quimico a través de la orina o excretas. Aunque sufren de modificaciones bioldgicas y
fisicoquimicas, la liberacion de estas moléculas es una fuente de contaminacion que se ha
relacionado en alteraciones de conducta, reproduccion y microbiota, principalmente en

sistemas acuiferos (Patel et al., 2019).
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5.3.1. Ecotoxicidad y mecanismo de accion de los medicamentos

5.3.1.1. Paracetamol

El paracetamol (N-(4-hidroxifenil)etanamida) es un derivado del p-aminofenol que
presenta actividad analgésica (alivio del dolor) y antipirética (reduccion estados febriles)
ademas de que no posee actividad antiinflamatoria. Se cree que el paracetamol produce
analgesia a través de una inhibicion central de la sintesis de prostaglandinas. El principal
problema del uso de paracetamol es su hepatotoxicidad tras una sobredosis (Freo et al.,

2021; Moore y Moore, 2016).

Es uno de los productos farmacéuticos usados en mayor cantidad en el mundo
(Jozwiak-Bebenista y Nowak, 2014) y también de los mas detectados con mayor
frecuencia las plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas superficiales y agua

potable (Wu et al., 2012).

La deteccion de este compuesto es mayor en areas densamente pobladas como
centros urbanos, donde se espera que el consumo de medicamentos alcance proporciones
elevadas (Patel et al., 2019; S. Wu et al., 2012). Ademads, aproximadamente el 5% del
paracetamol consumido es excretado a a través de la orina y heces fecales (Biihrer et al.,
2021). Se consumen aproximadamente 520 toneladas de este (Pyhala et al., 2017b) por lo
que se puede considerar que es uno de los farmacos mas populares en todo el mundo,

representando asi una gran fuente de contaminacion acuifera (Wu et al., 2012).

Debido a la alta demanda y a su uso popular durante la pandemia, se ha detectado
su presencia en el medio ambiente (Hayden et al., 2022). En algunas plantas como lenteja,
puede ocasionar inhibicion de crecimiento y anormalidades en el crecimiento (Mercado
y Galvis, 2023). En modelos animales, la exposicidn a paracetamol a concentracion de 66
mg/kg de peso corporal, en modelo de ratas, tiene efectos indeseables como alteraciones

en la bioquimica e histopatologia en el higado y la exposicion a 5 y 15 mg/kg de peso
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corporal afecta la neurotransmision asociada con el bulbo raquideo o puede afectar

directamente la médula espinal (Lopez-Pacheco et al., 2019).

Debido a la falta de técnicas de degradacion optimas o a su costo elevado, muchos
contaminantes, incluyendo el paracetamol, se liberan en su forma original como
metabolitos mas estables al medio ambiente; esto podria resultar en la acumulacion de
los metabolitos en las cadenas trdficas y crear efectos adversos a largo plazo en los

organismos acuaticos (Cerro-Lopez et al., 2021).

5.3.1.2 Ivermectina

La ivermectina es un medicamento usado para tratar algunos gusanos parasitos,
incluidos los gusanos intestinales o los que causan la oncocercosis. Los tratamientos
topicos también se utilizan para parasitos externos (piojos) y para ayudar con afecciones

de la piel (rosacea) (Laing et al., 2017).

El farmaco es una lactona macrociclica obtenida inicialmente de Streptomyces
avermitilis. Su mecanismo de accion actia mediante un efecto antiparasitario a través de
la unién y activacién de los canales de cloruro regulados por glutamato (GluCl)
expresados en las neuronas de los nematodos y las células del musculo faringeo. Esto
provoca un aumento de la permeabilidad de los iones de cloruro, produciendo un estado
de hiperpolarizacién y como resultado la paralisis y muerte del parasito (Laing et al., 2017;

Santin et al., 2021; Shirazi et al., 2022).

Durante el inicio de la pandemia por COVID-19, y debido a la ausencia de
tratamientos efectivos, se estudiaron farmacos con posible accion antiviral contra SARS-
CoV-2, uno de estos fue la ivermectina. Los estudios in silico mostraron una posible union
al heterodimero importina (IMP) alfa/betal, que es responsable de la importacion nuclear

de proteinas virales como la proteina integrasa (IN). Esto provoco la inhibicion de la

18



importacion nuclear de proteinas virales y del huésped, dando como resultado la

inhibicidn de la replicacion viral (Sharun et al., 2020; Shirazi et al., 2022).

Los efectos de la ivermectina en la contaminacion del agua son una preocupacion
creciente, ya que los estudios han demostrado que incluso las concentraciones bajas del
medicamento pueden tener efectos negativos en los organismos acuaticos, en particular
en los invertebrados, como los crustaceos e insectos. Estos organismos juegan un papel
importante en los ecosistemas acudticos, y su exposicion a la ivermectina puede provocar
una variedad de efectos negativos, como la disminucion de la supervivencia, el
crecimiento y la reproducciéon y modificacion de comunidades microbianas (Mancini et

al., 2020; Syerson et al., 2007).

Ademads, la acumulacion de ivermectina en estos organismos puede tener efectos
en cascada en la cadena alimentaria y, en altima instancia, afectar a todo el ecosistema.
Finalmente, la ivermectina puede persistir en el agua durante largos periodos de tiempo
y esto puede conducir a una exposicion cronica de los organismos acuaticos al farmaco

(Liebig et al., 2010; Lu et al., s.t.).

5.3.1.3 Dexametasona

La dexametasona es un esteroide fluorado que tiene en su estructura grupos
hidroxi en las posiciones 11, 17 y 21, un grupo metilo en la posicion 16 y grupos oxo en
las posiciones 3 y 20. Es un miembro sintético de la clase de glucocorticoides. Tiene un
papel como agente adrenérgico, antiemético, agente antineopldsico, contaminante
ambiental, xenobiotico, agente inmunosupresor y farmaco antiinflamatorio (Cummings

et al., 1990; Tomlinson et al., 1997).

El mecanismo de accidén es mediante la union al receptor de glucocorticoides, el
complejo farmaco-receptor se traslada al nticleo y acttia como factor de transcripcion para

la expresion del gen diana. Se cree que las acciones antiinflamatorias de la dexametasona
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involucran proteinas inhibidoras de la fosfolipasa A2, como las anexinas (también
conocidas como lipocortinas), que controlan la biosintesis de los principales mediadores
de la inflamacidn, las prostaglandinas y los leucotrienos. También se ha demostrado un
aumento de los niveles de tensoactivos y una mejor circulacion pulmonar (Tomlinson et

al., 1997; Trzeciak et al., 1993).

En pacientes con COVID-19 grave producen un estado hiperinflamatorio (Musee
et al., 2021a; Spoorenberg et al., 2014). Por lo tanto, la efectividad terapéutica de la
dexametasona probablemente se deba a las amplias actividades antiinflamatorias de los
glucocorticoides. El metabolismo se lleva principalmente en el higado y se libera

alrededor del 10% en la orina (Cummings et al., 1990).

Como resultado, la dexametasona puede potencialmente ingresar al medio
ambiente a través de la descarga de aguas residuales tratadas en cuerpos de agua como
rios, lagos y arroyos (Musee et al., 2021b). Si bien existe una investigacion limitada sobre
los efectos especificos de la dexametasona en la contaminacion del agua, los estudios han
demostrado que la presencia de productos farmacéuticos como los esteroides pueden
tener impactos negativos en los organismos acuaticos como los peces, los invertebrados
y las algas. Por ejemplo, la exposicion a esteroides puede provocar cambios en el
comportamiento reproductivo y la funcion endocrina de los peces (Zhong et al., 2021).
Otro estudio indicé que la dexametasona puede tener impactos negativos en los
biomarcadores sanguineos, los procesos bioquimicos y los procesos hematobioquimicos

en el bagre (Sayed et al., 2022).

5.3.1.4. Venlafaxina

Se han reportado algunas investigaciones de los efectos negativos de la venlafaxina
en la contaminacion del agua. Un estudio realizado por el Departamento de Salud de

Minnesota informo que la venlafaxina puede causar dano a los peces, caracoles y plantas
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que viven en arroyos afectados por aguas residuales (Venlafaxine y Desvenlafaxine, s.f.).
Por otro lado, se descubrid que la degradacidn de la venlafaxina durante los procesos de
desinfeccion con cloro libre y dioxido de cloro, puede generar en subproductos de
degradacion, algunos de los cuales pueden ser mas toxicos que el compuesto original (Lv
et al., 2021). Otros estudios han encontrado que la venlafaxina puede cambiar el
comportamiento y los procesos fisiologicos relacionados de la trucha marron (Ziegler et
al., 2021) y del pez cebra, en el que puede causar bioacumulacién e hipometilacion del
ADN lo que podria estar relacionado con cambios en los mecanismos moleculares de
estos peces (Lin et al., 2022). En general, los estudios sugieren que la venlafaxina puede
tener efectos negativos en los organismos acuaticos, incluidos los peces, los caracoles, las
plantas y el pez cebra, cuando esta presente en el agua en concentraciones ambientales
(Lin et al., 2022; Lv et al., 2021; Ziegler et al., 2021). Sin embargo, se requieren de mas
investigaciones para determinar el alcance de estos efectos y los riesgos potenciales para

el medio ambiente y la salud humana.

5.4 Normatividad

La Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-2021 “[e]stablece los limites
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales” y la NOM-002-
ECOL-1996 “[e]stablece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal los
bienes acuiferos nacionales” no consideran de manera solida la presencia de este tipo de

moléculas (Cerro-Lopez et al., 2021).

La contaminacion por farmacos solamente es mencionada en la NOM-073-ECOL-
1994 que: “Establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas
de aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de las industrias farmacéuticas y

farmoquimica”, no obstante, no ha sufrido de modificaciones en los ultimos 30 afios
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ignorando asi la regulacion de la contaminacion por el manejo de los productos
comercializados y usados por la poblacion en la liberacion en aguas residuales (DOF,

1995).

La presencia de medicamentos empleados durante la emergencia sanitaria
provocada por COVID-19 presenta un nuevo reto ambiental derivado de la liberacion de
los farmacos en los mantos acuiferos, favoreciendo a los efectos negativos en los procesos
naturales, algunos de estos son: paracetamol, ivermectina, dexametasona y venlafaxina
(Barac et al., 2022; Camargo y Alonso, 2006; Efrain Merma Chacca et al., 2022; Pashaei et
al., 2022).

5.5 Técnicas utilizadas para remover compuestos farmacéuticos del agua

5.5.1. Técnicas convencionales

Existen varias técnicas convencionales para eliminar compuestos farmacéuticos

del agua, que incluyen las siguientes.

5.5.1.1. Adsorcion

Este proceso implica el uso de adsorbentes como el carbon activado para eliminar
los productos farmacéuticos del agua(Rodriguez-Serin et al., 2022). La adsorcion es un
proceso practico, pero se realiza principalmente en estudios con un disefio experimental
puro, y no se ha evaluado su aplicabilidad a escalas mayores (Zhang et al., 2021). El
carbdn activado en polvo (PAC) y carbdn activado granular (GAC), se ha evaluado para
medir la eficiencia en la eliminacion de compuestos farmacéuticos (Zhang et al., 2021).
Los resultados del estudio mostraron que tanto el PAC como el GAC fueron efectivos
para eliminar Paracetamol, Carbamazepina, Cafeina y Metronidazol del agua. La
eficiencia de eliminaciéon fue variable, la cafeina solo alcanzd un 75 % de remocion

mientras que Carbamazepina, Metronidazol y Paracetamol fue aproximadamente del 80-
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98%, sin embargo, una de las limitaciones en su empleo es los costos para su utilizacion

en volumenes elevados (Zhang et al., 2021).

5.5.1.2. Ozonizacion

La ozonizacion implica el uso de ozono como un fuerte agente oxidante, para
descomponer los compuestos farmacéuticos en sustancias mas simples y menos nocivas
(Rodriguez-Serin et al., 2022). La ozonizacion se puede realizar directa o indirectamente,
esta ultima implicando la adicion de perdxido de hidrogeno (H:0:) para mejorar el
proceso de oxidacion. El porcentaje de eliminacion de compuestos farmacéuticos por
ozonizacion varia seguin el compuesto farmacéutico especifico y las condiciones de
operacion (Zilberman et al., 2023). Un estudio examind la eficiencia de eliminacién de
iohexol, bezafibrato, lamotrigina, valsartan, ciclofosfamida y sulfametoxazol por
ozonizacion directa e indirecta y encontr6 que ambos métodos mostraron una
eliminacion que rondaba del 34 % al 100 % de los compuestos originales (Zilberman et al.,
2023). Otro estudio investigd la eficiencia de eliminacion de cuatro productos
farmacéuticos por ozonizacion y encontrd que la eficacia de eliminacion de los productos
farmacéuticos excedia el 85 %, excepto el metoprolol que solo alcanz6 60 % (de Wilt et
al., 2018). La ozonificacion se ha utilizado en anos recientes debido a los resultados
positivos, sin embargo, se requiere de una infraestructura que permita la integracion en

la remediacion de aguas contaminadas (de Wilt et al., 2018; Zilberman et al., 2023).

5.5.1.3. Fotocatalisis

La fotocatalisis es un proceso que combina la fotoquimica y la catalisis para
degradar los contaminantes organicos, incluidos los compuestos farmacéuticos en el agua
(Rodriguez-Serin et al., 2022). El proceso implica el uso de un fotocatalizador, que suele
ser un material semiconductor que absorbe la luz y genera pares huecos de electrones,

que pueden reaccionar con las moléculas de agua para producir especies reactivas de
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oxigeno (ROS: Reactive Oxygen Species; Gaur et al., 2022). Estos ROS pueden reaccionar
con las moléculas farmacéuticas y luego oxidarlos, provocando la degradacion en
sustancias mas simples y potencialmente menos dafiinas (Rodriguez-Serin et al., 2022).
Un estudi6 evalud la eliminacion de ciclofosfamida (CRZ) y el irinotecan (IMT); fdrmacos
usados en el tratamiento del cancer, utilizando oxido de titanio (TiO2) como
fotocatalizador. El estudio encontr6 que la eficiencia fotocatalitica se redujo
principalmente al agregar varias sales inorganicas y compuestos organicos a la mezcla de
medicamentos. La presencia de iones fosfato en los sistemas de fotocatalisis CRZ e IMT
tuvo un efecto negativo en la remocion, lo que confirma la hipdtesis de que los fosfatos
son inhibidores de la fotocatalisis de TiO.. No obstante, el estudio informd una
eliminacion significativa de los dos medicamentos contra el cancer, con una eficiencia de
eliminacion del 80-90% para CRZ y del 70-80% para IMT después de 120 minutos de
fotocatalisis (Moradi et al., 2021; Toli¢ éop et al., 2022). El empleo de fotocatalisis
representa una alternativa, sin embargo, al igual que el carbon activado, los costos
comparados con la eficiencia representan una limitante en su empleo a nivel industrial

(Gaur et al., 2022).

El porcentaje de eliminacién de compuestos farmacéuticos del agua varia segun el
meétodo de tratamiento utilizado y el compuesto farmacéutico especifico al que se dirige

(Rodriguez-Serin et al., 2022).

5.5.2. Técnicas biologicas

Los compuestos farmacéuticos del agua se pueden eliminar mediante diversas
técnicas biologicas. Algunas de estas técnicas incluyen biorreactores de membrana,
biorreactores, procesos de crecimiento adherido (biopelicula), proceso de lodos
activados, digestion anaerdbica, fitorremediacion y degradacion enzimatica (Zupanc et

al., 2013). La eficiencia de estos procesos oscila entre el 20 y el 90 % (Mansouri et al., 2021).
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5.5.2.1. Lodos activados

El proceso de lodos activados implica el uso de microorganismos para
descomponer la materia orgdanica, incluidos los compuestos farmacéuticos (Mansouri et
al., 2021). La biodegradacion y la absorcion de lodo se han identificado como los dos
mecanismos principales de eliminacion en proceso de lodos activados(Alfonso-
Muniozguren et al., 2021). Para sustancias facilmente degradables como ibuprofeno o
paracetamol, se puede obtener una alta remocion del 90%, mientras que la remocién de
carbamazepina suele ser inferior al 20% debido a la minima interacciéon de
carbamazepina con los microorganimos y/o lodo presente en el biorreactor (Mansouri et

al., 2021).

5.5.2.2. Digestion anaerobia

La digestion anaerobia implica el uso de microorganismos para descomponer la
materia organica en ausencia de oxigeno. Los reactores anaerobicos estan libres de
moléculas de oxigeno y solo se puede encontrar oxigeno enlazado en moléculas como
nitratos (NO*)(Peng et al., 2019) lo que promueve rutas de O-desmetilacion en productos
farmacéuticos como guaifenesina, naproxeno, oxibenzona y mestranol, probando una

reduccion de sus efectos en la contaminacion de agua (Lahti y Oikari, 2011).

5.5.2.3. Fitorremediacion

La fitorremediacion implica el uso de plantas para eliminar o reducir los
contaminantes del agua o suelo. La mayoria de las plantas empleadas para la
titorremediacion son especies acudticas que tienen un metabolismo adecuado para la
absorcidn de las moléculas (Zupancet al., 2013). La especie Typha spp. se ha utilizado para
eliminar los productos farmacéuticos de las aguas residuales, como el ibuprofeno, la
carbamazepina y el acido clofibrico. La eficiencia de eliminacion del 96, 97 y 75% para

ibuprofeno, carbamazepina y acido clofibrico, respectivamente, liberados en condiciones
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de verano después de un tiempo de retencion de 7 dias (Dordio et al., 2010). En otra
investigacion se emple6 un conjunto de plantas de humedales: Typha, Phragmites, Iris y
Juncus para eliminar ibuprofeno e iohexol (IOH) de la solucion de cultivo y determinar
los mecanismos para la eliminacion de este sistema. Todas las especies de plantas
eliminan completamente las IBU en un experimento de 24 dias, pero la eliminacion de

IOH mostré una variacion entre el 13 y el 80 % (Y. Zhang et al., 2016).

5.5.2.4. Enzimas

Una forma en que los farmacos pueden degradarse en el agua es a través de la
accion de las enzimas (Roohi et al., 2017). Las enzimas son moléculas bioldgicas que
catalizan reacciones (bio)quimicas y algunos con una estabilidad a factores fisicos como
temperatura, presion y presencia de sales (Rathore et al., 2022; Roohi et al., 2017). Estas
caracteristicas de estabilidad por parte de algunas enzimas han permitido que a lo largo
de la evolucion se presenten en muchos sistemas naturales, incluidos los cuerpos de agua
(Filimon et al., 2013). La degradacion de los farmacos en el agua por enzimas puede dar
lugar a la formacion de metabolitos que pueden tener diferentes propiedades quimicas e
impactos potencialmente diferentes en el medio ambiente y la salud humana,
principalmente en la reduccion de los efectos adversos (Mauro et al., 2021). Comprender
los procesos involucrados en la degradacion de farmacos en el agua por enzimas es
importante para desarrollar estrategias para gestionar la contaminacidén farmacéutica en
las fuentes de agua (Camargo y Alonso, 2006; Mauro et al., 2021). Este tema se ha
convertido en un drea activa de investigacion, con cientificos que exploran los
mecanismos de degradacion de farmacos catalizada por enzimas y los factores que

influyen en este proceso (Filimon et al., 2013).
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5.6 Enzima peroxidasa

La Cloroperoxidasa (CPO) (Figura 1), una enzima versatil de aproximadamente
299 aminoacidos que contiene un grupo hemo en el sitio catalizador y realiza reacciones
oxido similares a las de la peroxidasa (Alvarado y Torres, 2009), catalasa y reacciones de
halogenacion (Hofrichter et al., 2010). Catalizan la oxidacién de un electrén de sus
sustratos, empleando un peréxido, generalmente H20:. La CPO fue aislada por primera
vez del hongo Caldariomyces fumago, actualmente Leptoxyphium fumago (Crous, 2020);
tiene la capacidad de efectuar reacciones como epoxidacion, sulfoxidacion y la oxidacion
de enlaces de hidrocarburos activados, lo que ha demostrado su versatilidad como

enzima (Miller et al., 1995; Undiano et al., 2022; Wannstedt et al., 1990).

Figura 1. Enzima cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago

(Sundaramoorthy et al., 1995). Cédigo PDB: P04963

5.6.1. Mecanismo de reaccién

El mecanismo de reaccidon de la cloroperoxidasa (CPO) implica varios pasos e
intermedios (Tabla 1). Su actividad catalitica se basa principalmente en la coordinacion

del grupo hemo con varios sustratos (Alvarado y Torres, 2009).

Tabla 1. Descripcién de mecanismo de reacciéon de Cloroperoxidasa. (De Montellano, 2010; Ruiz-

Duefias y Martinez, 2010; Torres y Ayala, 2010)
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Paso de reaccion

Descripcion

Formacion del compuesto 1

CPO reacciona con el perdxido de hidrégeno (H20z), y el hierro hemo
(Fe) dentro del sitio activo de la enzima. Esta interaccion conduce a la
formacién de un intermedio altamente reactivo denominado
"Compuesto I". El compuesto I contiene una especie de hierro-oxo
(Fe=O) y un radical cationico de porfirina. Esta especie es un potente
oxidante y acttia como la principal especie activa en las reacciones

enzimaticas.

Union al sustrato

El sustrato organico se une al sitio activo del Compuesto I. Algunos
sustratos que han sido puestos a prueba contra CPO han sido
compuestos aromaticos, como fenoles, alquenos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, haldégenos y grupos que contienen azufre, como tioles, o
nitrégeno como nitritos y amidas. La unién puede ocurrir a través de
varias interacciones, dependiendo de la naturaleza del sustrato y la

reaccion especifica.

Oxidacion del sustrato

El hierro del grupo hemo del Compuesto I facilita la transferencia de
un atomo de oxigeno al sustrato, lo que conduce a la oxidacion del
sustrato. Esta transferencia de 4tomos de oxigeno puede implicar
reacciones radicales directas o la formacion de intermediarios de vida

corta.

Formacion del compuesto 11

Después de la oxidacién del sustrato, el Compuesto I se convierte en el
"Compuesto II". En el Compuesto II, el hierro hemo esta en estado

férrico (Fe®) y el radical porfirina ha desaparecido.

Reciclado de CPO

Para regenerar la enzima activa, el Compuesto II debe reducirse a su
estado de reposo, Compuesto 0. Este proceso generalmente implica la
transferencia de electrones de una molécula donante, como un
compuesto aromatico o una molécula organica pequefia al hierro
hemo, convirtiéndolo del estado férrico (Fe?) al estado ferroso (Fe?").
Este paso de reduccion prepara la enzima para otra ronda de catalisis

con H20:.
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El esquema general de reaccion se puede resumir de la siguiente manera:
CPO + H202 — Compuesto I
Compuesto I + Sustrato — Sustrato Oxidado + Compuesto II
Compuesto II + Donante de electrones — CPO + H20

Vale la pena senalar que el mecanismo de reaccion preciso puede variar segun el
sustrato especifico y la reaccion catalizada por la cloroperoxidasa (Ruiz-Duefas y
Martinez, 2010). Ademas, el estudio de los mecanismos enzimaticos es un campo de
investigacion complejo y los estudios en curso contintan revelando mas detalles y

complejidades de la actividad catalitica de CPO (Alvarado y Torres, 2009).

5.6.2. Uso como agente bioldgico para el tratamiento de aguas residuales

En este sentido, las multiples reacciones han dirigido las investigaciones a procesos
de degradacion de moléculas contaminantes, por ejemplo, hidrocarburos aromaticos poli
ciclicos, plaguicidas y recientemente farmacos (Alvarado y Torres, 2009; Filimon et al.,

2013; Rathore et al., 2022).

La CPO es capaz de reducir atomos de halégeno (por ejemplo, cloro y bromo) de
ciertos compuestos organicos, lo que lleva a la deshalogenacion de contaminantes. Esto
es particularmente util para tratar agua contaminada con compuestos organicos
halogenados como solventes clorados (He et al., 2021; Miller et al., 1995). Degradacion de
plaguicidas que son a menudo una fuente importante de contaminacion del agua. La
cloroperoxidasa tiene el potencial de descomponer algunos residuos de pesticidas,
haciendo que el agua sea mas segura para el consumo y la vida acudtica (Bairan et al.,

2022; He et al., 2021).
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Es importante tener en cuenta que, si bien la cloroperoxidasa se muestra
prometedora para las aplicaciones de limpieza del agua, su uso practico en el tratamiento
del agua a gran escala aun estd bajo investigacion y desarrollo (Ruiz-Duenas y Martinez,
2010). Las enzimas como el CPO pueden enfrentar desafios en términos de estabilidad,
costo y disponibilidad de H20: como oxidante. Sin embargo, la investigacion y los
avances en biotecnologia ofrecen nuevas lineas de investigacion para la aplicacion futura
de la cloroperoxidasa y otras enzimas en los procesos de limpieza del agua, por ejemplo,
aquellos contaminantes que provienen de la industria farmacéutica y que debido a la
pandemia su presencia en mantos acuiferos puede relacionarse con alteraciones a nivel

ecologico y a la salud humana (Lim et al., 2018; Torres y Ayala, 2010).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Reactivos

Acetonitrilo grado HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), fosfato de
potasio al 99% adquiridos a Fermont, acido fosfdrico al 85% adquirido de Karal, peréxido
de hidrégeno al 30% adquirido a J.T. Baker. Ivermectina, Paracetamol, Dexametasona y
Venlafaxina adquiridos a Sigma-Aldrich, enzima cloroperoxidasa del hongo
Leptoxyphium fumago comprada a Altech, con una actividad catalitica de 22 000 min™

usando monoclorodimedona como sustrato (Crous, 2020).

6.2. Compuestos

Se seleccionaron cuatro compuestos farmacéuticos con alta demanda de consumo
durante la pandemia de Covid-19 (Wu et al., 2020), estos compuestos fueron, Paracetamol
(PCT), Ivermectina (IVM), Dexametasona (DXM) y Venlafaxina (VFX). En la Tabla 2 se

muestran las caracteristicas quimicas de cada uno de los compuestos farmacéuticos.

Tabla 2. Caracteristicas de los compuestos farmacéuticos evaluados

Numero
Compuesto Nomenclatura IUPAC Pureza
CAS
H
NT
JoR
Ho N-(4-hidroxifenil)etanamida 103-90-2 >299.0 %
Paracetamol (PCT)
151.16 g/mol
9-fluoro-113,17,21-trihidroxi-16a-
50-02-2 98%
metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona
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Dexametasona (DXM)
392.46 g/mol

Tvermectina Bla (IVM)

875.1 g/mol

(I'R, 2R, 4'S,55 ,6R ,8R,10'E ,12'S ,13'S
,14'E ,16'E ,20R ,21'R ,24'S)-21 ',24"-
dihidroxi-12' - ([(2R,45,55,6S) -5 -
([(25,45,55,6S) - 5-hidroxi - 4-metoxi - 6 —
metiloxan -2 -ilJoxi) — 4 — metoxi — 6 -
metiloxan-2-ilJoxi) - 5, 11/, 13', 22" -
tetrametil- 6 -(propan-2-il) - 3', 7', 19' -
trioxaspiro [oxano-2, 6'-tetraciclo [15.6.1.1%,
8.02, 2] pentacosano] - 10, 14', 16/, 22" -
tetraen-2"-ona; (1'R, 2R, 4'S, 55, 6R, 8'R,
10'E, 12'S, 13'S, 14'E, 16'E, 20'R, 21'R, 24'S) -
6- [(2R) -butan-2-il] -21', 24'-dihidroxi-12'-
([(2R, 4S, 55, 65)- 5 -([(2S, 4S, 5S, 6S)- 5-
hidroxi -4 -metoxy -6 — metiloxan — 2 -il]
oxi) -4 -metoxin -6. -metiloxan - 2-ilJoxi)-5,
11', 13', 22'-tetrametil-3', 7', 19'- trioxaspiro
[oxano-2, 6' -tetraciclo [15.6.1.14, 8.0%0, 24]

pentacosano] -10', 14', 16', 22'-tetraen-2'-ona

70288-86-7

290 %

OH

SN

Venlafaxina (VFX)
277.402 g/mol

1- [2- (dimetilamino) -1- (4-metoxifenil)

etil] ciclohexanol

99300-78-4

99.4 %
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6.3. Técnicas analiticas utilizadas

6.3.1. Analisis del espectro de absorcion y seleccion de la banda de absorcion

El espectro electronico de absorcion se obtuvo mediante espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-Vis) utilizando el espectrofotometro VARIAN Cary 50, con
celdas de cuarzo de capacidad de 1 mL. Se analizaron los cinco compuestos farmacéuticos
en un intervalo de 200-600 nm. En la Tabla 3 se muestran las concentraciones empleadas
para el analisis de los compuestos farmacéuticos. Para cada uno se comparé el espectro
de absorcion obtenido con los reportados en la literatura para verificar la presencia del

compuesto activo.

Tabla 3. Concentraciones analizadas mediante UV-Vis

Concentracion
Compuesto
(uM)
Paracetamol 298
Dexametasona 64
Ivermectina 29
Venlafaxina 54

Con base en los espectros de absorcion obtenidos, se selecciond la longitud de onda

de cada uno de los compuestos farmacéuticos para los analisis posteriores.

6.3.2. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

A partir de las longitudes de onda seleccionadas para cada uno de los compuestos
farmacéuticos se analizaron por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus
siglas en inglés) por método de separacidn isocratico a un flujo constante de 0.7 mL/min
utilizando el equipo Perkin Elmer serie 200 acoplados a un detector UV, con una columna
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Cis fase reversa, tamano de particula de 5 uM, con las siguientes dimensiones, 150 mm
de largo por 3.0 mm de diametro interno. La fase movil empleada para la elucién de los

compuestos, asi como la longitud de onda de deteccidn, se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Método de separacion isocratico para la oxidacion de los compuestos ensayados mediante

HPLC
Relacion de las
Compuesto Longitud de onda Fase A Fase B
fases
H5POs [20 mM
Paracetamol 243 nm ACN 40: 60
pH:2]
Dexametasona 240 nm ACN H0O 40: 60
Ivermectina 247 nm ACN H0 90: 10
HsPO4[20 mM
Venlafaxina 225 nm ACN 35: 65
pH:2]

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos con HPLC, se determiné
la baja viabilidad de cuantificar la degradacion de DXM, por lo que ya no se realizaron

mas pruebas con este compuesto.

6.3.3 Curva de calibracion

Se realizé una curva de calibracion por HPLC de cada compuesto utilizado a
diferentes concentraciones del farmaco. Partiendo de los estdndares de referencia se
hicieron diluciones por triplicado en medio acuoso a diferentes concentraciones para

cada compuesto farmacéutico, en la Tabla 5 se especifica el rango empleado.

Tabla 5. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion
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Rango de concentraciones
Compuesto
[uM]
Paracetamol 100-500
Ivermectina 5.7-114
Venlafaxina 3.6-144

Para cada punto en las curvas de calibracion se obtuvo el area correspondiente y
se grafico contra la concentracion; la relacion entre los datos se hizo mediante el método
de minimos cuadrados para obtener la recta de regresion lineal utilizando Origin 9.0
software (Originlab Corporation, Northampton, MA, USA) con la funcion de ajuste lineal

aplicando la ecuacion 1:
y=mx+b (1)

Donde y corresponde a la variable dependiente, m es la pendiente, x es la variable

independiente y b es la interseccion con el eje y.

6.4 Analisis de la capacidad oxidativa

6.4.1. Evaluacion de la capacidad oxidativa

La determinacion de la capacidad oxidativa de la enzima cloroperoxidasa se
realizd usando los diferentes compuestos a concentraciones micromolares, asi como
diferentes cantidades de enzima. Las muestras de 1 mL se hicieron por triplicado y
contenian amortiguador de fosfatos 60 mM pH 3, KCl, peroxido de hidrogeno y enzima
cloroperoxidasa, todas a temperatura ambiente. La transformacion de los compuestos se
monitore6 en primer lugar por espectrofotometria UV-Vis a diferentes tiempos de
reaccion, en un intervalo de entre 5 y 10 minutos. Las condiciones finales del ensayo para

cada uno de los medicamentos se enlistan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Concentraciones utilizadas para los medicamentos ensayados mediante UV-Vis

Condiciones Paracetamol Dexametasona Ivermectina Venlafaxina
Amortiguador
60 60 60 60
fosfatos [mM]
KCl [mM] 20 20 20 20
Compuesto [uM] 298 64 29 54
Peréxido de
0.05 0.1 0.1 0.1
Hidrégeno [mM]
Cloroperoxidasa
0.00575 0.0115 0.0115 0.0115
[1M]

La capacidad de la cloroperoxidasa de oxidar el compuesto se determind

cualitativamente por los cambios en el espectro electronico de absorcion en el intervalo

de 200-600 nm.

6.4.2. Cuantificacion de la degradacion de los compuestos modelo

Se cuantifico el grado de oxidacion y la velocidad de reaccion de cada uno de los
compuestos con la enzima cloroperoxidasa por HPLC. Las condiciones de reaccion
utilizadas fueron las mismas que las descritas en el ensayo de UV-Vis enlistado en la

Tabla 6. El método de separacion empleado también se muestra en la Tabla 4.

La cuantificacion de la degradacion se calculd mediante el cambio del area del pico
correspondiente al compuesto después del tratamiento enzimatico a diferentes tiempos
de reaccion. Las areas obtenidas antes y después del tratamiento fueron convertidas a

concentracion empleando la curva de calibracion previamente generada.

6.5. Constantes cinéticas

Se estimaron las constantes cinéticas, Km y Vmax, mediante HPLC en funcion de la

velocidad inicial de cada compuesto, variando la concentracion de perdxido de
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hidrdégeno llevadas a 1 mL por triplicado a temperatura ambiente con las condiciones de

reaccion descritas en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones de reaccion utilizadas para la determinacion de las constantes cinéticas

Paracetamol Ivermectina Venlafaxina
Amortiguador fosfatos
60 60 60
[mM]
KCl [mM] 20 20 20
Compuesto [uM] 298 29 54
Peréxido de hidrégeno
0.01-0.6 0.01-0.6 0.01-0.6
[mM]
Cloroperoxidasa [uM] 0.00575 0.0115 0.0115

De las areas obtenidas, se grafico la concentracion de peroxido de hidrogeno contra

la velocidad inicial de cada compuesto calculada a partir de la ecuacion 2.

Co—C
V, ==~ (2)

En donde V., corresponde a la velocidad inicial calculada, C,es la concentracion
inicial, Cres la concentracion final y ¢ el tiempo de reaccion que varid entre 3-5 minutos.
Con base en las velocidades se determino la velocidad maxima de reaccion, asi como la
Kwm a partir del ajuste no lineal con la ecuacion 3 que corresponde al modelo de Michaelis-

Menten.

— Vmax [S]
Vo=iis 3)

Donde Vi corresponde a la velocidad inicial calculada, Vi a la velocidad maxima
de reaccién, Ku a la constante de Michaelis y S a la concentracion de peroxido de
hidrdégeno. El ajuste no lienal de la ecuacion se realizé mediante el software Origin 9.0
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software (Originlab Corporation, Northampton, MA, USA) con la ecuacién de kinetics-

Michaelis Menten.

VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacion de los compuestos farmacéuticos

El analisis de los compuestos farmacéuticos PCT, IVM, DXM y VFX mediante los
equipos de UV-Vis y HPLC se muestran a continuacion.
7.1.1. Espectro de absorcion

De cada uno de los compuestos farmacéuticos se obtuvo el espectro de absorciéon

a partir de los estandares de referencia, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Espectro de absorcion mediante UV-vis. a) Paracetamol b) Ivermectina c)

Dexametasona d) Venlafaxina

Para cada uno de los compuestos ensayados se tomo la banda maxima de absorcion
(Figura 2) para determinar a qué longitud de onda se cuantificarian los compuestos
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Al tomar la medicion de las
bandas maximas se disminuye el error de medicién y se aumenta la sensibilidad del
equipo (Grajeda, 2014). En el caso de PCT, se cuantifico a 243 nm, para IVM a 248 nm,
DXM a 240 nm y VFX a 225 nm.

De acuerdo con la literatura, se observo que los espectros de absorcion coincidieron
con los obtenidos en el trabajo (Mafull et al., 2014), (Kulkarni et al., 2020), (Madhan et al.,
2019), (Rao et al., 2011). Para el caso de IVM (Figura 2b) y VEX (Figura 2d) se observo la

presencia de mas una banda, sin embargo, ambos se encuentran dentro de lo reportado.
7.1.2. Identificacion cromatografica

A partir de los picos de absorcion de cada uno de los compuestos farmacéuticos se
procedio a la cuantificacion mediante HPLC y asi se evaluaron los distintos tiempos de

retencion en el equipo. En la Tabla 8. se muestran los resultados de los mismos.

Tabla 8. Tiempos de retenciéon obtenidos mediante HPLC para los compuestos analizados

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Paracetamol 2.3
Ivermectina 4.7
Dexametasona 1.2
Venlafaxina 1.6
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Como parte inicial se muestran los cromatogramas obtenidos mediante el ensayo.
En la Figura 3 a) la cual corresponde a PCT, se puede observar la obtencion de un pico
bien definido, con ello se clasificaron como Optimas las condiciones para los ensayos
posteriores; caso similar a la VEX (Figura 3b) en donde se presenta un pico bien definido
para la continuacion de los ensayos. En el caso de DXM (Figura 3c) se observa la presencia
de 3 picos coeludidos que corresponden al amortiguador de fosfatos, KCl y DXM; a pesar
de los repetidos ensayos donde se variaron las condiciones experimentales como el
porcentaje de fases, no se logro la separacion de los mismos; es por ello que se descarto
la continuacion de pruebas con este compuesto, ya que su cuantificacion no era dptima.
Para IVM (Figura 3d) se observa la coelucion de un segundo pico a un tiempo de
retencion de 4 — 4.5 min; esto se debe a que contiene al menos 80% del compuesto 22,23-
dihidroavermectina Bla y no mas del 20% de 22,23-dihidroavermectina Blb (Merck y Co,
1996), la presencia de ambos se verifico mediante la ficha técnica proporcionada por el
fabricante (Op. cit.). De acuerdo al cromatograma, el pico de Ivermectina B1lb representa
menos del 3% con respecto al pico de IVM Bla por lo que no afecta su deteccion; para su
cuantificacion se realizd una integracion como se muestra con la linea roja punteada y se

realizo de la misma manera en los ensayos posteriores (Figura 3d).
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Figura 3. Cromatogramas de los compuestos ensayados: a) Paracetamol, b) Venlafaxina, c)

Dexametasona, d) Ivermectina

7.1.2.1 Curvas de calibracion

Una vez identificados los tiempos de retencion y condiciones dptimas se realizaron
las curvas de calibracion correspondientes a PCT, IVM y VEFX. Para cada uno se
determinaron de 5 a 6 puntos en donde se tomaron concentraciones cercanas a cero y

aproximadamente el doble de la concentracion analizada para los ensayos de UV-Vis

(Tabla 5).

Una vez graficadas las concentraciones, se ajustaron al modelo de minimos
cuadrados para obtener la recta de regresion lineal, como se mostrd en la ecuacion 1. Los
resultadgs obtenidos mediante el ajuste de la gguacion se muestran en cada una de las

figuras e indicaron que el método fue correcto.
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Figura 4. Curvas de calibraciéon mediante HPLC para los compuestos a) Paracetamol, b)

Ivermectina, c) Venlafaxina

7.2. Capacidad oxidativa

7.2.1 Oxidacién enzimatica de los compuestos farmacéuticos

Una vez establecidos los intervalos de cuantificacion para cada uno de los
compuestos, se evalud la capacidad oxidativa de la enzima cloroperoxidasa (CPO) con
los distintos farmacos mediante el cambio de 4reas medidas a través de diferentes

tiempos de reaccion. En la Figura 5 se muestran los cromatogramas correspondientes.
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Figura 5. Cromatogramas de la evaluacion de la oxidacién de medicamentos mediante

CPO. a) Paracetamol, b) Ivermectina, c) Venlafaxina

En todos los casos se evaluaron las reacciones de oxidacidn en un intervalo de 0.5-
15 minutos. Para los tres compuestos se puede observar la disminucion en el area
mediante la comparacion de la linea negra y la linea morada. Para PCT se observo una
conversion del 20% a los 15 minutos de reaccion, siendo este un porcentaje menor con
respecto al uso de otras peroxidasas como la proveniente de berros (Nasturtium officinale)
donde al mismo tiempo de reaccién se logré una conversion del 74% (Gazga y Gazga,
2019). Con respecto a la VEX se logrd una conversion del 45.16% lo cual es mas eficiente
que cuando se utiliza peroxidasa de soya en donde se han reportado conversiones de
entre 4-7% a los 30 minutos (Morsi ef al., 2021). Para IVM la conversion fue de un 51.37%
y se puede comparar con degradaciones realizadas con cepas de Bacillus donde se han
logrado remociones de un 66% (Wang et al., 2020). Asi mismo, para PCT y VFX se observa
la aparicion de nuevos picos posterior a la elucién del compuesto de interés, indicando la

aparicion de productos de degradacion.
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Posteriormente, las dreas fueron transformadas a concentracion para observar la
cantidad de sustrato oxidado por la enzima, con ello se determinaron las constantes de
velocidad (k) que se ajustaron al modelo de reaccion de primer orden en el que la
velocidad de reaccion depende linealmente de la concentracion del reactivo. Se ajusto el
modelo a la derivada de la ley de velocidad para una reaccion de primer orden de la

siguiente manera (ecuacion 4):

— Al _

= 2 kpa) 4)

Se integra la ecuacion para obtener la siguiente:
[A] = [A]pe™ ®)

En donde [A] corresponde a la concentracion a diferentes tiempos de los
compuestos farmacéuticos, [A]o es la concentracion inicial, e es el namero de Euler (base
del logaritmo natural), k corresponde a la constante de velocidad y t al tiempo
transcurrido. El ajuste se realizé en el software Origin 9.0 software (Originlab Corporation,

Northampton, MA, USA) y su comportamiento se muestra en la Figura 6.
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559

50 i
= 454 \
2 N
:E i
= .
£ 40 E .
= AN R’=0.9747
[ ] AN
2 ~
s LN
O 354

.
e
30 - L]

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (minutos)

Figura 6. Cinética de reaccidn de compuestos farmacéuticos por CPO. a) Paracetamol,

b) Ivermectina, c) Venlafaxina

A partir del ajuste se muestra en la Tabla 9 la comparacion de las constantes de
velocidad (k) en donde se compara la velocidad a la que se transforman los reactivos, en
este caso los compuestos farmacéuticos en productos (Wei-Shou, 2018). Comparando las
tres reacciones se puede observar que cuentan con velocidades muy similares, sin
embargo, para el caso de la IVM, es ligeramente mayor a la de PCT y VEX, siendo esta
altima la mas lenta. Con respecto a su comportamiento, en la parte inicial es mayor la

velocidad, llegando a un descenso a los 8 minutos para PCT y a los 12 para IVM y VEX.

Tabla 9. Constantes de velocidad para los compuestos farmacéuticos

Compuesto Constante de velocidad (k) R2

Paracetamol 0.2572 min! 0.9915
Ivermectina 0.2682 min! 0.9950
Venlafaxina 0.2292 min! 0.9747
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7.2.2 Productos de degradaciéon

Como se mostro en la Figura 5, se observo la aparicion de nuevos picos de elusion
conforme aumentaba el tiempo de reaccion, con lo cual se plantea la posibilidad de contar
con la presencia de productos de degradacién como resultado de la transformacién
enzimatica. Se verifico que los tiempos de retencidn fueran siempre los mismos, dando

como resultado los datos de la Tabla 10.

Tabla 10. Tiempos de retencién obtenidos para los productos de degradacién mediante HPLC

Compuesto Producto de degradacion Tiempo de retencion

Paracetamol Producto 1 3.3 min
Producto 2 3.5 min
Producto 3 5.04 min

Venlafaxina Producto 1 2.18 min

Una vez establecidos los tiempos de retencion de los posibles productos de

degradacion, se cuantificé el aumento de area con respecto al tiempo.

Como se observa en la Figura 7. a), se observa la formacién de 3 posibles productos
con relacion a la oxidacion del PCT. Con distintos colores se muestra el aumento de areas
en cada uno de los productos identificados; el producto 3 es el de mayor area con respecto
a los otros dos, ademas, se puede observar mejor la tendencia en cuanto a su aumento, es
por ello que se compard contra la oxidacion de PCT en la Figura 7 b). donde se puede
observar que a medida en que disminuye el area de PCT, aumenta el drea del producto 3
llegando a un punto de saturacion similar entre el tiempo 12 y 15. Con el uso de otras
peroxidasas como la de rabano picante (HRP) y la de lignina (LiP) se han identificado
mediante Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) que después de la

interaccion con dichas enzimas, los protones aromaticos, moléculas iniciales inherentes
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Area

al paracetamol, desaparecen (Pylypchuk et al., 2020) siendo asi un antecedente para la

composicion de los productos de reaccion.

a) Productos de degradacién Paracetamol b) Paracetamol y Producto 3
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Figura 7. Formacion de productos y oxidacion de Paracetamol. a) Comparacion de la

formacién de productos, b) oxidacion de paracetamol y formacién de producto 3

Para el caso de la VFX se monitore6 tnicamente la formacion de un posible
producto de degradacidon, como se muestra en la Figura 8. La tendencia de los circulos
azules indica la formacion del posible producto de degradacion con respecto al tiempo
en donde a medida que disminuye el area de la VFX, el area del producto aumenta. Para
determinar mas productos de degradacion se podrian utilizar metodologias como
Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) como se ha realizado en

diversos estudios (Morsi et al., 2021).
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Venlafaxina y Producto

7.3. Constantes cinéticas
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Figura 8. Formacion de producto de degradaciéon y oxidacion de Venlafaxina

Se determinaron los pardmetros cinéticos mediante el andlisis del comportamiento

hiperbdlico entre la velocidad y la concentracidn del sustrato, manteniendo constantes la

concentracion de enzima y compuestos farmacéuticos, variando la concentracion de

peroxido de hidrégeno. El comportamiento se muestra en la Figura 9 y es considerado

correcto, ya que en promedio el ajuste de la R? es de 0.95, siendo muy cercano a 1.
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Figura 9. Cinéticas de Michaelis-Menten variando la concentracion de peréxido de hidrégeno

para los compuestos farmacéuticos. a) Paracetamol, b) Ivermectina, c) Venlafaxina

7.3.1 Determinacion de las constantes cinéticas ajustadas al modelo de Michaelis Menten

De los resultados obtenidos en la Figura 9, se obtuvieron valores como la constante
de Michaelis-Menten (Kwu), y la Velocidad maxima (Vmax), ya que el modelo se ajusto a la
ecuacion 3, sin embargo, de acuerdo al mecanismo de reaccion, se pueden obtener valores
como la constante catalitica (ket) asi como la constante de velocidad aparente (keat/Kw);
estos se obtuvieron a partir de la descripcién del mecanismo de reaccion dado por la
ecuacion 6:

ki
E+Sk1— ESk.y—>E+P (6)

—1¢

Donde de acuerdo a la suposicion del estado estacionario para el complejo enzima-

sustrato (ES) se obtiene el modelo clasico de Michaelis-Menten (ecuacion 7):

_ Vmax[S] _kcat[E]T[S]

T Ky + 151 Ky +15] 7
De la cual se puede obtener la ket a partir de la ecuacion 8 donde:
Vmax = kcat [E] T (8)
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Despejando:

Vinax
kcat = E (9)

Donde vicorresponde a la velocidad inicial, Vmax es la velocidad maxima, [S] es la
concentracion del sustrato, Kmu la constante de Michaelis-Menten, ket la constante
catalitica y [E]r es la concentracion total de enzima (Lépez y Huerta, 2004). Una vez
despejada la ecuacion se sustituyeron los datos para obtener todos los parametros como

se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Valores cinéticos para los sustratos ensayados para la oxidacién por CPO

Sustrato Vimax (UM min-?) Kum (uM) Keat (min-1) Kea/Km (UM min)
Paracetamol 28.48 69.53 4953.04 71.23
Ivermectina 3.18 16.58 276.52 16.67
Venlafaxina 8.24 47.01 716.52 15.24

De manera experimental, la velocidad maxima obtenida indica el momento en el
que toda la enzima ha formado un complejo con el sustrato. La Ku es dependiente del
mecanismo de reaccion como lo son el numero y velocidades relativas de los pasos
independientes, ya que para considerarse una medida de afinidad se debe tomar en
cuenta si k2 es mayor o menor a k.1 siguiendo el mecanismo de la ecuacién 6. Por otro
lado, la ket indica la velocidad limite de cualquier reaccion catalizada por enzimas en
saturacion y es definida como el nimero de moléculas de sustrato convertidas en
producto por moléculas de enzima por unidad de tiempo; un valor alto de ket indica que
mas sustratos se renuevan en un segundo. A manera de comparacion, los valores de Keat
y Ku reflejan mas el entorno celular, la concentracion de sustrato y la quimica de la
reaccion catalizada (Nelson y Cox, 2008). Como ultima instancia, una manera eficaz de
hacer una comparativa en cuanto al recambio de diferentes sustratos por la misma

enzima mediante la relacion ket/Kwv, ya que como se llevo a cabo en este trabajo, la enzima
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tiene mas de un sustrato posible, por lo que los valores de ket/Km van a determinar la
especificidad de la enzima para cada uno, un valor elevado de este indicara que la enzima

es mas especifica para ese sustrato (Lorsch, 2014).

En este sentido y teniendo los valores de la Tabla 11, cuando se usa como sustrato
el PCT con la enzima peroxidasa se alcanza la conversion de un mayor namero de
moléculas por minutos seguido por la VEX y finalmente por la IVM; el valor dato por el
PCT es mucho mayor que en los otros dos sustratos por lo que se puede asegurar que

puede se puede degradar mayor cantidad de este con respecto al tiempo.

Para los valores de Ket/Kwy, se puede observar que la enzima CPO es mas especifica
cuando se usa PCT como sustrato, seguida de IVM y finalmente VFX, siendo estos dos
altimos valores muy similares. Revisando su estructura quimica, es de esperarse que la
degradacion con CPO sea mas afin cuando se usa PCT ya que la molécula es de menor
complejidad que cuando se compara con la IVM. Sin embargo, aunque la IVM y VEX
tienen 6 veces menos afinidad, la transformaciéon de los compuestos alcanzé un buen
porcentaje. Esto también indica que los ensayos con PCT pudieran repetirse para lograr
una mayor conversion puesto que la enzima es mas afin a ese sustrato y su bajo porcentaje

de degradacion pudo ocasionarse por error humano.
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VIII. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos de la investigacion se puede concluir que la
degradacion enzimatica para los compuestos de PCT, VEX e IVM se lleva a cabo de
manera rapida, ya que en los tres casos se supero el 15% de oxidacion del compuesto,
ademas, en todos los casos fue posible detectarlos mediante UV-Vis y monitorear su
oxidacion mediante técnicas cromatograficas. Cabe destacar que de dos de los
compuestos se pudo monitorear la presencia de posibles productos de degradacion a los
cuales se les puede evaluar su toxicidad y estructura. De igual forma, el método puede
ser mejorado para, en caso de que sea posible, aumentar el porcentaje de degradacion.
Esta propuesta también puede ser realizada debido al calculo, determinacion e
interpretacion de los datos cinéticos que se obtuvieron dejando asi nuevas perspectivas

para futuros ensayos.
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